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Resumo

Complexos de espécies cripticas sdo grupos de iespéstreitamente relacionadas,
dificilmente distinguiveis por caracteristicas notisfjicas. Estes complexos sdo conhecidos
em uma significativa variedade de organismos, almente plantas, insetos, fungos e
peixes. Em peixes, complexos de espécies ja fodamtificados para representantes de
diferentes ordens, como Characiformes, GymnotifsrmeSynbranchiformes. No presente
estudo, foram analisadas amostrasSdearmoratuscoletadas em oito localidades brasileiras
distintas com o uso de técnicas citogenéticasicsgcoloracdo convencional com Giemsa,
localizacdo das regibes organizadoras de nucléela marcacdo com nitrato de Prata —
AgNO; e bandamento C) e moleculares (hibridagasitu fluorescente com sondas de DNAr
5S e 18S, DNAhis H3, elemento transponifREx3 e sondas teloméricas). Além disso,
analises moleculares foram realizadas utilizanddoslade sequéncias de trés genes
mitocondriais (Citocromo B - CytB, Citocromo oxi@a$ - COl e DNAr 16S) de individuos
com caridtipo conhecido. Considerando as amostrasadas, numeros diploides distintos
foram encontrados (42, 44 e 46 cromossomos) quehioados com as formulas cariotipicas,
resultam na distingdo de cinco cariomorfos &mmarmoratus A analise filogenética
realizada confirma ostatus de complexo de espécies e revela que eventos piodlti
possivelmente bidirecionais, seriam responsavéssuegimento da variabilidade cariotipica
neste grupo. O mapeamento fisico do DNAr 5S regela estes sitios se mantiveram
conservados durante a histéria evolutivesSgabranchusenquanto que, de forma oposta, 0s
sitios para DNAr 18S estdo distribuidos de mangi@imorfica, com variagdes
intrapopulacionais significativas, indicando quecaresmos evolutivos distintos estdo agindo
sobre a dispersao destas sequéncias. O mapeareddibAdis H3 revela sitios dispersos por
todo o genoma em todos os cariomorfos analisadmesse apresentam na formadiiesters
com pequeno acumulo em determinadas regides cromass. De forma semelhante, o
elementoRex3também revela distribuicdo dispersa, indicando spegiéncias repetitivas se
organizam em diferentes modos no genoma das espéeste complexo. Os resultados
obtidos demonstraram g marmoratus de fato, ndo constitui uma unica espécie nominal,
apontando para a necessidade de ampla revisdoo6taigan neste grupo. Além disso,
evidencia que 0s rearranjos cromossomicos podemalgoms cariomorfos, atuar como
principal mecanismo de diferenciacdo biolégica, uamjo em outros, eventos nao

relacionados a variacbes cromossémicas ou invsspelia citogenética, podem promover a



diversidade. Adicionalmente, as andlises indicane s rearranjos cromossomicos
responsaveis pela evolucéo cariotipicaSmbranchuscorreram de forma independente nas
distintas linhagens deste complexo, resultando eamtes possivelmente bidirecionais em
relacdo ao aumento/reducdo do numero diploide.IrRérde, os resultados mostram que
abordagens integrativas em estudos evolutivos podemnitir uma interpretacdo mais
adequada dos mecanismos envolvidos no processo ifdeendiacdo cariotipica e,

consequentemente, sobre a historia evolutiva desp® de organismos.



Abstract

Cryptic species complex are groups of speciesgsitigi related but hardly distinguished by
morphological traits. These complexes are knowndcur in a great variety of organisms,
mainly plants, insects, yeasts and also fishessidering the fish group, species complex had
already been identified in representatives fronfed#nt orders, such as Characiformes,
Gymnotiformes e Synbranchiformes. In the presermtystsamples o marmoratuscollected

at eight different Brazilian sitesvere analyzed, using classical cytogenetic teclesqu
(conventional staining with Giemsa, localizationrafcleolar organizer regions with Silver
nitrate staining - AgN@and C-banding) and molecular (Fluorescence in Isjturidization
with 5S and 18S rDNA, H3 DNAhis, transposable eletrirRex3 and telomeric probes).
Besides that, molecular analyses were carried @lhgusequence data from three
mitochondrial genes (Cytochrome B — CytB, Cytocheamiidase 1 — COIl and 16S) obtained
for each individual with known karyotype. Consideyithe analyzed samples, distinct diploid
numbers were found (42, 44 and 46 chromosomes)amsociated with karyotype formulae,
resulted in the distinction of five karyomorphsSnmarmoratus The phylogenetic analyses
confirmed the status of a species complex and ledetnat multiple and, possibly bi-
directional events were responsible the karyotypaciability found in this group. The
physical mapping of 5S rDNA reveals that thesesdiept conserved during the evolutionary
history of Synbranchusgontrary to 18S rDNA sites which are distributedai polymorphic
way, with sigficant intrapopulational variabilityindicating that distinct evolutionary
mechanisms may be acting upon the dispersion cfetlsequences. The mapping of H3
hisDNA revealed a dispersed pattern of distributadnthese sites on the genome of all
karyomorphs, frequently found as little clustersuamulated in some chromosomal regions.
In a similar way, th&kex3element also reveals a dispersed behavior, indgc#tat repetitive
sequences are organized in different ways in theme of these species complex. The results
obtained demonstrated th& marmoratus in fact, do not constitute a single species,
indicating that a taxonomic review is necessarthia group. Besides that, it highlights that
chromosomal rearragements can, in some casesgsabieanain mechanism of biological
differentiation, while in others, events that aret melated to chromosomal variations or
invisible to cytogenetic analysis, can promote theersity. Additionally, the analyses
indicate that the chromosomal rearrangements reggenfor the karyotypic evolution in
Synbranchusnay occured in an independent way in the distiimgages of this complex,

resulting in possibly bidirectional events in redat to the increase/decrease of diploid



numbers. Finally, the results show that integrafpproaches in evolutionary studies may
enable a more appropriate interpretation of thehmeisms involved in the differentiation
process of karyotypes and, consequently, aboutetfmdutionary history of this group of

organisms.
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Introducao

1 Introducéo

1.1 Citogenética de Peixes Neotropicais: Caractedgdo da Biodiversidade e Evolucéo

da Ictiofauna

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desamaito nos ultimos anos
devido basicamente a utilizacdo de técnicas mamutivas de analise cromossomica, 0 que
tem possibilitado a citogenética contribuir mastighmente ndo so6 para estudos taxonémicos
e filogenéticos, como também para uma maior comgéee da estrutura e organizacdo
cromossOmica nos vertebrados. Estes avancos tédéicose refletido também nos estudos
citogenéticos em peixes, resultando numa expaneésideravel do nimero de espécies
estudadas nos ultimos anos. Na regido Neotro@idaram analisadas cerca de 1040 espécies
de peixes de agua doce, sendo 475 espécies da @tHamaciformes, 318 espécies de
Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e 1p@@es que nao pertencem a superordem
Ostariophysi (revisdo em Oliveirat al, 2007). Estes resultados mostram um aumento
substancial das informacdes cariotipicas, se cadpar ao levantamento realizado por
Oliveira et al (1988a). No entanto, tais dados s&o ainda inmdgsese for considerado que
podem existir cerca de 6.000 espécies de peixgthdisas nesta regido biogeogréfica (Reis
et al, 2003).

Em peixes, a aplicacao de técnicas de bandameortmssomico, notadamente as de
banda C e bandas de endonucleases de restricamjtigen ndo s6 uma melhor
caracterizagdo da diversidade cariotipica, comobéam o entendimento das relacdes
evolutivas existentes entre diferentes taxons (Alemd@oledoet al, 2000). Nos ultimos anos,

o desenvolvimento de sondas especificas de DNAilplitess a hibridizacdo destes
marcadores em cromossomos metafésicos, atravésmiaa denominada FISH (Hibridacdo
in situ Fluorescente). Este método é uma ferramenta #s@née e permite correlacionar
informacbes moleculares com a localizacdo fisica sgmMentos especificos nos
cromossomos, obter informacfes mais precisas solpeesenca ou ndo de determinadas
sequéncias de DNA, detectar rearranjos cromoss8ndcaté mesmo estabelecer relacdes
filogenéticas (Phillips e Reed, 1996; Oliveira eigfit, 1998; Martins, 2007).

Os estudos citogenéticos em determinados grupopetes tém permitido um
melhor esclarecimento sobre questfes taxonémivasicas no entendimento da estrutura

cromossomica, melhor compreensao sobre 0s process@evolutivos que envolvem o0s
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grupos de peixes Neotropicais, bem como a ideatifio de espécies cripticas (Olivestal,
2007).

Constatada em peixes pela primeira vez nos géridopsias, Hoplerythrinuse
Astyanaxpor Bertolloet al (1986), a existéncia de complexos de espéciewacterizada
guando duas ou mais espécies estao classificablas some de uma Unica (Bickfoed al.,
2007). Maistroet al (1998) sugerem que os caridtipos de alguns grujmspeixes
Neotropicais parecem ter evoluido a uma taxa mgsesn relacdo as modificacbes que
ocorreram determinando as caracteristicas morftd§gidestes animais, resultando no
surgimento de espécies cripticas. Posteriormeitersds casos foram evidenciados como
sendo pertencentes a estes complexos, incluindpawntes dos génerd@ynbranchus
(Forestiet al, 1992), SerrasalmugNakayamaet al, 2001), Eigenmannia(Moyséset al,
2010), dentre outros.

Dentre os casos de espécies cripticas conhecidasiafauna NeotropicalHoplias
malabaricus(Characiformes, Erythrinidae) constitui-se num b®mmplo de estudo continuo
e amplo, tendo por base uma abordagem carioevaluainalises citogenéticas realizadas no
final da década de 70 evidenciaram uma extensabiidiade cariotipica em uma Unica
entidade taxonémica validel, malabaricus com a existéncia de pelo menos sete cariomorfos
distintos. Complementando o cenario de alta digdad®, também foi possivel verificar a
existéncia de distintos sistemas de cromossomamseresta espécie (Bertokb al, 2000).
Assim, por meio do conhecimento sobre a distrituiggeografica, da macroestrutura
cariotipica e dos padrdes de heterocromatina ¢otigéi, foi possivel estabelecer relacdes
entre os distintos cariomorfos e elaborar hipotesemevolutivas. Posteriormente, estudos
gue envolveram o uso de FISH e pintura cromossomeéaitiram corroborar algumas
hipéteses de relacdes entre os cariomorfos e esratemovas situacdes, como a existéncia de
um sistema de cromossomos sexuais em passos dntgadiferenciagdo em amostras do
cariomorfo C provenientes do estado do Mato GrdEsoreiraet al, 2007; Cioffiet al,
2009; Santost al, 2009;Blancoet al, 2010; Cioffi e Bertollo, 2010; Ciofgt al, 2011).

A grande maioria dos estudos de componentes dfatia Neotropical que utilizam
a técnica de FISH envolve a localizagdo de sondastituidas por segmentos de DNA
repetitivo. Este tipo de sequéncia é caracterizamtoapresentar uma alta variabilidade e
constitui uma fracdo consideravel do genoma deamweucariotos (Wagnest al, 1993;
Charlesworthet al, 1994), podendo ser classificado em trés clgssesipais, 1) repeticoes
in tandem que inclui os DNAs satélites, minissatélites e opseatélites; 2) elementos
transponiveis (TEs), que englobam transposonsareeisposons; e 3) familias multigénicas,
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representadas por sequéncias repetidas codificadmmo é o caso de genes ribossomais e
histénicos (Sumner, 2003; Nagoelaal.,, 2005).

O mapeamento cromossémico de sitios de DNA repeiem sendo utilizado com
sucesso nos estudos citogenéticos em peixes. Azlgio fisica de elementos transponiveis
Nos cromossomos mitéticos permitiu avancos no divteento da dindmica e evolugédo desta
classe de DNA repetitivo. Através do mapeament@ldmentos retrotransponiveexle
Rex3em peixes da familia Loricariidae, Ferregtal. (2011a) observaram, para ambos os
elementos, um padrdo de distribuicdo disperso gdeas eucromaticas e heterocrométicas,
sugerindo que essas sequéncias estariam evoluinths jou através do mesmo mecanismo.
Por outro lado, mapeando os elemeiiReg] Rex3e Rex6em peixes ciclideos, Valengt al
(2010) observaram as sequéncias distribuidas deo rdmpherso no genoma, bem como
detectaram grandes blocos pericentroméricos mascamioalgumas espécies, postulando que
esses elementos seriam capazes de se acumulagiéesrgendmicas especificas dentro de
cada grupo de peixes.

A deteccao de repeticdes teloméricas também vedosatilizada com frequéncia,
visando elucidar os processos envolvidos na evolugiiotipica em diferentes grupos.
Estudando dois citétipos de&ymnotus carap@2n=40 e 2n=42 cromossomos), Milhomem
al. (2008) detectaram sitios teloméricos intersc{@ifS) nos cromossomos do citétipo com
2n=40, que possivelmente foram originados a patiruma fusdo céntrica ocorrida no
cromossomos do citotipo 2n=42, sugerindo a exisdéie espéecies cripticas neste grupo.

Além das abordagens citadas, o0 mapeamento fisicced@éncias repetitivas
codificadoras também vem sendo realizado com soigesgrupo dos peixes. Hashimab
al. (2011), ao localizarem os genes para histonae BNAr 5S em trés espécies do género
Astyanax afirmam que a presenca destes genes em sintaniemelnico par cromossémico
seria uma condicdo comum para 0 género. Além dsstulam que Abockmannie A.
fasciatusseriam mais relacionadas entre si do que Aomltiparanaepelo fato de ambas as
espécies possuirem clusters adicionais de DNAr &5 wn par de cromossomos
acrocéntricos, caracteristica ndo compartilhada piima espécie. O sequenciamento dos
genes confirmou os resultados filogenéticos obtiba citogenética.

Estudos como estes revelam caracteristicas soboeganizacdo estrutural de
determinadas sequéncias repetitivas e sua dinariggenoma dos organismos, revelando a

importancia do DNA repetitivo na evolucédo dos geasmos eucariotos.
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1.2 O génerdSynbranchus caracteristicas taxonémicas e citogenéticas.

O géneroSynbranchusdescrito primeiramente por Bloch (1798§t4 amplamente
distribuido pelos cursos de agua da América deeSAhérica Central, mais especificamente
desde o norte da Argentina até o México, incluinileersas localidades brasileiras. Esse
género esta inserido na familia Synbranchidae ¢époratualmente trés espécies validas,
identificadas com@&@ynbranchus marmoraty8loch, 1795),S. madeirae(Rosen e Rumney,
1972), eS lampreia (Favorito et al, 2005). Esses peixes possuem o corpo longo,ccrani
alongado e marcante reducdo de nadadeiras e esd@onagpresentarem tais caracteristicas
sdo popularmente conhecidos como enguias do brejoum ou cobra d’agua. Embora o
género seja representado por apenas trés espéonsais, estudos anteriores detectaram a
ocorréncia de uma extensa variabilidade genétic& emarmoratusOs individuos analisados
até o presente momento apresentam uma macroeatraguiotipica bastante variavel,
ocorrendo distintos cariomorfos que variam desde42naté 2n=46 Cromossomos,
caracterizando a existéncia de um complexo de espédpticas para esse grupo (Torees
al., 2005). Aléem disso, a identificacdo de cromossomuarcadores em determinados
cariomorfos (Forestet al, 1992), a presenca de regides organizadoras adéotm (RONS)
em diferentes cromossomos dos cariomorfos existdMelillo et al, 1996) e até mesmo a
possivel ocorréncia de cromossomos supranumerdBaschez e Fenocchio, 1996),
evidenciam a grande variabilidade existente naiest cromossdmica desses peixes.

As variacOes cariotipicas observadas em populajopétricas (Foresét al, 1992;
Melillo et al, 1996; Torre%t al, 2005) e até mesmo simpatricas (Toeksal, 2005) deS.
marmoratusestao relacionadas principalmente a eventos dearg@s cromoss6micos como
fusdes/fissbes céntricas e inversdes pericéntrigas, teriam desempenhado um papel
evolutivo importante na diferenciagdo cromossondeates peixes. Melillet al (1996)
consideraram o cariomorfo com 2n=42 cromossomo®Eando o cariétipo ancestral p&a
marmoratus uma vez que constitui-se no cariomorfo mais reocterenas localidades
analisadas. Somado a este flonopterus albusrepresentante da familia Synbranchidae na
China (Jiet al, 2003), apresenta 2n=24 cromossomos, 0 que &fngleia de condicao
ancestral para esse cariomorfo. Contudo, estudmtes tém considerado outra hipétese.
Levando-se em consideracdo que analises morfometficavorito-Amorim, 1998) sugerem
gue o géneroOphisternonseria grupo irmdo primitivode Synbranchusgue analises
moleculares com a auséncia do génemhisternonsugerem que o géneMastacembelus
seria grupo irmdo d&ynbranchugMiya et al, 2003) e que o caridtipo das espédks



Introducao

bengalenseM. Armatuse M. aculeatusapresentam 2n=46, 2n=48 e 2n=48 cromossomos,
respectivamente (Oliveirat al, 1997; Arkhipchuk, 1999; Liet al, 2002), com estrutura
bem similar a d&. marmoratus parece mais parcimonioso afirmar que o cariGaipoestral
de S marmoratusseria aquele que possui 2n=46 cromossomos e gadearta dado origem,
subsequentemente, aos cariomorfos com 2n=44 e 2crof20ssomos por meio de fusdes
céntricas (Torrest al, 2005).

Apesar da indefinicdo sobre os caminhos evolufparysorridos pelo grupo, existem
pelo menos cinco cariomorfos bem diferenciadoseetificados até o presente momento e
gue podem ser subdivididos em dois grupos pringjgi acordo com a presenca ou nao de
Ccromossomos metacéntricos pequenos que ocorreftmgeta nos cariomorfos com 2n=44 e
2n=46 cromossomos (Melillet al, 1996). Além disso, Nakamott al. (1986) detectaram a
existéncia de dois fendtipos distintos para tippshemoglobina nesses peixes, sendo um dos
fenotipos caracteristico dos individuos com 2n=2h246 cromossomos, enquanto o outro
fenotipo € coincidente com os individuos com 2ns#&#mossomos, reforcando a ideia de
separacdo em grupos e indicando uma maior proximid@nética entre os individuos dos
cariomorfos com 44 e 46 cromossomos (Foedsti., 1992).

Além do alto grau de variabilidade cariotipica de&tdo emS. marmoratus Melillo
et al (1996) encontraram uma extensa variabilidadeoocalizacdo das RONs em diferentes
cariomorfos. Apesar da variacdo detectada em welacdhumeros diploides e regibes
organizadoras de nucléolo, os autores constatamamdistribuicdo bastante conservada da
heterocromatina constitutiva entre os diferenteso®rfos, evidenciada como pequenos
blocos apenas nas regides dos centromeros. Not@ntamalisando populacdes &
marmoratusprovenientes de lagoas argentinas, Sanchez e ¢feodt996) detectaram, além
de extensa variabilidade nas RONSs, ja descritarianteente, também um padrdo de
bandamento C bastante complexo, com a ocorréncibaddas palidas ou brilhantes e
dispersas pelo cariétipo, dando indicios da exisééte diferentes classes de DNA repetitivo.
Além disso, um dos individuos analisados por eatgsres apresentou um Cromossomo
supranumerario heterocromatico, com variacdo imdreidual de frequéncia. Estudos
adicionais necessitam serem realizados para compm@wistribuicdo e frequéncia deste
cromossomo B na populacédo, sendo esta a priméa@&neia de ocorréncia de cromossomos
supranumerarios entre os representantes do g8gebwanchus

Nesse sentido, o presente trabalho foi desenvolemio o objetivo de aplicar
técnicas citogenético-moleculares em diferentesséma® deS. marmoratuscapturadas em
componentes de diferentes bacias hidrograficasldiras, buscando-se ampliar os dados
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cariotipicos desta espécie e verificar os camimvosutivos percorridos por este grupo no seu
processo de diferenciacdo, tendo por base as eslaedtre os diferentes cariomorfos

existentes.

2 Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram eserdmlver a andlise citogenética
de amostras da espé8gnbranchus marmoratusom a finalidade de:

a) ampliar o conhecimento sobre este grupo de peesapelecendo e
comparando a constituicdo cariotipica de espéciee qcorram em diferentes
componentes de bacias hidrograficas brasileiras;

b) verificar as relagbes filogenéticas entre os difese cariomorfos
existentes por meio de técnicas citogenéticas ecaulares, com o intuito de hipotetizar
0S possiveis eventos responsaveis pelo surgimesta dariabilidade;

C) caracterizar a distribuicdo de diferentes segmetoBNA repetitivo
com base na aplicacdo da técnica de FISH, visaadficar se este tipo de informacé&o
serd util e concordante com os dados moleculareslaighes filogenéticas no grupo;

d) identificar os possiveis mecanismos determinantes rdodificagcdes
estruturais ocorridas no genoma dos componentdesdeariomorfos, no sentido de

melhor compreender os processos envolvidos nagificacdo do grupo.
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3 Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1 Espécies estudadas e locais de coleta

No presente trabalho foram analisados 75 exempldeesespécie de peixe
Synbranchus marmoratusle ocorréncia em 8 localidades distintas perteeserd
componentes de diferentes bacias hidrograficasldiras (Tabela 1). De cada individuo
analisado foram retirados fragmentos de tecidol nea@ estudos citogenéticos e também
fragmentos do figado, que foram fixados em etaro 9para estudos moleculares
posteriores. Os exemplares utilizados na amostrafpgam fixados em formol 10%,
conservados em alcool 70% e ap0s identificacdanfatepositados na colecdo de peixes do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes doatamento de Morfologia, UNESP de
Botucatu-SP.

Tabela 1.Exemplares de peixes do gén8&ymbranchusnalisados. LBP: Colecdo de Peixes

Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, tinmstide Biociéncias de Botucatu, UNESP.

Espécies LBP Localidade N Coordenadas

S marmoratus 11356 Rio Piratini — Pedro Oso6rio - RS 3 S31°52'8152°48'58”

S. marmoratus 11364 Rio Parana - Guaira — PR 20 S 24°04'13" W BOB

S marmoratus 11355 Rio Parana- Bataguassu-MS 3 $21°38'49” W 83217

S. marmoratus 11361 Rio Tieté — Igaracu do Tieté-SP 15 S 22°34W348°27'48"

S. marmoratus 11365 Rio Mogi-Guagu - Pirasununga-SP 18 S 21°55MU7°22'85"

S marmoratus 11362 Rio Grande - Icém-SP 8 §20°20'13” W 49°07'56”
S. marmoratus 11357 Rio Paraguai - Caceres-MT 5 S$16°02'69" W 5520

S marmoratus Rio Acre — Rio Branco-AC 3 S 57°54'97" W 67°44'41”
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1 - Pedro Osoério - RS
2 - Guaira - PR

3 3 - Bataguassu - MS
4 - Igaragu do Tieté - SP
5 - Pirassununga - SP
6 - Icém - SP
7 - Céceres - MT
8 - Rio Branco - AC

e’e 500 km

Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta de amostraS dermoratus 1 Rio Piratini, Pedro
Osério — RS; 2 Rio Parana, Guaira — PR; 3 Rio Bamataguassu — MS; 4 Rio Tieté, Igaracu do
Tieté — SP; 5 Rio Mogi-Guagu, Pirassununga — SIRidb Grande, Icém — SP; 7 Rio Paraguai,
Caceres — MT; 8 Rio Acre, Rio Branco — AC

3.2 Métodos

Para a analise citogenética convencional foranzatibs os métodos de estimulacao
de mitoses (Cole e Levans, 1971), preparacdo dietzélulas renais (Foresti al, 1993),
marcacdo das Regifes Organizadoras de Nucléolo RGN nitrato de Prata (Howell e
Black, 1980) e identificag@o da heterocromatinastitutiva (Sumner, 1972).

Para a andlise citogenética molecular foi utilizadécnica de FISH com o intuito de
localizar cromossomicamente sequéncias de DNAr 58B% DNAhis H3 e elemento

transponiveRex3

3.2.1 Estimulacéo de Mitoses
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Para obtencdo de maior nimero de células em mitosetilizada a técnica de
estimulacdo de divisdo celular por meio da ino@dagtramuscular de suspensao de células
de fermento bioldgico, conforme técnica descrita @ole e Levans (1971) para anfibios e
répteis e adaptada para peixes por Bertelioal (1978) e Oliveiraet al. (1988). O
procedimento utilizado consiste em:

1) preparar uma solucéo de fermento biolégico $Elenann) na seguinte proporcao:
0,5 g de fermento, 0,5 g de acucar e 7 ml de agsidatia;

2) incubar a solucdo em uma estufa (37°C) poacaeclO0 minutos;

3) injetar a solucdo dorso-lateralmente no pex@mpor¢cdo de 1 ml por 100 g de
peso do animal;

4) deixar o animal em aquario aquecido e bem aepat cerca de 48 horas.

Fragmentos de tecidos de rim e branquias foranadibs para a obtencéo de
preparacdes cromossdmicas visando o estudo camdas espécies.

3.2.2 Obtencédo de Cromossomos Metafasicos

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomaaféasicos seguiu a descricao de
Forestiet al. (1993), com algumas adaptacdes. Essa metodologizlve basicamente, a
inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos pelaioigina e a hipotonizacéo das células em
suspensadn vitro, seguindo-se a fixacdo celular pela mistura deanmbtacido acético. O
procedimento consiste em:

1) anestesiar o animal em solugéo de benzocaind %,0

2) sacrificar o animal, retirando o rim anterior. Tstarir o material para uma
pequena placa de vidro, contendo 10 ml meio deireuRPMI previamente aquecido em
estufa a 37 °C;

3) dissociar o material com o auxilio de pin¢as dseetisdo, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur b oma solucdo aquosa homogénea;

4) adicionar 2 gotas, com uma seringa de 1ml, de wihcha 0,01% e levar a
estufa a 37 °C por 30 minutos;

5) centrifugar (1000 rpm) por 10 minutos e descartsolrenadante;

6) acrescentar 10 ml de solucéo hipotonica de KCI7T8M) previamente aquecida

a 37C ° e levar a estufa 37C ° por 21 minutos;
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7) retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixadtadge(metanol e acido acético
na proporcdo de 3:1, respectivamente); agitar lemsgna mistura com uma pipeta Pasteur e
deixar repousar por 5 minutos a temperatura andgient

8) adicionar cerca de 10 ml de fixador e novamentéa@ mistura; levar a
centrifuga (1000 rpm) por 10 minutos;

9) pingar o material em laminas;

10) deixar secar ao ar.

As laminas podem ser guardadas no congelador @uranito tempo, servindo,

assim, para aplicacdo de varias técnicas de bamiarr®mossémico.

3.2.3 Deteccéo das Regides Organizadoras de Nuabé@ONSs) através da Impregnacao
com Nitrato de Prata (AgNQO;)

Essa técnica caracteriza-se pela reacdo quimi¢aia metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo de proteinas ngi®d®eOrganizadoras de Nucléolo. O
procedimento utilizado seguiu a técnica descritgirmlmente por Howell e Black (1980),
sendo utilizadas duas solugdes:

. Solucéo A (solucéo coloidal reveladora): 1g de tgedamuito bem dissolvida
em 50 ml de agua destilada. Acrescenta-se 0,5 dtide férmico.

. Solucéo B (solucao de nitrato de Prata): 1g de Agdi€solvida em 2 ml de
agua destilada. Depois de preparadas, essas soldedem ser mantidas em frascos escuros
a4°C.

O procedimento para a coloracdo das RONs € o geguin

1) hidrolisar o material por 3 minutos em HCI| 480°C,;

2) secar as laminas. Pingar uma gota da solugédueas gotas da solucdo B sobre o
material na lamina e cobrir com laminula;

3) deixar as laminas sobre um suporte, no inteloum banho-maria a 60°C. Em
alguns minutos, a mistura das solu¢des se torneomatourada. Lavar a lamina em agua
destilada e deixar secar;

4) corar com Giemsa na propor¢cao de 1:30 em tanfpsfato (pH = 6,7) por
aproximadamente 10 segundos;

5) deixar secar ao ar.

3.2.4 ldentificacdo da Heterocromatina Constitutia
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Essa técnica caracteriza-se pela acdo sequencilidte base e solucéo salina para
eliminar seletivamente o DNA cromoss6mico, permando intactas somente regides de
heterocromatina, mais compactadas. O procedimanteeguido conforme descrito por
Sumner (1972), com adaptacoes, e consiste em:

1) deixar a lamina submersa em HCI 0,2 N por 25utos) a temperatura ambiente;

2) lavar com agua destilada, a temperatura ambiente

3) incubar a lamina em solucédo de hidréxido ded3s#b, a 60C, por 5 a 15 segundos;

4) lavar rapidamente em HCI 1 N, & €5 por alguns segundos;

5) incubar a lamina em 2XSSC, & €X) por 25 minutos;

6) lavar com agua destilada a temperatura ambiente;

7) corar com Giemsa 5% por 10 minutos.

3.2.5 Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbmico foi obtido a partir de amostras idgdo ou musculo preservadas
em etanol, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNArication (PROMEGA) conforme
instrugGes do fabricante.

3.2.6 Preparacéao das sondas de DNA para FISH
3.2.6.1 Preparacgéo das sondas de DNAr 18S e 5S

A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymer@dain Reaction) a partir do
DNA total deSynbranchus marmoratussando os primers 18S F (5’CCG CTT TGG TGA
CTC TTG AT 3’) e 18S R (5'CCG AGG ACC TCA CTA AACAC3’) (White et al, 1990).
Esta sonda foi marcada com Digoxigenina-11-dUTRcKRApplied Science) por PCR e a
deteccdo do sinal de hibridacdo foi realizada usaatti-digoxigenina-rodamina (Roche
Applied Science). Os parametros para marcacao f@apd de dgua Mili-Q, 5ul de tampéao
da enzima Taq polimerase (10X)pbde MgChL (25mM), 1ul de dATP, dCTP e dGTP e 0,7
pl de dTTP (2mM cada), 0 de Digoxigenina-11-dUTP,l de cada primer (10mM), 0,5
pl de Taq polimerase (5UL) e 2pul de DNA molde. Total da reacao: 50

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateicoes:
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94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seqg
34 ciclos < 52 1°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min

12C ---- manutencgao

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerasaif Reaction) a partir do

DNA total deSynbranchus marmoratussando os primers 5S F (5 TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3) e 5S R (5’'CAG GCT GGT ATG GCC GTACS 3) (Penda=t al,
1994b) . Esta sonda foi marcada com Biotina-16-d((Réthe Applied Science) por PCR, a
deteccdo do sinal de hibridag&o foi realizada usa@widina-fluoresceina conjugada (FITC)
e 0s parametros para marcacao foramul3Be agua Mili-Q, 2ul de tampéo da enzima Taq
polimerase (10X), ful de MgCh (25mM), 1ul de dATP, dCTP e dGTP e O de dTTP
(2mM cada), 2ul de Biotina-16-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), Qb de Taq
polimerase (5UiL) e 2pl de DNA molde. Total da reacdo: R0

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateicoes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
34ciclos < 55°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12C ---- manutencéo
Os produtos gerados foram checados em gel de agkyas
3.2.6.2 Preparagéo das sondas de DNAhis H3
A sonda de DNAhis H3 foi obtida por PCR (Polymer@bain Reaction) a partir do
DNA total deSynbranchus marmoratuasando os primers H3 F (5-ATG GCT CGT ACC

AAG CAG ACV GC-3) e H3 R (5-ATA TCC TTR GGC ATR AR GTG AC-3’) (Colgan

et al, 1998). As sondas foram marcadas com Biotinat16Rl(Roche Applied Science) por
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PCR, a detecc¢édo do sinal de hibridacao foi readizemhndo Avidina-fluoresceina conjugada
(FITC) e os parametros para marcagdo forampul38e agua Mili-Q, 2ul de tampéo da
enzima Tag polimerase (10X)bde MgCh (25mM), 1ul de dATP, dCTP e dGTP e Qb

de dTTP (2mM cada), @l de Biotina-16-dUTP, Jul de cada primer (10mM), Q)bde Taq
polimerase (5UiL) e 2l de DNA molde. Total da reacdo: R0

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateBcoes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 20 seg
31 ciclos < 58 oC ---- 20 seg
72°C ---- 30 seg
72°C ---- 5 min

12C ---- manutencgao

3.2.6.3 Preparacao da sonda para elemento transpoel Rex3

A sonda para elemento transponifREx3foi obtida por PCR (Polymerase Chain
Reaction) a partir do DNA total d&ynbranchus marmoratugsando os primers Rex3 F (5'-
CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3) e Rex3 R (5-TGGAG CAN GGG GTG
GTG GT-3') (Volff et al, 1999). A sonda foi marcada com Digoxigenina-UII-B (Roche
Applied Science) por PCR e a deteccdo do sinalilbiedhcao foi realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) gp@asimetros para marcacado foram: 33
pl de agua Mili-Q, ul de tampéo da enzima Taq polimerase (10X), & MgChk (25mM),

1 yl de dATP, dCTP e dGTP e Oyt de dTTP (2mM cada), 0,8 de Digoxigenina-11-
dUTP, 1pl de cada primer (10mM), Qibde Taq polimerase (5UL) e 2l de DNA molde.
Total da reacao: 50l.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateicoes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 40 seg
31 ciclos < 55 °C ---- 40 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min
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12C ---- manutencao

3.2.6.4 Preparacao da sonda telomérica

A sonda utilizada para detecgdo de sequéncias éeilas foi amplificada e marcada
por PCR, usando digoxigenina 11-dUTP (Roche App#etnce). Na auséncia de DNA
molde, foram usadoprimers (TTAGGG) e (CCCTAA) e os parametros para marcacao
foram: 33,9ul de agua Mili-Q, 5ul de tampéo da enzima Taq polimerase (10X &e
MgCl, (25mM), 1yl de dATP, dCTP e dGTP e Oy de dTTP (2mM cada), 0,8l
Digoxigenina-11-dUTP, 1,fl de cada primer (10mM), 0 de Taq polimerase (5UL) e
1 pl de DNA molde. Total da reacao: 50

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateicoes:

95°C ---- 10 min
94°C ---- 45 seg
34ciclos < 50°C ---- 1 min
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12C ---- manutencéao

Os produtos gerados pelas reacdes de PCR foraraddseem gel de agarose 1%.
3.2.7 Hibridagéoin situ Fluorescente

O mapeamento das sondas compostas por DNA repetdm Ccromossomos
metafasicos foi realizado por FISt¢ acordo com o procedimento estabelecido por Patke
al. (1986), com modificagdes conforme descrito ahaixo
Etapa 1: Preparacéo das laminas

As laminas foram lavadas em PBS 1x por 5 minutdgnaperatura ambiente e

desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 10@%G por 5 minutos em cada banho.

Posteriormente, as laminas foram tratadas com &olde RNAse (10Qig/ml) por 1 hora em
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camara Umida a 3¢, lavadas 2 vezes em 2xSSC por 10 minutos e umanePBS 1x por

5 minutos. Em seguida, as laminas foram tratadas mepsina 0,005%/HCI 10mM por 10
minutos a 37C, lavadas em PBS 1x a temperatura ambiente panstes e fixadas com
formaldeido 1%/PBS 1x/Mgelb0mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Degeis
fixadas, as laminas foram lavadas em PBS 1x porirtutos e desidratadas em série de
etanol a 70%, 85% e 100% a °20por 5 minutos em cada banho. Apds a secagem, as
laminas foram desnaturadas em formamida 70%°& por 5 minutos e desidratadas em
série de etanol a 70%, 85% e 100% &£C2Por 5 minutos em cada banho. Simultaneamente
a desnaturagcdo das laminas, desnaturou-se a salechibridacdo (10% sulfato dextrato,
50% formamida, 2xSSC e Agua) contendo 8t6de sonda marcada por 10 minutos a
100°C. Posteriormente, & de solugcao de hibridacao foram colocados soléenaa, que

foi coberta com laminula e mantida em camara umi@& Covernight

Etapa 2: Deteccéo dos sinais correspondentes

Apoés a hibridacdo as laminas foram lavadas 2 vemessolucdo de formamida
15%/0,2xSSC a 42 por 10 minutos cada. Em seguida, foram lavadesz8s em solugdo
de 0,1xSSC a 6C por 5 minutos cada e uma vez em solucdo Tweeh/BEBSC a
temperatura ambiente por 5 minutos. Apos as lawgenlaminas foram cobertas com 50
uL de solucéo de bloqueio (leite em pd, 4xSSC e)jgoial5 minutos e lavadas 2 vezes em
Tween 0,5%/4xSSC a temperatura ambiente. Em segasdaminas foram incubadas com
30 uL de solugéo de bloqueio com anticorpo (24 de solucdo de bloqueio, 8L de
antidigoxi- rodamina e 8L de avidina-FITC) por 1 hora em camara Umida ersa 37°C.
Posteriormente, foram lavadas 3 vezes em Tween/@¢&BC por 5 minutos, desidratadas
em série de etanol 70%, 85% e 100% &G2for 5 minutos em cada banho, secas e cobertas
com 22uL de Vectashield® Mounting Medium com DAPI (VectoAs laminas foram
analisadas em um fotomicroscépio Optico de flud@mesia (Olympus BX61) e as imagens
metafasicas foram capturadas usando o programaelnfag Plus, 6.0 software

(MediaCybernetics).

3.3 Estudos Cariotipicos

As preparacdes cromossOmicas convencionais e domaddgaoin situ fluorescente

foram analisadas em fotomicroscopio optico (OlympBX$61), estabelecendo-se o namero
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diploide modal (contagem minima de 30 metafasesi@ssdmicas por espécime) presente
em cada espécie/populacdo amostrada no presebéghtraAs melhores metafases foram
capturadas com software Image Pro Plus, 6.0 (Megthe®etics). Os fluorocromos foram
capturados separadamente (utilizando filtros UVeeHigos), coloridos e sobrepostos no
mesmo software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybesjetic

Os cromossomos foram recortados usando o softwdwmbeAPhotoshop versao 11.0 -
Adobe System e organizados em pares de homodlogodamses e ordem decrescente de
tamanho para a montagem dos caridtipos, sendoifidades em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) ecéatacos (a), com base no trabalho de
Levanet al (1964).

3.4 Andalises moleculares

3.4.1 Amplificacdo de genes mitocondriais e nucless

Considerando que estudos que envolvam o mapeani@ito de sequéncias
histdnicas e de elementos transponiveis sdo escasspeixes, sequéncias foram geradas a
partir dos produtos das reacbes de PCR que udifizars primers de DNAhis H3 e H4 e
elemento transponivétex3 com o objetivo de confirmar o conteddo genétias dondas
utilizadas.

Andlises filogenéticas e populacionais compreemder@elo menos, 3 individuos
com cariomorfos previamente caracterizados de addidade e foram realizadas a partir
de sequéncias parciais dos genes mitocondriais I83l,e Citocromo B, amplificadas por
PCR utilizando, respectivamente, os primers FisttFkTCA ACC AAC CAC AAA GAC
ATT GGC AC-3’) e FishR1 (5'-TAG ACT TCT GGG TGG CCAAG AAT CA-3’) (Ward
et al 2005), Cyt b L14841=5' CCA TCC AAC ATC TCA GCA KGTGA AA 3'e Cytb H
15915=5" AAC CTC CGA TCT TCG GAT TAC AAG AC 3’ (Kdwr et al, 1989),
16Sar=5" ACG CCT GTT TAT CAA AAA CAT 3’ e 16Shr=82CG GTC TGA ACT CAG
ATC ACG T 3’ (Kocheret al, 1989).. Os parametros para a amplificacéo fo@m&pul de
agua Mili-Q, 5ul de tampé&o da enzima Taq polimerase (104)| @ MgCb (25mM), 1l
de dATP, dCTP, dGTP e dTTP (2mM cadg)] dle cada primer (10mM), O,Al de Taq
polimerase (5UiL) e 2l de DNA molde. Total da reacdo: R0

O programa de PCR utilizado apresentou as seguateicoes:
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94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
34 ciclos < 54°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min
72°C ---- 5 min

12C ---- manutencgao

3.4.2 Obtencéo das sequéncias a partir dos produtdas reacdes de PCR

Apos a amplificacdo o produto de PCR foi purificatkando ExoSap-IT® (USB
Corporation) seguindo as instrucdes do fabricabt@roduto da PCR purificado foi usado
para montar uma reacao de sequenciamento comBagkitye TM Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction (Life Technologies) stidmao programa presente no manual
do kit. O produto desta reacéo foi purificado coadggéo, por reacao, de 0,7ul de acetato de
sodio (3M), 0,7ul de EDTA (125mM) e 17,5ul de etab@0%. Essa mistura foi encubada
por 15 minutos e, em seguida, levada para umaifteyscdo de 15 minutos a 13000rpm.
Logo apds, o sobrenadante foi retirado e adicigeB4ul de etanol 70%. Essa nova mistura
foi submetida a uma centrifugacéo de 10 minuto8@Qarpm e apds esta centrifugacdo o
sobrenadante foi novamente descartado. O restard&adol presente no tubo foi evaporado
sob temperatura de 9D por 8 minutos. Apds essas etapas, as sequéncims bbtidas em
um sequenciador automatico por capilaridade ABI3T3fim o término do sequenciamento,
as sequéncias foram analisadas no programa ATGG@e(&elnc.) para a obtencdo da
sequéncia consenso dos genes em questdo. Todosnsensos das amostras foram
colocados em um mesmo arquivo de texto que posteFitie passou por um processo de
alinhamento pelo algoritmo MUSCLE disponivel online no link

http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html

3.4.3 Andlises filogenéticas

Para as andlises filogenéticas um teste de satufa¢drealizado no programa
DAMBE versao 5.1.1, a partir da relacéo entre igd@iwse transversao. A analise de distancia
por Neighbor Joining (NJ) foi realizada no prograwBGA 4.0 (Tamureet al, 2007), com
o modelo de distancia de Kimura 2 Parametros. Casie estatistico para essa analise foi

adotado o método de Bootstrap (Felsenstein, 1986) 1000 pseudoréplicas. A andlise
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filogenética pelo método da Maxima Verossimilha(ida) foi realizada com a ferramenta
RAXML-HPC2 em XSEDE (Stamatakiset al, 2008). O teste dbootstrap (Felsenstein,
1985) com 1000 pseudoréplicas foi utilizado comsteteestatistico da filogenia. Nestas
andlises os gaps foram tratados como dados perdidss mutagfes (tanto em relacdo a
posi¢cdo no codon quanto as transicdes e transgith@Eram a mesma pesagem.

3.4.4 Andlises de divergéncia genética

Para as andlises de divergéncia genética foramuladks as composicdes
nucleotidicas, diversidade das sequéncias, numerositgs polimoérficos, namero de
frequéncia e diversidade de hapldtipos usando gramma ARLEQUINversao 3.01 de
Excoffier & Schneider (2005). A Andlise de Varidadolecular (AMOVA) (Excoffieret
al., 1992) foi realizada para testar a heterogeneidadética espacial entre os haplétipos do
mtDNA utilizando o programa ARLEQUIN 3.01 que wdi a estatistick de Wrigth's
(1951, 1965). A significancia dist - estatistica € determinada pelas permutacdes néo-
paramétricas (Excoffieet al, 1992), com 1000 permutacfes. As regides geagsafinais
proximas foram agrupadas para avaliar a heterog@eteigenética dentro e entre as regides e
em pares de regides. A rede de haplétipos foi adinutilizando o programa TCS 1.21
(Clementet al., 2000), que utiliza os métodos de parcimdnia esizdi de Templetoet al.
(1992).
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4 Resultados e Discussao

As informacdes obtidas dos estudos citogenéticamoéeculares efetuados em
amostras deS. marmoratusforam organizadas na forma de artigos cientifiopsge séo
apresentados a seguir.

Capitulo 1
Complexo de espécies emSynbranchus marmoratusevidenciado por técnicas

citogenéticas e moleculares.

Capitulo 2
Mapeamento citogenético comparativo de sequénciagpetitivas em cariomorfos de
Synbranchus marmoratusDistintos modos de distribuigéo e organizagdo nagnomas.
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Capitulo 1

Complexo de espécies emSynbranchus marmoratusevidenciado por técnicas
citogenéticas e moleculares

Resumo

Complexos de espécies cripticas sdo grupos deiesm@streitamente relacionadas que séo
dificeis ou impossiveis de se distinguir por cadsticas morfoldégicas. Em peixes,
complexos de espécies ja foram identificados enresgpmtantes de diversos grupos.
Inseridos na ordem dos Synbranchiformes, a esfétieranchus marmoratyg foi relatada
como um complexo de espécies devido a existénciante alta variabilidade cariotipica
intraespecifica. No presente estudo, nds analisantogeneticamente 75 amostras de
marmoratus coletadas em oito localidades brasileiras digint@s resultados obtidos
evidenciaram variagbes relacionadas a numeros idgsloe formulas cariotipicas, com
cariétipos apresentando 2n=42 (Cariomorfos A e B)44 (Cariomorfo C) e 2n=46
cromossomos (Cariomorfos D e E). Adicionalmenteapeada uma das amostras com
cariétipo conhecido, analises moleculares foranlizeas por meio do sequenciamento
parcial dos genes mitocondriais Citocromo oxidasebunidade | (COI), 16S e Citocrorno
(CytB), revelando entre os cariomorfos, indicesdiergéncias nucleotidicas compativeis
com espécies distintas. Desta forf@anarmoratus de fato, ndo constitui uma Unica espécie
nominal, apontando para a necessidade de amplsdoet@xonémica neste grupo. Além
disso, foram levantadas evidéncias de que os rgasraromossOmicos podem, em alguns
cariomorfos, atuar como principal mecanismo derelifeiacdo bioldgica, enquanto em
outros casos, eventos nao relacionados a variagdesssoémicas ou imperceptiveis pela
citogenética classica, podem promover a diversidbgis analises indicam que 0s rearranjos
cromossOmicos responsaveis pela evolugéo cariatgitSynbranchuscorreram de forma
independente nas distintas linhagens deste complegoltando em eventos possivelmente
bidirecionais em relacdo ao aumento/reducado doserasrdiploides. A integralizacdo de
diferentes abordagens permitiram uma interpretatdie adequada dos processos evolutivos
envolvidos na diferenciacdo do gén&ymbranchu® contribuiram, ainda, para a ampliacao

do conhecimento da diversidade dos peixes Neo#ispic

Introducéo
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Complexos de espécies cripticas podem ser defimioio® grupos de duas ou mais
espécies classificadas como uma Unica (Bickietrdal, 2007). Uma premissa para sua
origem seria o surgimento de isolamento reprodutit@especifico, que poderia ocorrer de
forma pré-zigética, como incompatibilidade gamétfau isolamento ecoldgico (Miyatake e
Shimizu, 1999, Landregt al, 2003) ou pos-zig6tica, como inviabilidade gergétio hibrido
elou selecdo sexual contra hibridos (Orr, 1995;rNb@l, 2001; Presgravest al, 2003).

De forma geral, tais eventos tendem a ocorrer egani8mos com pouca ou nenhuma
mobilidade, o que faz das plantas (Steven e Sulmgang 2009), insetos (Campbetlal.,
1994), fungos (Theodoret al, 2008), pequenos mamiferos (Grestral, 1980), anfibios
(Kozaket al, 2006) e alguns peixes (Moreira-Filho e Bertolle91; Bertolloet al, 2000)
organismos modelos para estudos desta naturezaor&nds diferencas morfoldgicas
aparentes sejam reduzidas em muitos casos, c#@stctey observadas nos padrbes de
comportamento (Crossley, 1986; Gilbert e Walsh,52080a estrutura cariotipica (Haga e
Noda, 1976; Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Rui¥Masserman, 1993; Dobigmy al, 2002;
Amaroet al, 2012), nas variacbes de proteinas (Nakarebtd, 1986; Fong e Garthwaite,
1994) e/ou sequéncias de DNA (Kazdral, 1993; Heberét al, 2004) podem ser utilizadas
e permitem uma primeira abordagem para a idengdic@estes complexos.

Os peixes Neotropicais constituem um excelente fngara o estudo de espécies
cripticas, pois a distribuicdo e irradiacdo destegmnismos em proporcdes continentais,
contrastada com a capacidade de formar populagbkeslas e endémicas podem culminar
em diferenciacdo alopatrica (Lundbetgal, 1998; Ribeiro, 2006). Adicionalmente, eventos
aleatérios, naturais ou ndo, que possam contiiiaua a mistura de faunas, como capturas de
cabeceira e/ou desvios de cursos d’agua, podemdeveontato secundario destas amostras
(Blanco et al, 2009; Perest al, 2009) e compor um cenario ideal para o estudo de
complexos de espécies. Em representantes de di#sreordens de peixes, como
Characiformes, Synbranchiformes e Gymnotiformegsesomplexos ja foram identificados
(Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Torrext al, 2005; Milhomenet al, 2008).

Os peixes pertencentes ao géngymbranchugSynbranchiformes, Synbranchidae)
estdo atualmente divididos em trés espécies valBlasnadeiragrestrito a bacia do rio
Madeira (Rosen e Rumney, 197%),lampreia restrito a ilha de Maraj6é (Favoritt al,
2005) eS marmoratus amplamente distribuido pela América do Sul e aérfRosen e
Rumney, 1972). Nesta ultima espéck, marmoratus apesar de seus representantes
caracterizarem uma Unica entidade taxondmica vya&iaencontradas populacdes com uma

extensa diversidade cariotipica, com numeros dipkivariando desde 42 até 46
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cromossomos, bem como variagbes na morfologia @sdmiica, na distribuicdo da
heterocromatina constitutiva e na localizacdo dtisssde DNAr (Forestiet al, 1992;
Melillo et al, 1996; Sanchez e Fenocchio, 1996; Toetesl, 2005). Embora a distin¢do de
grupos emS marmoratus (cariomorfos) a partir de ferramentas citogenéticas seja
relativamente simples (Foresti al, 1992; Melilloet al, 1996; Sanchez e Fenocchio, 1996;
Torreset al, 2005), a caracterizacdo destes grupos do pamteista morfolégico nem
sempre € possivel (Rosen e Rumney, 1972), o queulthf a caracterizacdo de novas
espécies. Por outro lado, a analise da estrutuiatipéca pode ser limitante, pois apesar de
fornecer evidéncias sobre o processo de diverg#cacromossémica e dos possiveis
rearranjos que acompanharam esta diferenciacameanacronolégica em que tais eventos
ocorreram e as relacdes de proximidade entre ammanfos ndo pode ser determinada.
Considerando a ampla distribuicAo d& marmoratus pelos componentes
hidrograficos das Américas do Sul e Central, o euries estudo propOs-se a caracterizar
citogeneticamente distintas amostras desta espgcidentificd-las do ponto de vista
molecular utilizando as sequéncias do DNA mitocahdCOIl, CytB e 16S, buscando
avaliar a existéncia de espécies distintas sob esmo nome, posicionar filogeneticamente
estas amostras e investigar o historico dos rgagarromossdmicos que ocorreram em

representantes & marmoratus

Materiais e métodos

Amostras analisadas
No presente trabalho foram analisadas um totalsdanfostras d& marmoratus

coletadas em ambiente natural e provenientes de lseslidades brasileiras (Figura 1,
Tabela 1). Os exemplares foram identificados seguRdsen e Greenwood (1976). Dois
individuos da espéciéphisternon aenigmaticunprovenientes de Isla Margarita —
Venezuela,foram incluidos nas analises moleculares para aciizacdo de um grupo
externo. Os exemplares analisados foram fixadofoemalina 10%, conservados em alcool
70% e depositados na colecdo de peixes do Labioral®Biologia e Genética de Peixes da
UNESP de Botucatu, S&o Paulo, Brasil. Os detalbbsesos numeros de cada lote estdo

representados na Tabela 1.

Analises citogenéticas
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Preparagdes e bandamentos cromossdmicos

Os peixes foram anestesiados com solucdo de bénacesacrificados para analise
citogenética. As preparacdes de cromossomos nagofaram obtidas de tecido renal com
base no protocolo da técnica referida em Forestial (1993). Para localizacdo da
heterocromatina constitutiva, a técnica de band&r@rfoi utilizada seguindo o protocolo
estabelecido por Sumner (1972).

A morfologia cromossémica foi determinada de acocdm a relacdo de bracgos
estabelecida por Levaret al (1964), sendo os cromossomos classificados como
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtetocés (st) e acrocéntricos (a) e

arranjados no cariétipo em ordem decrescentencianiao.

Hibridacao in situ fluorescente e preparacéo de sonda telomérica

Experimentos de hibridacéo situ fluorescente (FISH) (Pinkedt al, 1986) foram
realizados para mapear sequéncias teloméricasaRabtencdo desta sonda, uma reacdo de
PCR (Polymerase Chain Reaction) usandopdmers (TTAGGG) e (CCCTAA) foi
realizada (ljdoet al, 1991). Para a marcacdo da sonda, uma nova réaic@ealizada
adicionando o fluorocromo digoxigenina 11-dUTP (Reépplied Science), sendo os sinais
de hibridacéo detectados com o uso de anti-digoiigaodamina conjugada.

Os cromossomos metafasicos foram contracorados RARI e analisados em
fotomicroscopio de epifluorescéncia (Olympus BX6As imagens metafasicas foram

capturadas usando o programa Image Pro Plus @viesef(MediaCybernetics).

Anadlises moleculares

Para extracdo do DNA o Kit Wizard Genomic DNA Pgdfion (Promega) foi
utilizado conforme instrugbes do fabricante. Parandlise molecular foram utilizados
sequéncias parciais do gene mitocondrial COIl atido os primers descritos por Watdal
(2005) e sequéncias dos genes CytB e 16S utilizaagwimers descritos por Kochetral
(1989). Os produtos de PCR foram purificados usdadoSap-IT® (USB Corporation),
seguindo as instrucdes do fabricante e usadoswpantar reacdes de sequenciamento com o
kit Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Bgdreaction (Applied Biosystems),
submetido ao programa presente no manual do kitpi@dutos destas reacdes foram
purificados e as sequéncias foram obtidas em umesegqdor automatico por capilaridade
Applied Biosystems 3130. As sequéncias foram addis no programa ATGC (Genetix
Inc.) para a obtencdo da sequéncia consenso.
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As sequéncias consenso foram alinhadas pelo algoiMlUSCLE (Edgar, 2004)
gerando uma matriz para cada segmento génico gsterjppmente foram concatenadas
formando uma sé matriz. Essa matriz foi dividida sste particbes e o modelo de particao
adotado foi o modelo de gene e posi¢ao, no qualpariegdo corresponde ao 16S e as outras
seis particdes correspondem as trés posicoes doasdos genes COIl e CytB.

O teste de saturacdo da matriz foi realizado panarograma DAMBE versao 5.1.1
pelo teste de Xiat al (2003). A busca do melhor modelo de evolucdoeuiidica para
cada particéo foi realizado no modeltest 3.6 (Poga@randall, 1998). A andlise filogenética
pelo método da Maxima Verossimilhanca (ML) foi izafla com a ferramenta RAXML-
HPC2 em XSEDE (Stamatakiset al, 2008). O teste deootstrap(Felsenstein, 1985) com
1000 pseudoréplicas foi utilizado como teste edtedi da filogenia.

Para as andlises de divergéncia genética foramuladks as composicdes
nucleotidicas, diversidade das sequéncias, numercsitios polimérficos, numero de
frequéncia e diversidade de haplétipos usando gramea ARLEQUINversao 3.01 de
Excoffier e Schneider (2005). A Analise de Varian®dolecular (AMOVA) (Excoffieret
al., 1992) foi realizada para testar a heterogeneigadética espacial entre os haplétipos do
DNA mitocondrial (DNAmt) utilizando o programa ARKEJIN 3.01 que baseia-se na
estatisticaF de Wrigth’s (1951, 1965). A significancia digr - estatistica € determinada
pelas permutacfes nao-parameétricas (Excofiteal, 1992), com 1000 permutacdes. As
regides geograficas mais proximas foram agrupades gvaliar a heterogeneidade genética
dentro e entre as regides e em pares de regidesieAde haplétipos foi estimada utilizando
o programa TCS 1.21 (Clemegttal, 2000), que utiliza os métodos de parcimonidissitza
de Templetoret al. (1992).

Além disso, uma analise de distancia genética fmaraentre os diferentes
cariomorfos de distintas localidades foi efetuadpastir das sequéncias do gene COlI,
utilizando o método de Kimura 2-parametros (Kimi280). Esta andlise foi realizada para

uma comparacao com o sisteBercode of Life

Resultados

Analises citogenéticas

Nas analises citogenéticas o procedimento de g@loraonvencional por Giemsa
revelou a existéncia de individuos com 2n=42 (4i2st + 26a), nomeado cariomorfo A
(Figura 2a); 2n=42 (6m + 10st + 26a), nomeado navito B (Figura 2b); 2n=44 (4m + 12st
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+ 28a), nomeado cariomorfo C (Figura 3a, 3b); 2n€f@6 + 8st + 32a), nomeado

cariomorfo D (Figura 4a) e 2n=46 (6m + 8st + 32@neado cariomorfo E (Figura 4b). Os
locais onde os cariomorfos foram coletados estAmsemados na Tabela 1. O bandamento-C
revelou marcagdes centroméricas nos cromossomdsdds os cariomorfos analisados,
além de marcacdes intersticiais em alguns paremozsdmicos de alguns cariomorfos
(Figuras 2c, 2d, 3c, 3d, 4c, 4d). As férmulas d¢gicas e os padrbes de bandamento
encontrados estdo representados no ideograma dFigur A FISH utilizando sondas

teloméricas ndo revelaram qualquer sinal inteedticios cromossomos de todos os

exemplares analisados (Dados ndo mostrados).

Andlises moleculares

Na caracterizacao nucleotidica dos genes mitocaisdtbS, CytB e COI, entre as 46
amostras sequenciadas foram obtidos 2.150 basésases com a identificagdo de 408
sitios polimorficos, originando 25 haplétipos dishis com diversidade nucleotidica0.506
e diversidade haplotipica Hd=0.958. As maiores rdidades genéticas foram observadas
para o gene CytB e as menores diversidades foreawtesazadas para o gene 16S (Tabela
2).

A partir das andlises filogenéticas realizadas, topalogia foi resgatada (Figura 5)
gue, de modo geral, apresenta um elevado supddtisdso para os diferentes nos. As
analises filogenéticas demonstram um complexo merg@ogeografico, com diferentes
cariomorfos convivendo em simpatria € um mesmooo@ifo presente em diferentes
localidades. Além disso, é possivel verificar g@icenorfos com um mesmo ndmero
diploide ndo formam, necessariamente, grupos mletiobs.

Para as analises de Variancia Molecular (AMOVA)aawostras d&. marmoratus
também foram agrupadas de acordo com os 5 cariomerfcontrados. Nas simulacfes de
maior € menor similaridade entre os cariomorfos nosores indices de divergéncia
nucleotidica foram observados nas analises enipogr sendo a maior variacéo (82%) para
0s genes CytB e 16S e a menor variacao (56%) ne §&8. Dentro dos grupos a maior
divergéncia foi observada no gene CytB com 2.13%reenor divergéncia no gene 16S com
apenas 0.72%. Na andlise que utiliza a estatistiake Wrigth’s (1951, 1965) para a
estimativa de estruturacdo entre todos os cari@woaf partir do gene 16S foi observado um
indice de fixacaabs=0.9879. Para o gene COI o indice foi dg=0.9862 e para o gene
CytB o indice de fixacéo foi d@s1=0.9715.
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Nas redes de haplotipos geradas para os trés genestudo sdo observados os
compartilhamentos de haplétipos apenas entre aawanfos A e B obtidos nas regifes de
Bataguassu e Guaira. Os demais cariomorfos apaesdmplétipos exclusivos separados
por diversos passos mutacionais, conforme aprefenta Figura 6.

As distancias genéticas meédias observadas est@seepadas na tabela lll, sendo os
maiores valores observados entre os cariomorfofiEassununga e C — Rio Branco (0,115)

e 0S menores entre os cariomorfos A — BataguaBsd Guaira (Tabela Ill).

Discusséo

As diferencas morfoloégicas entre as espécies wgladas na ordem
Synbranchiformes sdo comumente utilizadas em estgikiematicos e biogeograficos
(Rosen e Rumney, 1972; Rosen e Greenwood, 197@yifaet al, 2005). No entanto, a
sutileza e a ambiguidade de determinados caraatevef®logicos geralmente dificultam o
processo de descricdo e reconhecimento de espBlaste sentido, o uso de ferramentas
adicionais para uma melhor caracterizacdo e delg@it dos representantes deste grupo se
faz necessario (Nakamott al, 1986; Forestet al, 1992; Sanchez e Fenocchio, 1996;
Melillo et al, 1996; Perdicest al, 2005; Torre®t al, 2005; Nirchioet al, 2011; Carvalho
et al, 2012). No presente trabalho, os dados obtidasipeam confirmar que, de fat&
marmoratusconstitui uma espécie criptica, como ja sugermolrreset al. (2005).

O fato de diferentes cariomorfos serem coletados sempatria em distintas
localidades e a ndo constatacdo de individuosdoibnieforca a hipdtese da ocorréncia de
um complexo de espécies. Os testes estatistichzack®s indicam a inexisténcia de fluxo
génico entre as amostras simpatricas encontradagagatu do Tieté, Icém e Pirassununga.
Ainda, a divergéncia haplotipid@phisternoSynbranchusobservada é, em muitos casos,
menor do queésynbranchu§ynbranchugFigura 6). Além disso, levando em consideracao
apenas as sequéncias do gene COI, as distanciéscgerentre cariomorfos é, em média,
bastante superior a 2%, valor heuristico enconteadie diferentes espécies de um mesmo
género por Waret al (2005), com excecdo aos valores observados estcariomorfos A
(Bataguassu) e B (Guaira). Por tais razGes, nodades apontam para a existéncia de
espécies distintas sob uma mesma classificaiomérmoratu¥y e sinalizam para a
necessidade de uma extensa revisao sistematieagtaepb.

Dada esta necessidade, o conhecimento sobre ibuldo geografica de individuos
pertencentes a este grupo € essencial e surge wonmpasse, pois, espécies deste género

sdo amplamente utilizadas comercialmente na forenaschs para pesca esportiva, 0 que
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pode resultar em extensos, multiplos e problematt@sos de introducado artificial. Como

consequéncia da transposicao destes peixes, podgmosar o exemplo dos individuos

pertencentes ao cariomorfo A coletados na baciaridoParaguai (Caceres), que se

posicionam em dois ramos internos distintos, engréndividuos provenientes da bacia do
alto rio Paranéa (Icém e Igaracu) e ao lado dowiddos coletados no rio Parand (Figura 5).
Estes animais estdo separados por centenas dengquidd de distancia e sdo muito

semelhantes do ponto de vista genético. Considergnd a regido de Caceres é muito
apreciada por praticantes de pesca esportiva, astesis podem ter sido levados como
iscas a partir de amostras do rio Tieté, justifitam similaridade genética observada. A
ocorréncia destes eventos de transposicdo de am@staba por comprometer a realizacao
de estudos biogeograficos e histéricos neste grmapp.outro lado, nossos dados apontam
para a importancia da integralizacdo de dadosaritéticos e moleculares para uma melhor
classificagdo deste género, bem como de dados ctanmnmtais e ambientais, conforme

proposto por Schliket al (2010).

As analises moleculares realizadas evidenciaramxistéacia de dois clados
principais emS. marmoratus(l e 1), no qual o primeiro ainda pode ser suldid em
outros quatro subclados (IA, IB, IC, ID). No entantleve-se notar que, considerando tal
classificacdo, ndo é possivel verificar uma estagfio geogréfica légica para esta espécie,
situacdo ja constatada anteriormente em amostrasrdarmoratuprovenientes da Ameérica
Central (Perdicest al, 2005). Tal fato poderia estar relacionado aaéidade cariotipica
existente nesta espécie (Toreg¢sl, 2005).

Embora o carater polimoérfico da estrutura cariotiplas amostras analisadas possa
justificar a incongruéncia entre os dados filogeonét e de distribuicdo geogréfica, as
subdivisfes dos clados principais também nao qoyrelem, em sua totalidade, aos cinco
cariomorfos descritos de forma reciproca. Assimpogsivel verificar que os subclados 1A e
IC sdo compostos por individuos pertencentes a eama cariomorfo (A); o subclado IB é
composto por individuos pertencentes a diferentg®roorfos (A e B); o subclado ID
apresenta individugsertencentes somente ao cariomorfo D; enquantadwdl € composto
por individuos pertencentes aos cariomorfos Cleidti(a 5).

A relacdo entre rearranjos cromossOmicos e esg&ciacum debate extenso e
controverso (Trickett e Butlin, 1994; Noet al, 2001; Rieseberg 2001; Kirkpatrick e
Barton, 2006; Hoffman e Rieseberg, 2008; Faria gaNa, 2010). Embora n&o tenhamos
evidéncias suficientes para afirmar se as altesagiemossOmicas seriam a causa ou

consequéncia da especiagcdo 8ymbranchusé possivel verificar no subclado IB que dois
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cariomorfos distintos (A e B) provenientes de lmzades proximas se sobrepfem na andlise
filogenética e compartiham de um mesmo haplotiBasicamente, o polimorfismo
cariotipico entre ambas as amostras se da pelangesle um pequeno par de cromossomos
metacéntricos no cariomorfo B e ausentes nas sétlda individuos do cariomorfo A, que
teriam surgido, provavelmente, apds a ocorrénciaurde inversdo pericéntrica em um
cromossomo submetacéntrico (Figura 2a e 2b). Ne=msido, hipotetizamos que, em uma
parcela de determinada populacdo nestas proxingdadee rearranjo tenha ocorrido e dado
origem & variante Cariomorfo B. Assim, caso estdifitacdo ndo acarrete em qualquer tipo
de selecao negativa, este rearranjo pode se esgafigfixar na populagéo, resultando no
surgimento de um novo cariomorfo. Embora a busca ipdividuos de localidades
intermediarias entre estes locais de coleta seporiante, nds evidenciamos que um
rearranjo cromossémico recente precederia um mss&®s0 de especiacdo, atuando como
um primeiro estégio de diferenciacdo genética exdreariomorfos A e B.

A ocorréncia de espécies com numeros diploidemttistem Synbranchidae revela
gue rearranjos que alteram os numeros diploides rs@oanismos fundamentais na
diferenciacéo cariotipica neste grupo (Toreésl, 2005; Carvalheet al, 2012). Baseado
nesta hipotese, a condi¢ao cariotipica ancestal rearranjos subsequentes que levaram ao
aparecimento dos mais diversos cariomorfos tamhtevand ser investigados.

Especulagcdes sobre o nimero diploide primitivoSymbranchuga foram levantadas
e, aparentemente, levam a formulacdes opostasllVeti al (1996) consideram que o
namero diploide mais primitivo ei®. marmoratuseria 2n=42 por estar mais difundido nas
diferentes bacias hidrogréficas brasileiras e igsbés céntricas seriam responsaveis pelo
aparecimento de cariomorfos com numeros diploiteegados. Por outro lado, considerando
0S numeros cromossomicos de espécies basais prydrBgnbranchugOphisternone
Mastacembelys Torreset al (2005) sugeriram uma sucessao de eventos invedseando
gue fusdes céntricas seriam 0s principais mecasisi@@volugéo neste grupo.

Embora o conhecimento sobre numeros diploides pagsiar a compreender a
diversificacao e irradiacdo de determinados orgamss € possivel verificar que no género
Synbranchuseste tipo de andlise ainda ndo € resolutiva. Teimatdo se baseia na
observacéo de que, quando plotadas as informagdiesigicas deS. marmoratuga arvore
filogenética, nota-se que a carioevolugcdo nestpogde peixes ndo segue um padrao linear,
conduzida para situacdes de reducdo ou de aumemnairdero diploide. Diante disso, os
dados do presente trabalho permitem a elaboracaam@e proposta alternativa sobre os
padrdes de diferenciacdo cromossdomicesgmbranchus
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Embora a ado¢do de um cariomorfo ancestral ndopsejsivel, o que inviabiliza
sugerir, com seguranca, as sequéncias de rearrargasossOmicos que originaram a
maioria dos cariomorfos observados, nossas anal@sedam que eventos citogenéticos
homoplasticos ocorreram e8 marmoratuse estdo relacionados a origem dos diferentes
cariomorfos que apresentam 2n=44 (Cariomorfo G)=el8 (cariomorfos D e E). Assim, um
evento de fusdo cromossdmica poderia ter dado roriges cariomorfos que apresentam
2n=44 e uma posterior reversao (fissdo cromossdniarda reestabelecido o numero
diploide para 2n=46 (cariomorfo E) ou entédo, assimase pertencentes ao cariomorfo C se
originaram de forma paralela por meio de fusGesprddentes. Apesar desta indefinicdo, é
importante constatar que uma destas homoplasiareacdNesse sentido, nos hipotetizamos
gue rearranjos independentes e possivelmente timhia@s (fusbes e ou fissbes) foram
responsaveis pelo surgimento de distintos numeipkides e formulas cariotipicas
observados neste complexo de espécies. Alem deasbgem é possivel verificar conjuntos
de individuos que apresentam uma profunda diverg@&emética entre si, porém, aparentam
representar um unico cariomorfo, caso do cariomdfopresente simultaneamente nos
subclados 1A, IB e IC (Figura 5), com destaque iadsviduos do subclado IC, distantes
acima de 2% dos outros clados. Por tais razbetaadese que a utilizagdo indiscriminada
das informacdes cariotipicas (e.g. numeros dip®)id®mmo ferramenta para entender a
carioevolucao deste grupo tende a ser arriscada.

A constatacdo de cromossomos marcadores especificesentes em alguns
cariomorfos, identificados pela sua morfologia atacteristicas de bandamento, poderia dar
indicacOes sobre os elementos gendmicos envolndssrearranjos ocorridos durante a
historia evolutiva de&Synbranchuse, desta forma, colaborar no entendimento dagdeta
filogenéticas deste grupo. Nesse sentido, podemestacadas as caracteristicas do segundo
par metacéntrico que possui um bloco heterocrométic braco longo, presente nos
cariomorfos A e B e o0 primeiro par submetacéntrigope possui dois blocos de
heterocromatina no braco longo, presente nos carfos1 A, B, C e E. No entanto, a
constatacdo da presenca de cromossomos semellmntémhagens distintas, caso do
pequeno par metacéntrico presente nos cariomorfo€,BD e E, cujo surgimento no
cariomorfo B foi demonstrado ser independente ddsos (Presente trabalho), levantam a
guestao de existéncia ou ndo de homologia entes esbmossomos, destacando novamente
o risco do uso avulso destes marcadores como fentash para estudos evolutivos. Nesse

sentido, experimentos envolvendo microdisseccamteirp cromossomica poderdo indicar
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guais cromossomos estiveram envolvidos em detedoseearranjos, tal como avaliar o

nivel de homologia presente entre todos esses ssmmms mencionados.

Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulongaonse relacionadas no final

desta dissertacao.
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Tabela I Relacdo de exemplares 8anarmoratusanalisados. LBP: Colecdo de Peixes do Laborat@iBidlogia e

Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias — URES

Localidade Bacia Rio N  Cariomorfo Mapa Coordenada BP
Pedro Oso6rio ,'\'Aal‘ﬁr?]a Piratini 3 C(3) 1 31°52'31" S —52°48'58" O 11356
Guaira Parana Parana 20 B(20) 2 24°04'13" S - 534812 11364
Bataguassu  Parana Parana 3 A(3) 3 21°38'49” S - 52°17'52" O 11355
garac o Tiets Tiete 15 A(3)EQR) 4 22734437S-4872748°0 4144,
Pirassununga Grande Mogi-Guacu 18 A(1|1£)(/5[))(2)/ 5 AL S AR O 11365
Icém Grande Grande 8 A(6)/ D(2) 6 20°20'13" S °Q(P56" O 11362
Céceres Paraguai Paraguai 5 A(5) 7 16°02'29” S - 57°40'52” O 11357

Rio Branco = Amazonas Acre 3 C(3) 8 57°54'94” S -B8741" O

Tabela 2 Caracterizacdo nucleotidica dos genes mitocasdr&S, COIl e CytB el marmoratus

16S COl CytB Total
Numero nucleotideos 574 642 934 2150
Sitios polimoérficos 48 161 250 437
Numero haplotipos 13 19 21 25
Divers nucleotidica 0.0224 0.0624 0.0687 0.567

Divers haplotipica 0.920 0.943 0.957 0.963
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Il Karyomorph A
@ Karyomorph B
A Karyomorph C
% Karyomorph D
@ Karyomorph E

1 - Pedro Osorio - RS

2 - Guaira - PR

3 - Bataguassu - MS

4 - Igaragu do Tieté - SP
- 5 - Pirassununga - SP

6 - Icém - SP

7 - Caceres - MT

8 - Rio Branco - AC

- %’E— 500 km

| | | | | | |

Figura 1. Mapa indicando locais de coleta das amostraS dearmoratus Os numeros indicam o
ponto de coleta, enquanto os simbolos represensacariomorfos encontrados em cada uma das
localidades.
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a9 41480 S. cf. marmoratus - Icem
73 _|: 41485 5. cf. marmoratus = lcem
94 37686 S. cf. marmoratus - Caceres | | A
36023 S. cf. marmoratus = Igaracu
4100: 36022 S. cf. marmoratus = Igaracu
83 49 38878 5. cf. marmoratus - Bataguacu
86 —: 52515 5. cf. marmoratus - Guaira
L 38879 S. cf. marmoratus = Bataguacu 1B
L 52535 5. cf. marmoratus - Guaira
% 37687 5. cf. marmoratus - Caceres
79 — 46075 S. cf. marmoratus = Pirassununga IC
00— 46085 S. ¢f. marmoratus - Pirassununga
100 38766 5. cf. marmoratus = Plrassununga
37895 S. cf. marmoratus - icem 1D
o 37894 S. cf. marmoratus - Icem
_99|: 41918 S. cf. marmoratus - Igaracu
74 41917 S. cf. marmoratus = Igaracu
38573 S. cf. marmoratus = Pirassununga
= _TUU|: 46080 S. cf. marmoratus = Pirassununga
46060 S. cf. marmoratus - Cerrito II
66 41%': 46059 S. cf. marmoratus - Cerrito
— 167 S. cf. marmoratus - Rio Branco
10— 151 S. ¢f. marmoratus - Rio Branco
 — 19094 Ophisternon sp.
100L—— 19095 Ophisternon sp.
@ Cariomorfo A @ cCariomorfo C
@ cCariomorfo E
Cariomorfo B @ Cariomorfo D

Figura 5. Arvore filogenética construida pelo método de MixiVerossimilhanca utilizando 1000
pseudoreplicas. As cores representam cada um domogfos caracterizados e 0s grupos utilizados
como referencia estao ao lado direito.
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Figura 6. Rede de haplétipos & marmoratuselaborada a partir das sequéncias dos genes 16S CO
e CytB. As divergéncias entre os haplétipos € didipelos passos mutacionais entre cada um deles,
sendo as linhas continuas representantes de apemasmutacdo e as demais pelo numero
intercalando as conexdes.

A - Acre, B - Bataguassu, Ca - Caceres, Ce — ©OeffAedro Osorio), G - Guaira, Ic - Icém, Ig —
lgaragu, P - Pirassununga
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Figura 7. Ideogramas representativos de cada um dos cafimnanalisados. As marcas nos
cromossomos representam blocos heterocromaticadenevados pelo bandamento-C.

Em a,

d, Cariomorfo D e em e, Cariomorfo E.

pem

Cariomorfo A; em b, Cariomorfo B; em ¢, Cariomo@
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Capitulo 2

Mapeamento citogenético comparativo de sequénciagpetitivas em cariomorfos de

Synbranchus marmoratusDistintos modos de distribuicdo e organizacdo n@gnomas.

Resumo

A espécie de peix&ynbranchus marmoratuspresenta ampla distribuicdo geografica, por
toda a regido Neotropical. Embora considerada umi&aulentidade taxonémica, 0s
representantes desta espécie exibem significaffesedciacdo cariotipica, tanto numeérica
guanto estrutural, o que permitiu, at¢é o momentojdentificacdo de cinco grupos
(cariomorfos) dentro desta espécie. No entantopgiadbre a organizacéo e localizacdo de
sequéncias de DNA repetitivo no genoma dos rept@sis destes grupos ainda sao
incipientes. Considerando a abundancia destas rseigaéno genoma dos eucariotos e a sua
importancia para a compreensao dos mecanismosaligcau e diferenciacéo cariotipica, o
presente trabalho foi desenvolvido com o objetieordalizar um mapeamento fisico de
distintas classes de DNA repetitivo no genoma dosoccariomorfos conhecidos pag
marmoratus Os resultados obtidos demonstram que o DNAr 5S as&#ém conservado em
um mesmo par de cromossomos em todos os cariomamsados. Por outro lado, sitios
para o DNAr 18S foram observados em multiplos dimrdes cromossomos em todos 0s
cariomorfos, evidenciando a ocorréncia de extenslimprfismo intrapopulacional. No
entanto, experimentos de impregnacao por nitratBrdéa mostram que as RONs ativas sao
simples e indicam a provavel ocorréncia de inafigagos sitios variantes. Os genes para a
histona H3 foram localizados na forma de pequestastersamplamente espalhados pelo
genoma, sugerindo um padrao de organizacado gen@mdpao desta familia multigénica em
Synbranchusdistinto do observado em outros grupos de peDasnesma forma, o elemento
transponivelRex3também apresentou um modo de distribuicdo dispeosgenoma. No
entanto, um acumulo consideravel destes elemeoitostado na regido do centrébmero de um
unico par cromossoémico do cariomorfo A, indicando estagio diferenciado de estruturacao
gendmica desta amostra. Os dados apresentadosmegele diferentes classes de DNA
repetitivo estdo organizadas de forma diferencramkagenomas d& marmoratus além de
evidenciar que estas sequéncias estdo sob a agAecd@ismos distintos de controle da sua

dispersao pelo genoma neste grupo de organismos.
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Introducao

Os genomas de organismos eucariontes sao caradtesipor apresentar uma grande
guantidade de segmentos de DNA repetitivo. Taisu&sgjas sao conhecidas por
apresentarem uma alta variabilidade em relagcdoaacsmposi¢do nucleotidica, numero de
copias, funcdo e forma de distribuicdo e organzagi genoma (Charleswordt al, 1994;
Wagner et al, 2003). De modo geral, estas sequéncias podemclassificadas em
codificantes, representadas pelas familias multgénribossdémicas e histbnicas, e néao-
codificantes, encontradas como sequéncias repeiddandemou dispersas no genoma
(Sumner, 2003; Nagods al, 2005).

A natureza repetitiva destas sequéncias qualifgta enaterial como ideal para a
construcdo de sondas para uso em FISH, metodajogigermite determinar a localizacao
destas sequéncias em cromossomos metaféasicos. ogstathtivos a organizacdo e
mapeamento fisico deste tipo de sequéncia tém f@omima melhor caracterizacdo da
biodiversidade e da evolucdo da ictiofauna (Mart@07;Vicari et al, 2010). Além disso,
estes dados também possibilitaram um avanco noeconénto sobre a organizacéo,
diversificacdo, evolucdo e os possiveis papéisoguBNAs repetitivos podem desempenhar
no genoma de vertebrados (Haffal, 1993; Martins e Galetti, 1999; Gurstlal, 2003). No
entanto, a grande maioria dos estudos de mapeamaalipados em peixes Neotropicais é
direcionada a localizacdo de sitios ribossdmioceisgds escassas as informacgdes sobre outros
tipos de sequéncias como de genes para historeaglerdentos transponiveis (TEs) (Cietfi
al., 2010;Ferreiraet al, 2011a; Valentet al, 2011; Hashimotet al, 2011, 2012; Lima-
Filho et al,, 2012).

Embora seja nominalmente conhecido como uma uUnnt@aele taxonbmicas.
marmoratus (Synbranchiformes, Synbranchidae) apresenta umardgiilade citogenética
consideravel, com a ocorréncia de distintas vaggaoariotipicas (Foresti al, 1992; Melillo
et al, 1996; Sanchez e Fenocchio, 1996; Toeteal, 2005; Capitulo ), resultando em cinco
cariomorfos bem diferenciados e principais. As$0dps os representantes dos cariomorfos A
e B apresentam 2n=42, sendo que, uma inversaoépEic@a em um Cromossomo
submetacéntrico do cariomorfo A estaria relacionad&igem do cariomorfo B. De forma
oposta, hipéteses sobre os rearranjos cromossomacogodem ser feitas de modo direto para
explicar, com seguranca, a origem dos cariomorf¢@n&44), D e E (2n=46), uma vez que 0s
eventos responsaveis pelo surgimento destes nurmiptogles parecem ter por base eventos

independentes e bidirecionais (Capitulo I). Nessdido, deve-se considerar que 0s nimeros
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diploides e as formulas cariotipicas ndo podenuskzados de forma indiscriminada para o
entendimento das relacdes filogenéticas entreramuarfos deS. marmoratugCapitulo ).

O presente trabalho reporta um estudo comparaévanmbstras pertencentes aos cinco
cariomorfos deS marmoratusexistentes,utilizando marcadores cromossomicos como a
identificacdo das regides organizadoras de nuckélas (Ag-RONS) e localizacdo de sitios
de DNA repetitivo pertencentes a diferentes clad3dr 5S e 18S, DNAhis H3, TRex3,
com o intuito de investigar os padrées de distghoide cada elemento no genoma de
representantes deste grupo e de buscar a dete@midachomologias cromossdémicas entre os
cariomorfos, no sentido de verificar sua utilizagéo determinagao das relacbes evolutivas

entre os cariomorfos.

Material e métodos

Amostras analisadas
No presente trabalho foram analisados um total @@rBostras d&. marmoratus

coletadas em ambiente natural de cinco localiddmtesileiras (Figura 1, Tabela 1). Os
exemplares foram identificados segundo Rosen ennam (1976) e, apOs analise, fixados
em formalina 10%, conservados em alcool 70% e depos na colecdo de peixes do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes da 8IREe Botucatu, Sado Paulo, Brasil, com
0s numeros de tombamento LBP 11355 (Bataguass®),11B856 (Pedro Osorio), LBP 11365
(Pirassununga), LBP 11362 (Icém) e LBP 11364 (Gair

Analises citogenéticas

Preparacdes e Bandamentos cromossémicos

Os peixes foram anestesiados com solugdo de beénacessacrificados para andlise
citogenética. As preparacdes de cromossomos noigdfiram obtidas de tecido renal com
base no protocolo referido em Forestial (1993). Para a deteccdo das RONs ativas foi
utilizado o protocolo estabelecido por Howell edgl§1980).

A morfologia cromossdomica foi determinada de acocdon a relacdo de bragos
estabelecida por Levaat al (1964), sendo os cromossomos classificados comacirticos
(m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (sigrecéntricos (a) e arranjados no cariotipo

em ordem decrescente de tamanho.
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Obtencédo e marcacdo das sondas compostas por DNAvestivo

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit Wizareér@®mic DNA Purification Kit
(Promega) seguindo o protocolo do produto. As serjaé para DNAr 5S e 18S, DNA
DNAhis H3 e para o elemento transponiReix3foram obtidas por PCR (Polymerase Chain
Reaction) a partir do DNA gendmico de representad&S. marmoratus utilizando primers
ja descritos anteriormente (Whieal, 1990; Pendast al, 1994b; Colgamet al, 1998; Volff
et al, 1999). As reacOes foram realizadas para um \eliimal de 25ul, utilizando 200uM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 1,5mM de MgCK de Taq DNA buffer (20mM
Tris-HCL, pH 8,4 e 50mM KCI); 0,5U d€aqpolimerase (Life Technologies); 0,1uM de cada
primer e 50ng de DNA gendmico.

A marcacao das sondas compostas por DNA repefidivealizada através de reacdes
posteriores de PCR incluindo o nucleotideo modificaldigoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science) para marcar o DNAr 18SRex3 e biotina-16-dUTP (Roche Applied
Science) para marcar o DNAr 5S e DNAhis H3.

Hibridacéo in situ Fluorescente

Para os experimentos de FISH os cromossomos foratadés de acordo com
procedimentos descritos por Pinladl al. (1986), utilizando uma estringéncia de 77%. As
sondas marcadas com biotina-16-dUTP (Roche AppBetence) tiveram seus sinais
detectados utilizando avidina-FITC (Roche AppliecieBce) e as sondas marcadas com
digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) timeraeus sinais detectados com anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). @emossomos metafasicos foram
contracorados com DAPI e as imagens foram captsifaalameio de camera digital (Olympus
DP70) acoplada a um fotomicroscopio de epifluonesieé(Olympus BX61). A montagem
dos cariotipos e a padronizacéo de brilho e caetrfasam realizados com uso do programa
Adobe Photoshop CS4.

Analises moleculares

Considerando que estudos que envolvem o mapeafigntode genes histbnicos e de
elementos transponiveis ainda sdo escassos ens paiqeiéncias nucleotidicas foram obtidas
do DNA utilizado com sonda para DNAhis H3 e pamlamento transponiv&ex3 visando
confirmar o conteudo nucleotidico das sondas, bemoctestar a qualidade dos primers

descritos.



43
Resultados e Discusséo — Capitulo 2

Os produtos de PCR foram purificados usando ExdBRp{USB Corporation),
seguindo as instrucbes dos protocolos do produtasalos para montar reagbes de
sequenciamento com o kit Big DyeTM Terminator v @ylcle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems), submetido ao programa preseatmanual do kit. Os produtos destas
reacOes foram purificados e as sequéncias foraiasbeém um sequenciador automético por
capilaridade ABI3130. As sequéncias foram analsatta programa ATGC (Genetix Inc.)
para a obtencdo da sequéncia consenso. As sequé&uigenso foram alinhadas pelo
algoritmo MUSCLE (Edgarr, 2004) disponivel online no link
http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html,  sultit@s ao programa  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&B&_ TYPE=BlastHome) no dia

09/10/2012 para a busca de similaridades de seiqsétisponiveis neste banco de dados.

Resultados

Analises citogenéticas

As analises citogenéticas realizadas revelararisééacia de individuos pertencentes
ao cariomorfo A, formado por individuos com 2n=4@n(+ 12st + 26a); cariomorfo B,
formado por individuos com 2n=42 (6m + 10st + 2@ajjomorfo C, formado por individuos
com 2n=44 (4m + 12st + 28a); cariomorfo D, formado individuos com 2n=46 (6m + 8st +
32a) e cariomorfo E, formado por individuos com=4h (6m + 8st + 32a). A distribuicédo e
localizacéo de cada cariomorfo estdo sumarizadasinala 1.

A impregnacéao por nitrato de Prata revelou mameag@in posi¢cao terminal do braco
curto nos cromossomos do par 7 no cariomorfo Auf@df), no braco curto do par 15 do
cariomorfo B (Figura 2g), no braco longo do parel®m um dos homologos do par 9 do
cariomorfo C (Figura 2h), no braco longo do par 2ne um dos homélogos do par 1 do
cariomorfo D (Figura 2i) e no brago curto do pao3cariomorfo E (Figura 2j).

As hibridagfes utilizando as sondas de DNAr 5Slaeas marcagfes em um Unico
par de cromossomos acrocéntricos que aparentaosstante entre todos os cariomorfos
analisados, sendo que as variacbfes de posicao texdam parecem ocorrer devido a
organizagcdo na montagem dos cariotipos. A FISH sonda de DNAr 18S revelou padrbes
distintos entre os cariomorfos analisados. Para aafiomorfo, duas marcagdes foram
constantes em todos os individuos analisados, sem@ariomorfo A — par 7, Cariomorfo B —
par 15, Cariomorfo C — par 15, Cariomorfo D — p& Qariomorfo E — par 3 (Figuras 2a, b, c,

d e e). No entanto, uma extensa variagdo de lacdliz destes sitios entre individuos
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pertencentes ao mesmo cariomorfo foi evidenciaali@cterizando a ocorréncia de variagcao
intrapopulacional (Destaque nas Figuras 2a, kg)c e

Os sitios de DNAhis H3 foram detectados na formaehuenoslustersdispersos em
todos os cromossomos dos individuos analisadoscighdilmente, alguns cromossomos
apresentaram regifes com um pequeno acumulo destaéncias, notadamente préximas as
regides teloméricas de cromossomos acrocéntricmpréls 3a, b, ¢, d e e). De forma
semelhante, os element®ex3também se apresentam na formactiesters dispersos no
genoma. No entanto, nos individuos pertencentesadomorfo A, um acumulo acentuado
destes elementos foi observado nos cromossomosard@, (fato restrito a estas amostras
(Figuras 4a, b, c,d e e).

Anadlises moleculares

As sequéncias nucleotidicas obtidas de DNAhis BE&B (bp) e TERex3 (420 bp)
foram similares as sequéncias de outros organismaantrados no banco de dados NCBI. O
elemento transponivBlex3de S. marmoratusapresentou 70% de similaridade corRex3de
Xiphophorus maculatusAs sequéncias do gene para histona H3 mostraram grande
similaridade entre diferentes espécies, sendo #e®@rau de semelhanca na comparagéo da

sequéncia d& marmoratuscom a deCratinus agassizii.

Discusséo

Variacdes relativas a numeros diploides e formagamtipicas sdo comuns e ja foram
descritas diversas vezes &nmarmoratugForestiet al, 1992; Melilloet al, 1996; Sanchez
e Fenocchio, 1996; Torres al, 2005; Nirchicet al, 2011; Carvalhet al, 2012; Capitulo ).
Apesar disso, os cariomorfos analisados até o mesenomento apresentam uma
macroestrutura cariotipica homogénea, com a prasdacgpoucos cromossomos dos tipos
metacéntricos e subtelocéntricos e muitos acrdcéstr caracteristica que aparenta ser
conservada nos dois géneros representantes daaf@wilbranchidae da regido Neotropical
(Forestiet al, 1992; Melilloet al, 1996; Sanchez e Fenocchio, 1996; Toaesl, 2005;
Nirchio et al, 2011; Carvalheet al, 2012; Capitulo I). No entanto, variacbes retias
RONSs ja foram detectadas e indicam que rearranjo®estruturais ocorrem frequentemente
e participam da diferenciacdo cariotipica destesepe(Forestiet al, 1992; Melillo et al,
1996; Sanchez e Fenocchio, 1996; Carvalhal., 2012).

Dentre os marcadores cromossdmicos comumenteadiiiizno mapeamento fisico dos

cromossomos, as RONs estdo entre as mais estudadasyvez que, além do uso de
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impregnacgao por nitrato de Prata e marcagdao pam@rocina A3 (Howell e Black, 1980;
Gold e Amemiya, 1986), também podem ser revelattasés de sondas para DNAr 18S.
Embora estas regides sejam variaveis em relacéasiédp cromossomica e§ marmoratus

0 numero de sitios é conservado, sendo geralmiempdes (Forestet al, 1992; Melilloet al.,
1996), com excecdo de algumas amostras que amesdRONs multiplas (Sanchez e
Fenocchio, 1996; presente trabalho). No entantwsiderando que foram obtidos por meio de
impregnacao por nitrato de Prata, estes resuliaoldsm nédo corresponder verdadeiramente a
todas as RONs existentes no genoma destas am@Stanichoet al, 2005). No presente
estudo, o uso das sondas de DNAr 18S confirmouadssdobtidos pela Prata em todos os
individuos analisados; no entanto, também evidaneiéios adicionais que se distribuem nos
cromossomos de forma polimorfica e, aparentemeatoria intrapopulacionalmente nos
cariomorfos A, B, C e E.

Polimorfismos intrapopulacionais de sequénciassebmicas ja foram descritos em
algumas espécies de peixes e aparentam estaoneldos com a posi¢cdo telomérica destes
sitios, 0 que facilitaria a transferéncia desteenmtdurante a interfase (Forestial, 1981;
Mantovani et al, 2005), ou devido a associacdo destas sequémolas elementos
transponiveis (Santi-Rampazeb al, 2008;Grosset al, 2010). Além dos cariomorfos aqui
relatados, em outra espécie do préprio gérgynbranchusesta situacdo também ja foi
detectada (Carvalhet al, 2012), sugerindo que esta caracteristica s@meotambém a este
grupo. Neste sentido, poderia ser considerado guen@&canismos que atuam na extensa
dispersdo de DNAr 18S ja estariam presentes argtediveérsificacdo destas espécies ou
cariomorfos. Além disso, tal polimorfismo intrapégional seria potencializado pela
distribuicdo meidtica dos cromossomos, resultamml@enario atual de diversificagdo destes
sitios. Adicionalmente, deve-se verificar que edotoos individuos analisados apenas um par
de cromossomos portador de DNAr 18S é constantgrastando com a ocorréncia de
diversas variantes aleatdrias. Ainda, é possivéicar que as Ag-RONs sdo, em quase todos
0s casos, localizadas nestes cromossomos com D8Rcanstante. Embora anélises mais
significativas sejam necessarias, pode ser higathti que as copias dispersas aleatoriamente
teriam se degenerado e perdido sua funcao.

Martins e Wasko (2004) sugeriram que a posicaasdtiteal do DNAr 5S é uma
caracteristica comum em muitos peixes e que edt@@ado seria uma coincidéncia, uma vez
gue também € encontrado em muitos vertebrados (8dtral, 1987; Makinenet al, 1997).
Dessa forma, estando nesta regido cromossomicanarnsubunidade ribossomal estaria

protegida de eventos como transferéncia de matggiattico, 0s quais sdo supostos agir na
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dispersdo do DNAr 18S que geralmente se localizp@sitéo telomérica (Martins e Wasko,
2004; Mantovaniet al, 2005). Nossos resultados estdo de acordo compesposicéo e
revelam que a localizacdo do DNAr 5S € conservadat@los os cariomorfos d&
marmoratus tanto em relacdo ao numero de sitios, quantsiggmnos caridtipos das formas
analisadas. Adicionalmente, corroboram resultadoarndlises em outras espécies deste grupo
(Carvalhoet al, 2012) e indicam que, durante a historia evodutieste género, esta familia
génica se manteve inalterada em relacdo a suapagigmossdmica, estando presente em um
unico par de cromossomos acrocéntricos. Naturabnemtmedida que mais espécies e
populacdes sejam estudadas, diversos exemplos aniedizem esta proposta podem ser
encontrados (Cioffet al, 2009; Scacchetét al, 2012), principalmente se levarmos em conta
0 eminente papel desempenhado pelos elementopdrdusis na dispersado destes sitios, que
atuam independente de sua posicdo cromossomicaj(Malet al, 2012). Ainda, deve-se
notar que em algumas variantes dos cariomorfo&£CoeDNAr 18S esta presente em sintenia
com o DNAr 5S, o que gera duvidas sobre a homoldg&a cromossomos portadores dos
sitios de DNAr 5S. No entanto, nossos dados nasifgn propor que esta situacdo esteja
relacionada com a alta dinamica do DNAr 18SSrmarmoratus.

Os genes histdnicos constituem uma familia mulic@@@ncomplexa, podendo
apresentar variagdes no numero de cépias e no m@drganizacdo no genoma. Embora
dados sobre a localizagcdo cromossdmica de seqaémsit@nicas em peixes se restrinjam a
poucas espécies (Penddsl, 1994a; Hashimotet al, 2011, 2012; Lima-Filhet al, 2012),
este tipo de marcador vem sendo utilizado com &ega em alguns invertebrados, revelando
algumas caracteristicas particulares como dispeds@oencial de sitios, localizagcdo em
cromossomos B e associagdo com DNAr 5S (Drouin BiMie S4, 1995; Eirin-Lopet al,
2004; Cabreret al, 2009). No presente estudo, nG6s mostramos gse;inco cariomorfos de
S marmoratus analisados,0s genes para DNAhis H3 estdo distribuidos em taoos
cromossomos na forma de pequemtssters dispersos, podendo apresentar um acumulo
maior em alguns pares cromossOmicos acrocéntricos.

Até o presente, sitios de histona H1 mapeados emespale distintas ordens,
Characiformes (Hashimotet al, 2011), Siluriformes (Hashimo#t al, 2012) e Perciformes
(Lima-Filho et al, 2012) se apresentam em grandes blocos cromagssnalém disso, é
suposto que alguma pressao seletiva atue na magéatdastas sequéncias em associagdo com
sequéncias ribossémicas (Hashimad al, 2011, 2012). O modo de organizacdo e
distribuicdo distintos de sitios DNAhis H3 éinmarmoratudeva a proposicédo de que, neste

grupo, estes sitios se organizam em pequenas alaiign repeticbes pelo genoma. No
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entanto, hipéteses adicionais para explicar a eatalistribuicdo destas sequéncias pelos
cromossomos nao podem ser ignoradas, podender(atribuida a ocorréncia de genes 6rfaos,
derivados de familias repetitivastandemem eucariotos, como ja demonstrada acontecer em
genes histbnicos e ribossémicos (Chiktsal, 1981); {i) a associacado entre sequéncias
histbnicas e elementos transponiveis, devido a Ileamga no padrdo de distribuicdo de
DNAhis H3 com os elementos transponiveis (TES) mdpe em peixes (Ferreiet al,
2011a, 2011b), por fim,i) a possibilidade de genes histdnicos organizado<lasters
contendo todas as unidades de histona, excet@ahibgém deve ser considerada. Esta situacao
ja foi reportada em diferentes organismos e evidenma organizacdo independente dos
sitios DNAhis H1 (Stephensat al, 1981; Cookt al, 1988; Milleret al, 1993; Albiget al,
2003).

Considerando a numérica ictiofauna Neotropical, T&s com distribuicdo mais
conhecida séo os retrotransposons do tipo non-LdiReadosRex]l Rex3e Rex6(Grosset
al., 2009; Cioffi et al, 2010; Ferreiraet al, 2011a, 2011b; Valentet al, 2011).
Notavelmente, estes elementos tendem a se distileuimaneira semelhante em grupos
préximos e a sobreposicdo de sinais gerados por FEitre TEs e outras sequéncias
repetitivas levantam questdes sobre o seu papaisparsdo de DNAs repetitivos (Mandrioli
et al, 2001; Mandrioli e Manicardi, 2001; Cio#t al, 2010). EmS marmoratus o elemento
Rex3 é encontrado na forma de pequerthssters dispersos em todos os cariomorfos.
Contudo, um acumulo acentuado de repeticdes naoregntromeérica do par 3 foi encontrado
nas amostras provenientes de Bataguassu (Cariompréflando indicios da ocorréncia de um
polimorfismo local, uma vez que, os individuos daamorfo B, que acredita-se ter derivado
do cariomorfo A recentemente (Capitulo 1), ndo pess tal marcacdo neste mesmo
cromossomo. Embora alguns estudos apontem parassivpl papel dos TEs na manutencao
e regulacdo da heterocromatina (Lippnetral, 2004; Slotkin e Martienssen, 2007), &n
marmoratuseste acumulo parece estar mais relacionado agsasa@le amplificacdo, como
permuta desigual (Elder e Turner, 1995), com pmstdixacdo destas sequéncias. Nesse
sentido, a analise de maior numero de individusdedeariomorfo provenientes de outras
localidades poderia colaborar na compreensdo dt&gies iniciais da diversificacdo
cariotipica neste grupo.

O mapeamento citogenético de diferentes tipos dA Bpetitivo emS. marmoratus
revelou caracteristicas notaveis e intrinsecasda cen deles. No entanto, os resultados
obtidos ndo foram uteis em auxiliar na determinadas relacbes entre os diferentes

cariomorfos, como realizado ddvoplias malabaricugCioffi et al, 2009) e entre espécies do
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génercAstyanaxHashimotcet al, 2011). De fato, os DNAs repetitivos sdo caraxaelos por

serem altamente dindmicos e, em alguns casosjnéstsa movimentacdo gendmica pode
gerar homoplasias e, consequentemente, se tornafemaanenta ineficiente para tracar
relacdes filogenéticas entre organismos. Além difisa evidente a falta de estudos relativos
ao mapeamento fisico e caracterizacdo moleculageses histdnicos e TEs em peixes
Neotropicais, o que poderia fornecer subsidios pama melhor entendimento sobre

organizacao e evolucao destas sequéncias nos gedestas vertebrados.

Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulongaon-se relacionadas no final

desta dissertacao.
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Tabela 1 Localidades amostradas e os cariomorfos encadrath cada uma delas. N: nimero de
individuos analisados. P: ponto no mapa.

Localidade Bacia N Cariomorfo P Coordenada
Guaira Parana 20 B 2 24°04'13” S —54°12'08"0
Icém Grande 2 D 4 20°20'13" S - 49°07'56" O

B Karyomorph A
@ Karyomorph B
A Karyomorph C
% Karyomorph D
= ® Karyomorph E

1 - Pedro Osorio - RS
B 2 - Guaira - PR

3 - Bataguassu - MS

4 - Icém - SP

5 - Pirassununga - SP

- %’é 500 km

Figura 1. Mapa indicando locais de coleta das amostr& m@rmoratus Os numeros indicam o ponto de
coleta, enquanto os simbolos representam os cafimsrencontrados em cada uma das localidades.
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a

Variante Variante

Variante Variante Variante Variante

Variante

Variante Variante Variante

Figura 2. Cariétipos de exemplares de S. marmoratus apd$ €d& sondas de DNAr 5S
(verde) e 18S (vermelho) e metafases apdés téceigamtegnacdo por nitrato de Prata dos
cariomorfos A (a, f), B (b, g), C (c, h), D (d,8)E (e, j). Em destaque nas pranchas, as
variacdes interindividuais de localizacdo de sii@eDNAr 18S observadas.
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Figura 3. Cari6tipos de exemplares 8emarmoratugpertencentes
aos cariomorfos A (a), B (b), C (c), D (d) e E &06s FISH
utilizando sondas de DNAhis H3.
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Figura 4. Cari6tipos de exemplares 8emarmoratugpertencentes
aos cariomorfos A (a), B (b), C (c), D (d) e E é6s FISH
utilizando sondas deex3
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5. Consideracdes Finais

Os estudos citogenéticos desenvolvidos em difesesut@ostras d& marmoratus
trouxeram informacgfes significativas relacionadagvalucdo cariotipica neste género.
Como ja constatado anteriormente, estes peixesitt@ams um complexo de espécies com a
ocorréncia de cariomorfos distintos e niumeros dipk que variam entre 2n=42, 44 e 46
cromossomos. A formacgao de populacdes isoladasapazes de realizar grandes migracoes
€ caracteristica em muitos grupos de peixes er&s;ias cariotipicas surgidas, geralmente
sdo associadas ao processo de diferenciacdo aapa&ndo em vista que a macroestrutura
cariotipica destas amostras é semelhante, acsslitae poucos do tipo Fusdo ou Fissao
possam ser responsaveis pelo surgimento das divasantes cariotipicas.

A andlise nucleotidica de genes mitocondriais ddividuos com cariotipos
previamente conhecidos revela uma extensa variagéie as amostras e permite inferir a
auséncia de fluxo génico entre os cariomorfos goerem em simpatria. Nesse sentido, nos
podemos concluir que os cariomorfos A, C, D e E efjmécies distintas. No entanto, as
amostras pertencentes ao cariomorfo B constituenmesmo hapl6tipo em conjunto com
uma das amostras pertencentes ao cariomorfo A dBasau, MS), indicando que um
rearranjo cromossomico seria uma etapa inicial itbaethciacdo bioldgica destes animais.
Além disso, as analises realizadas permitiram ureéhon visdo sobre a diferenciacdo
cariotipica neste grupo. Estes resultados revelarisééncia de dois grandes grupos, sendo
gue o primeiro engloba os individuos com 2n=42 i@@aorfos A e B) e 2n=46 (Cariomorfo
D), enquanto o segundo é composto pelos cariomodis2n=44 (Cariomorfo C) e 2n=46
(Cariomorfo E). Além disso, as analises revelam @se eventos citogenéticos que
determinam a evolucdo cariotipica neste grupo parecdo ter ocorrido de forma
independente e ndo seguem um padréo linear no dumeneducdo do namero diploide.
Nesse contexto, embora ndo seja possivel deternonamaridtipo ancestral ens
marmoratus podemos concluir que informacdes contendo apenasimeros diploides nédo
devem ser utilizadas indiscriminadamente para chetar relacées neste grupo.

Tendo em vista a grande quantidade de cromossotnoséatricos semelhantes em
todos os cariomorfos analisados, a utilizacdo dasnassomos metacéntricos como
marcadores se torna util na compreensao de sysetieas origens e evolugdo. No entanto,
a evidéncia molecular que aponta para o surgimeémiependente de um pequeno
cromossomo metacéntrico no cariomorfo B em relagi&odemais que também o possuem

(Cariomorfos C, D e E), gera duvidas sobre a realdlogia destes cromossomos e, assim
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como os dados sobre niumeros diploides das espdeissn ser utilizados com cuidado em
estudos evolutivos.

O mapeamento de sequéncias de genes ribossémicospessentantes dos cinco
cariomorfos aqui descritos revela uma condicdo@Bpe para cada um deles. Enquanto o
DNAr 5S é extensamente conservado nestas amostcastendo em um Unico par
acrocéntrico, o DNAr 18S varia entre os cariomqgréggesentando, além disso, um intenso
polimorfismo intrapopulacional com relacdo a posigastes sitios. Esta situacéo evidencia
gue 0s mecanismos gendmicos que atuam sobre @spessdo distintos. Nesse sentido,
acredita-se que a posicdo cromossOmica das segséibmssomicas (intersticial em DNAr
5S e terminal em DNAr 18S) poderia ter influénadre o seu processo de dispersdo. No
entanto, uma hipotese que nao deve ser descartada possivel associacdo do DNAr 18S
com elementos transponiveis, uma vez que siti@ssiitiais destas sequéncias também
podem ser observados em algumas variantes.

Em peixes Neotropicais, dados sobre a localizaggmassomica de DNAhis e
elementos transponiveis ainda sdo escassos e mevelacteristicas particulares destas
sequéncias. Enquanto o DNAhis aparenta ser corkepra grupos proximos, em relacéo a
POSiCA0 NOS Cromossomos, 0s elementos transpos&vei®stram diversos, tanto na posicao
guanto na sua forma de organizacdo no genomaS¥rbranchusambas as sequéncias
pertencentes a estas classes (DNAhis H3 &&&) estdo distribuidas por todo o genoma
na forma de pequenatustersdispersos. A forma de distribuicdo de DNAhis H3kfdos
padrées obtidos em outros vertebrados e indicaegtee sequéncia ndo esta repetida em
grandes blocos gendmicos. Por outro lado, oREk3se distribui pelo genoma de forma
semelhante a encontrada em outros grupos de pemosttando, além disso, um acumulo
acentuado em um cromossomo do cariomorfo A (BatsgulS), em processo que
aparenta ser um primeiro estagio de diferenciagéotipica.

Os resultados apresentados sobre o mapeamento ss@mioo de diferentes
sequéncias repetitivas foram diferenciais entrenantendo, porém, restritas as informacoées
de interesse para 0 entendimento da carioevolugdte dgrupo. As caracteristicas da
estrutura cromossdmica observadas com o0 estudo dpeamento de marcadores
moleculares de sequéncia repetidas de DNA, contpeonitem elaborar um panorama

geral de distribuicdo e evolucéo destes sitiosemmigra de&s. marmoratus
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