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Resumo

Os estudos em citogenética de peixes Neotropicais tém se expandido de modo consideravel nos
ultimos anos, principalmente devido a incorporagdo de novas técnicas de obtencao e interpretagao
de dados cariomorficos. O presente estudo se inseriu no programa geral de estudos de
Citogenética ¢ Genética Molecular de Peixes Neotropicais que vem sendo desenvolvido no
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (IBB/UNESP/Botucatu). Foram analisadas
citogeneticamente, com relagdo aos aspectos estrutural e molecular cinco espécies de peixes da
ordem dos Siluriformes, tendo como foco especial as espécies mais representativas da familia
Heptapteridae, sendo Rhamdia quelen, Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi,
Heptapterus mustelinus e Imparfinis mirin encontrados nos componentes das bacias hidrograficas
dos rios Grande, Tiet¢ e Paranapanema, no Estado de Sao Paulo, além de espécimes de
Pimelodella elongata, provenientes do Rio Dos Bocas (03°16'07.6"S 079°44'14.8"W) Province El
Oro, Equador. As andlises de citogenética cldssica envolveram a aplicacdo das técnicas de
coloragdo por Giemsa para a caracterizacdo do niimero diploide das espécies, que mostrou
variagdo entre 2n=46 a 2n=58 cromossomos ¢ o bandamento C para a localizacdo de regides
heterocromaticas, além de técnicas de citogenética molecular com produgdo de sondas e
mapeamento dos genes de DNAr 5S e 18S e mapeamento fisico de 4 sequéncias de
microssatélites ((CA)is, (GA)1s, (CG)is e (TTA)10). Além disso, foi realizado a extracdo de RNA
de pele em espécies de Rhamdia e Pimelodella para anélise de seu transcriptoma. A integralizagao
de abordagens em nivel estrutural e molecular no estudo dos cromossomos permitiu a
compreensdo de questdes relacionadas a biologia evolutiva dos componentes da familia
Heptapteridae e, por conseguinte, dos mecanismos envolvidos nos processos de diferenciacdo e de

especiagdo dos peixes Neotropicais.



Abstract

Studies on cytogenetics of the Neotropical fishes have expanded considerably in recent years, mainly
due to the incorporation of new techniques for collecting and interpreting karyomorphic data. This study
forms part of the general program of Cytogenetics and Genetics studies Neotropical Fish Molecular
being developed in the Laboratory of Biology and Genetics Fish (IBB / UNESP / Botucatu). Species and
fish populations of the order of Siluriformes were cytogenetically analyzed with respect to structural and
molecular aspects, with the special focus on the most representative species of Heptapteridae family,
Rhamdia quelen, Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi, Heptapterus mustelinus and
Imparfinis mirini found in components of river basins of the Grande, Tiete and Paranapanema rivers, in
the State of Sdo Paulo, as well as specimens of Pimelodella elongata, were collected at Dos Bocas
(03°16'07.6"S 079°44'14.8"W) in the Province El Oro, Ecuador. The karyomorph analyzes involved the
results obtained by using Giemsa staining techniques for the characterization of the diploid number of
the species, which showed variation between 2n=46 to 2n=58 chromosomes, C-banding and
chromosome location for the heterochromatic regions , as well as techniques of molecular cytogenetics
in the production of probes and mapping of 5S rDNA and 18S genes and physical mapping of
microsatellite sequences 4 ((CA)is, (GA)1s, (CG)1s e (TTA)10). and extraction of RNA of the species
Rhamdia and Pimelodella for analysis of their transcriptome. The approach involving structural and
molecular levels in the study of chromosomes allowed the understanding of questions related to
evolutionary biology of the Heptapteridae family components and therefore the mechanisms involved in

the processes of differentiation and speciation of Neotropical fish.



vi

Sumario

I 1 01 1 0o [ o= T LRSS 1
1.1 Consideragdes sobre a citogenética: Avangos tECnicos em PeiXes..........cccevuene. 1
1.2 Citogenética Molecular: construgdo de mapas geneticos ..........coceveverereererennenn 2
1.3 DNAs repetitivos: seu papel na organizagdo do genoma..........ccevververeeneerieriennenn. 5
1.4 Consideragdes sobre a ordem Siluriformes e a familia Heptapteridae ................. 8

1.5 Anélise dos padrdes de coloragdo em Peixe: Transcriptoma como ferramenta.. 11

2 OB JETIVOS. ...ttt 14
3 MALeriaiS € MELOUOS .....ccuviviiiieiieieie ettt 15
TR0 Y = L (=] o - V£SO 15
3.1.1 Espécies estudadas e locais de COIEta ........cccevvrviiiiiiciiieeeee e 15
KT |V 11 0o [0 1P 18
3.2.1 Obtengao de Clulas MItOICAS. .....ccvrvereeirieiieiee e 18
3.2.2 Obtencdo dos cromossomos metafasicos MitdtiCoS........ccoveveverercreieereennen, 19
3.2.3 Coloragdo convencional Com GIEMSA.........cceruerereririeiinieerene e 20
3.2.4 Caracterizagao das regides organizadoras de nucléolo (Ag-NOR).................. 21
3.2.5 Detecgéo da heterocromatina constitutiva (banda C) .........ccccoevireniiinennnen 21
3.3 MEtod0S MOIECUIATES .......ccviiieiieeie et 22
3.3.1 Extragd0 de DNA geNOMICO ......ccueiuiriiiiaiieieiiesie ettt 22

3.3.2 Preparacao das sondas de DNA para hibridagéo fluorescente in situ (FISH).... 22



3.3.2.1 Preparacao das sondas de DNASS € 18S ......cccceiieiiiiieieece e 22

3.3.2.2 Preparacdo das sondas de microssatélites (GA)1s, (GC)1s, (TTA)10 € (CA)15. 24

3.3.2.3 Hibridacao in situ fluorescente (FISH) .........ccooveiiiii i 24
3.4 Montagem doS CAriOtIPOS ......ccveieerieiieieeie e e e e e steesbe e e sre e e sneenee s 26
3.3.3 EStudOS tranSCriPIOMAL........civeiiecieiee et 27
3.3.3. L EXIracdo de RNA .....o.oiiiice ettt 27
3.3.3.2 Preparacao da biblioteca e sequenciamento HHumina...........c.cccooveveiiveieenne 27
3.3.3.3 Andlise de sequéncias, montagem dos contigs e deteccdo de SNPs............... 28
4 RESUITAA0S € DISCUSSEO ......covveiieieenieieite sttt sttt 29

4.1 Capitulo 1: Mapeamento cromossémico de microsstélites e DNAr 5S e 18S em
espécies de Heptapteride (Teleostei: Siluriformes): acamulo de DNA repetitivo nos

Cromossomos e sua atuacao na diferenciagao cariotipiCa. ..........ccoeevvveveeieerieiieseennens 30

4.2 Capitulo 2: Anéalise do transcriptoma de células de pele de Pimelodella
avanhandavae e Rhamdia quelen (Teleostei: Heptapteridae): busca por genes de

(070] (o] Uor- o JA PSRRI PPRURN 50

5 CoNSIAEIaCOES TINAIS. ... .cveiveerieeieiiesie e e e e e se et e e et e e e steaneesreeeas 76

6 Referéncia BibliografiCas ...........ccciiiiiiiiiece e 78



Introducéo 1

1 Introducéao

1.1 Consideragdes sobre a citogenética: avangos técnicos em peixes

A citogenética vem contribuindo de modo efetivo ndo s6 para estudos taxondmicos e
filogenéticos, como também para uma maior compreensao da estrutura dos cromossomos dos
vertebrados devido ao seu grande avanco nos ultimos anos, principalmente a utilizacdo de
novas técnicas. Hoje esses avancos técnicos tém se refletido nos estudos citogenéticos em
peixes, resultando numa expansdo consideravel do nimero de espécies estudadas. Na regido
Neotropical ja foram analisadas cerca de 1040 espécies de peixes de dgua doce, sendo 475 da
ordem Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e 199
espécies que ndo pertencem a superordem Ostariophysi (revisdo em Oliveira et al., 2007).
Este levantamento aponta ainda que a ocorréncia de cromossomos supranumerarios foi
descrita em 38 espécies e que a presenca de cromossomos sexuais foi identificada em 62
espéecies, sendo que 40 delas apresentaram heterogametia feminina e 22 mostraram
heterogametia masculina. Estes resultados mostram um aumento substancial das informacgoes
cariotipicas em peixes, se comparados ao levantamento realizado por Oliveira et al. (1988a).
Contudo os dados sdo ainda incipientes, se considerarmos que podem existir cerca de 6.000

especies de peixes distribuidas nessa regido biogeografica (Reis et al., 2003).

A crescente aplicacdo de técnicas de bandamento cromossémico a partir de 1970,
notadamente as de bandas C, as bandas obtidas por tratamentos com endonucleases de
restricdo e o emprego de fluorocromos base especificos como a Cromomicina A3 e 0 DAPI,
permitiram ndo s6 uma melhor caracterizacdo da diversidade cariotipica, como também uma
melhor compreensao da estrutura dos cromossomos dos peixes e 0 entendimento das relagdes
evolutivas existentes entre diferentes taxons (revisdo em Almeida-Toledo et al., 2000b). Mais

recentemente, o desenvolvimento de sondas especificas como aquelas para genes ribossomais
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e de histonas, constituidas por sequéncias de DNA de moderada repetitividade, as de DNA
altamente repetitivo (DNA satélite) como aquelas para os sitios de retrotransposons Rex 1 e
Rex 3 e o advento da utilizacdo da técnica de microdisseccdo cromossdmica, método que
possibilita o isolamento direto de DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida do
genoma, tem possibilitado a identificacdo e hibridizacdo de segmentos especificos de DNA
em cromossomos metafasicos, através da técnica denominada FISH (Fluorescent in situ
hybridization). Esse tipo de abordagem citogenética em nivel molecular permite, ao se estudar
porcdes diferenciais da cromatina nos cromossomos, obter informacgdes mais precisas acerca
da presenca de determinadas sequéncias de DNA, detectar rearranjos cromossoémicos,
determinar a origem de cromossomos, construir mapas génicos e até mesmo estabelecer
relacBes filogenéticas entre as espécies, além das técnicas revelarem caracteristicas mais
detalhadas sobre o genoma pela presenca de bandas longitudinais nos cromossomos,
composicdo de heterocromatina, particularidades estruturais e funcionais das regides
organizadoras de nucléolos, entre outras (revisdo em Sumner 1972, 1990; Phillips e Reed,

1996; Henning, 2007, Sene et al., 2015).

O estudo citogenético continuo e sistematico de determinados grupos de peixes tem
levado ao esclarecimento de questdes taxonémicas, a identificacdo de espécies cripticas,
assim como a um melhor entendimento tanto da estrutura e variabilidade cromossémica
quanto dos processos evolutivos que envolvem o caridtipo dos peixes, que ocorrem em grande

diversidade na regido Neotropical.

1.2 Citogenética Molecular: construcdo de mapas geneticos

Marcadores citogenéticos e genéticos de DNA tém sido desenvolvidos para o
mapeamento de segmentos cromossémicos e revelacdo da sua estrutura e atividade génica,

mas também tém sido empregados com grande sucesso na aquicultura, com o objetivo de
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identificar espécies e populagdes, bem como de melhorar tracos importantes nos estoques de
peixes, como 0 aumento do crescimento e a resisténcia a doencas. Diversos marcadores
moleculares vém sendo utilizados para a construcdo de mapas genéticos, que podem oferecer
beneficios particulares para a aquicultura, especialmente para a identificacdo de estoques,
analises de caracteristicas quantitativas, cruzamentos seletivos e acesso a variabilidade
genética das populacdes (Hashimoto et al., 2010). A construcdo dos mapas genéticos é de
grande importancia também para estudos comportamentais, morfoldgicos, fitogeogréaficos e

evolutivos, entre outros.

Os mapas genéticos podem ser construidos atualmente de trés maneiras: (1) pelo
mapeamento fisico, que localiza segmentos de DNA nos cromossomos e nos caridtipos das
espécies por metodologias citogenéticas; (2) por métodos que envolvem o estabelecimento de
mapas genéticos de ligacdo, destinados a ordenar os marcadores moleculares nos
cromossomos com base na frequéncia de recombinacao entre os locos génicos e, (3) com base
no sequenciamento completo de nucleotideos do genoma de uma espécie (Martins et al.,
2004). Em ciclideos, que representam um grupo de peixes bastante estudado atualmente, a
construcdo de bibliotecas gendmicas para 0 mapeamento genético das espécies esta voltada
para as espécies africanas como Oreochromis niloticus (Katagiri et al., 2001) e Haplochromis
chilotes (Watanabe et al., 2003). Além disto, ja existe um mapa genético de ligacdo descrito
na literatura construido a partir de sequéncias microssatélites e AFLPs (Anonymous Fragment
Length Polymorphisms) (Kocher et al., 1998), bem como o primeiro mapa fisico que reune
todos os tipos de sequéncias repetitivas j& mapeadas nos cromossomos de Oreochromis

niloticus (Martins et al., 2004).

A microdissec¢do cromossdmica € um método confidvel para o isolamento direto de
DNA de qualquer regido do genoma citogeneticamente reconhecida. O material dissecado

pode ser usado para vérias aplicacOes, incluindo a elaboragdo de sondas para FISH,
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construcdo de bibliotecas cromossdmicas banda-especificas e o mapeamento fisico dos
cromossomos para analise citogenética. A técnica de microdissec¢do foi introduzida
inicialmente em citogenética humana (Bates et al., 1986), com a construcdo de uma biblioteca
do cromossomo 2 usando-se fragmentos cromossémicos dissecados de metafases nao coradas
ou bandeadas. Posteriormente, Ludecke et al. (1989) elaboraram um procedimento de
microdisseccdo no qual foi utilizada a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) para
amplificar as pequenas quantidades de DNA dos fragmentos cromossémicos dissecados,
sendo que este método foi aperfeicoado por Senger et al. (1990) que dissecaram com sucesso
bandas especificas de cromossomos bandeados com a técnica GTG. No inicio da década de
90, Meltzer et al. (1992) e Deng et al. (1992) desenvolveram a técnica de micro-FISH, na qual
a microdissec¢do cromossdmica € seguida pela amplificacdo do material dissecado via PCR,
utilizando-se um primer degenerado (DOP — Degenerated Oligonucleotide Primer), sendo,

entdo o produto desses PCR utilizado como sonda para FISH.

A técnica de micro-FISH permite a localizacdo cromossdmica de sequéncias
especificas, a deteccdo de anormalidades cromossdmicas e a “pintura” de cromossomos
inteiros (Trask, 1991). Em humanos, quando aliada as metodologias de citogenética classica,
esta técnica tem sido uma poderosa ferramenta da genética clinica na caracterizacdo de
complexos rearranjos cromossémicos (Meltzer et al., 1997; Wiltshire et al., 2001; Nuntakarn
et al., 2002; Hu et al.,, 2004; entre outros). No contexto da evolu¢do cromossémica, a
metodologia de micro-FISH tem sido utilizada também na identificagdo dos rearranjos
cromossémicos envolvidos no processo evolutivo de primatas (Taguchi et al., 2003; Nieves et
al., 2005; Neusser et al., 2005), cervideos (Li et al., 2005) e roedores (Fagundes et al., 2000;
Marchal et al., 2004), entre outros. Neste contexto, e levando-se em consideracdo que a
pintura cromossémica tem sido amplamente utilizada em estudos citogenéticos e evolutivos

em outros grupos, esta técnica poderia caracterizar-se como uma tecnologia muito promissora
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na analise de homologias e diferenciacdo cromossémica em peixes. Os primeiros trabalhos
relacionados a microdisseccdo cromossdmica em citogenética de peixes Neotropicais
envolveram 0s cromossomos sexuais de representantes do género Eigenmannia onde
recentemente (Henning et al., 2007 e Sene et al., 2014) utilizaram sondas confeccionadas a
partir dos cromossomos X e Y microdissectados de duas espécies do género Eigenmannia
com grande sucesso, realizando inferéncias sobre a origem dos cromossomos sexuais nas

espécies estudadas.

1.3 DNA repetitivo: seu papel na organizacéo do genoma

As sequencias de DNA repetitivo constituem a maior fracao do genoma dos eucariotos
se dividindo em duas classes: repeti¢oes em tandem (satélites, minissatélites e microssatélites)
e elementos dispersos (transposons e retrotransposons) (Ferreira et al., 2011; Cioffi et al.,
2012; Sene et al., 2015). Embora algumas sequéencias de DNA repetitivo possuirem fungoes
claras, como DNA ribossomal, centromérico e telomeérico, outras até recentemente foram
consideradas como DNA lixo (Biémont e Vieira, 2006). No entanto, estudos demonstram sua
grande importancia na manutenc¢ao da estrutura genomica, sendo sua formacao um processo
continuo e provavelmente mais antigo que a divergencia das primeiras linhagens de

eucariotos (Jurka et al., 2005).

Diversos estudos demonstram sua importancia no processo de expressao genica (Liu et
al., 2001), recombinacao (Biet et al., 1999) e replicacao no DNA (Li et al., 2002), tendo
também um importante papel na organizagao estrutural e funcional dos cromossomos e nos
processos de diferenciagao sexal, como visto em estudos recentes em Oreochomis niloticus
(Martins, 2007; Ferreira e Martins, 2008) em espécies do genero Triportheus (Yano et al.,
2014) e ainda em espécies do género Eigenmannia (Sene et al., 2015). Sugere-se, ainda, que

estas sequeéncias repetitivas estejam envolvidas em rearranjos cromossomicos, como delegoes,
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duplicagoes, inversoes e translocagoes, tendo grande influéncia nas variagoes cariotipicas
observadas em muitos grupos (Kidwell, 2002). As moléculas de RNA ribossomal sao
codificadas por duas familias multigénicas distintas, a primeira corresponde ao rDNA 45S que
esta organizado em matrizes em tandem contendo unidades de transcricao para oS genes
rDNA 18S, 5.8S e 28S, enquanto a segunda familia ribossomal transcreve o rRNA 5S. As
duas classes de rDNA 45S e 5S tem sido extensivamente mapeadas em genomas de peixes

(Cioffi e Bertollo, 2012).

Na maioria das espécies, estas duas classes se apresentam em cromossomos diferentes
enquanto em outras elas ocorrem em sintenia, como ¢ 0 caso de todas as espécies estudadas
do genero Prochilodus, as quais apresentam sintenia dos genes ribossomais 45S e 5S (Jesus e
Moreira- Filho, 2003; Voltolin et al., 2013). As sequéncias de DNA ribossomal em peixes
apresentam diferentes niveis de variagao entre os grupos (Vicari et al., 2010; Ugarkovic &
Plohl, 2002), e seus padroes de variagao tém sido informativos sobre 0s processos
microevolutivos e filogenéticos desses grupos (Vicari et al., 2008; Molina et al., 2012). Estas
sequencias podem ser facilmente isoladas e encontram-se distribuidas em diversas regioes do
genoma, gerando sinais de facil visualizagao apos hibridizagao nos cromossomos (Martins et
al., 2006). Os primeiros trabalhos de mapeamento fisico através das hibridizagoes in situ
utilizando como sondas sequencias de DNAs repetidos foram feitos com DNA ribossomais

(rDNA) 28S, 18S, 5.8S e 5S (Martins et al., 2006).

Os microssatelites, também conhecidos como repeticoes de sequencias simples,
consistem de motifs curtos (1 a 6 nucleotideos de comprimento) organizadas por matrizes em
tandem (Cioffi e Bertollo, 2012). Esta regiao genomica possui a capacidade de dar origem a
variantes com um namero diferente de repeti¢coes, podendo ser organizados em trechos longos
gue consistem de centenas a milhares de unidades de sequéncias e geralmente associadas a

heterocromatina constitutiva em diversas espécies (Martins, 2007). Os microssatelites estao
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presentes nos centromeros e telomeros dos cromossomos dos eucariotos, desempenhando
funcdes na manutencao e propagacao do material genético nuclear, ja que varias proteinas se
ligam por afinidade a estas sequéncias (Csink e Henikoff, 1998). Além disso, o estudo das
sequéncias de DNA repetitivo ¢ importante para o conhecimento da estrutura cromossomica,
além da origem e evolugao dos cromossomos B cuja composicao ja estudada indica ser
principalmente de DNA repetitivo e sexuais, onde as regioes teloméricas dos cromossomos W
e Y apresentam um grande bloco heterocromatico em relagao aos respectivos Z e X (Martins
et al., 2004; Galetti & Martins, 2004; Parise-Maltempi et al., 2007; Schemberger et al., 2011;
Pansonato-Alves et al., 2011). Estudos evidenciados no genoma de Hoplias malabaricus,
utilizando 12 diferentes microssatélites resulta na hibridizagao em regioes subteloméricas e
heterocromaticas de varios autossomos, com uma quantidade diferenciada de sinal entre 0s

cromossomos sexuais (Cioffi et al., 2011).

Em estudos com peixes, os dados disponiveis com sondas de DNAr 5S demonstram o
predominio a ocorréncia de apenas um par cromossdmico portador deste gene ribossémico em
Siluriformes (Kavalco et al., 2004) e, em alguns casos, mostraram-se eficientes para
diferenciar espécies proximas (Garcia, 2005). J& a compactacdo do genoma dos vertebrados
de sangue-frio, no entanto, distingue-se consideravelmente quando comparada a dos
vertebrados de sangue-quente e essa diferenca seria umas das dificuldades que
impossibilitariam a obtencao de bandas longitudinais estruturais nos cromossomos dos peixes
(Galetti Jr e Martins, 2004). Esta caracteristica ocasionou um ‘“gap” em relacdo a
nomenclatura, pareamento e descricdo de processos estruturais que envolvem determinadas
regides cromossdmicas em peixes. O estudo da distribui¢ao cromossomica do DNA repetitivo
no genoma de peixes, embora relativamente recente, ¢ uma ferramenta importante na analise

da organizagao genomica e evolugao das espécies (Cioffi e Bertollo, 2012).
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1.4 Consideracdes sobre a ordem Siluriformes e a familia Heptapteridae

Os peixes da familia Heptapteridae estdo amplamente distribuidos na regido
Neotropical, sendo uma das familias mais representativa dentro da ordem Siluriformes;
popularmente sdo conhecidos como “bagres”, “mandis” e “peixes-gato”. Essa familia faz

parte da superordem Ostariophysi, que possui 38 familias, aproximadamente 485 géneros e

2800 espécies (Nelson, 2006).

Os componentes desta ordem podem ser facilmente identificados morfologicamente
devido a presenca de um corpo nu envolto por pele espessa e que pode apresentar-se total ou
parcialmente coberto por placas dsseas (Britski et al., 1988). As nadadeiras sdo raiadas e bem
separadas, sendo que nas nadadeiras dorsais e peitorais o primeiro raio se apresenta como um
aculeo forte e pungente; as nadadeiras adiposas encontram-se geralmente presentes e bem
desenvolvidas, enquanto a nadadeira caudal assume formato variavel. Caracterizam-se, ainda

pela presenca de trés pares de barbilhGes sensitivos (Mees, 1974).

Os exemplares nas diferentes espécies se apresentam com tamanhos caracteristicos,
desde pequeno até grande porte e habitos sedentéarios, que contribuem para dificultar a
superacdo de obstaculos como cachoeiras ou corredeiras que se interpem as suas raras
migracdes. Ocupam geralmente o fundo dos rios, escondendo-se por entre as pedras e a
vegetacdo (Britski, 1981) e sdo caracterizados por desenvolverem atividades
predominantemente crepusculares ou noturnas, quando saem a procura de alimento
constituido principalmente por vermes e insetos, utilizando-se principalmente de seus sentidos

quimicos (olfato e gustacdo) (Sterba, 1973).

Os estudos taxondmicos envolvendo os representantes deste grupo realizados por
Lundberg et al., (1991a; 1991b) e de Pinna (1998) reconheceram a existéncia de trés grupos

monofiléticos dentro da familia Pimelodidae, equivalentes as subfamilias Pimelodinae,
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Heptapterinae (Rhamdiinae) e Pseudopimelodinae. Estudos filogenéticos e de caracteristicas
morfologicas elevaram estes grupos a categoria de familias (Nelson, 2006; Ferraris, 2007).
Nesse sentido, os estudos citogenéticos auxiliaram no estabelecimento das trés familias, que
apresentaram numeros dipléides predominantes caracteristicos de 54, 56 e 58 cromossomos
em Pseudopimelodidae, Pimelodidae e Heptapteridae, respectivamente (Swarca et al., 2000;

Garcia, 2005; Martinez et al., 2008 a Kantek et al., 2015).

A familia Heptapteridae € composta por 25 géneros sendo eles: Acentronichthys,
Brachyglanis, Brachyrhamdia, Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella,
Heptapterus, Horiomyzon, Imperales, Imparfinis, Leptorhamdia, Mastiglanis, Medemichthys,
Myoglanis, Nannoglanis, Nannorhamdia, Nemuroglanis, Pariolinus, Phenocorhamdia,
Pimelodella, Rhamdella, Rhamdia, Rhamdioglanis e Rhamdiopsis. J& a familia Pimelodidae é
atualmente formada por 32 géneros, enquanto a familia Pseudopimelodidae é representada por

quatro géneros (Lundberg et al., 1991; Pinna, 1998).

Os representantes da ordem Characiformes, juntamente com os da ordem Siluriformes,
representam 0S grupos gque concentram o maior nimero de informacdes citogenéticas. No
entanto, a maioria das publicacGes de estudos citogenéticos sobre este Ultimo grupo sdo mais
recentes, restringindo-se somente a algumas espécies dos género Pimelodella e Rhamdia, da
familia Heptapteridae, sendo os primeiros estudos documentados por Toledo e Ferrari (1976).
Os resultados citogenéticos obtidos com as espécies ja analisadas revelam uma macroestrutura
cariotipica que pode variar de 42 a 62 cromossomos (Toledo e Ferrari, 1976; Margarido e
Moreira- Filho, 2008), com predominio das espécies apresentando numero diploide de 58
cromossomos. Deste modo o numero fundamental (NF) apresenta-se relativamente alto,
variando de 84, como visto em Pimelodella sp. (Toledo e Ferrari, 1976) a 116, encontrado em
Rhamdia quelen (Maistro et al., 2002; Garcia et al., 2003), com predominio de cromossomos

dos tipos metacéntricos e submetacéntricos.
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Neste grupo de peixes os cromossomos geralmente apresentam tamanho reduzido, o
que dificulta a identificacdo da sua morfologia e a localizacdo de bandas. Polimorfismos
estruturais e numeéricos vém sendo frequentemente descritos entre os representantes da familia
Heptapteridae, na forma de triploidia natural (Garcia et al., 2003; Silva et al., 2008),
ocorréncia de cromossomos B ou supranumerarios (Almeida-Toledo et al., 1992, Almeida-
Toledo e Garcia, 2008) e de sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY (Dias e
Foresti, 1993; Almeida-Toledo e Garcia, 2008), além de variacdes no numero e distribuicéo
dos blocos heterocromaticos (Vasconcelos e Martins-Santos, 2000; Almeida-Toledo e Garcia,

2008).

Estudos especificos da heterocromatina constitutiva entre os representantes da familia
Heptapteridae foram realizados no género Rhamdia; entretanto, informac6es mais detalhadas
sobre as caracteristicas destes segmentos gendmicos ainda sdo escassos. Fenocchio e Bertollo
(1990), Fenocchio et al., (2000) e Maistro et al., (2002) encontraram apenas pequena
quantidade de heterocromatina distribuida pelo genoma das espécies, com as bandas
apresentando-se palidas quando estudaram populacdes de Rhamdia hilarii, enquanto as RONs
mostraram coincidéncia com regiGes heterocromaticas, bem como em ambas as regides
teloméricas de alguns cromossomos metacéntricos. Contudo, relatos da ocorréncia de
cromossomos supranumerarios em Heptapterideos tém se mostrado pouco frequentes, sendo
restritos a alguns géneros como em Pimelodella (Almeida-Toledo et al., 1992; Almeida-
Toledo e Garcia, 2008) e Rhamdia, onde apresentam marcante polimorfismo numeérico,

podendo variar entre um a sete cromossomos.

Espécies que mostraram uma macroestrutura cariomorfica conservada como a familia
Heptapteridae puderam ser diferenciadas pela aplicagdo de diferentes técnicas como
bandeamentos cromossdmicos do tipo bandamento C, para evidenciar as regides ricas em

heterocromatina, localizagdo das regiGes organizadoras de nucléolos funcionalmente ativas na
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interfase anterior pela coloracdo com Nitrato de Prata (Ag-NOR), além da aplicacdo da
técnica de FISH, que proporciona a localizacdo in situ de sequéncias de DNA nos
cromossomos metafasicos. A inclusdo da aplicacdo de técnicas moleculares nos estudos

cariotipicos permitiram abordagens sobre aspectos evolutivos neste grupo.

1.5 Anélise dos padrdes de coloragdo em peixes: transcriptoma como ferramenta

Estudar os padrboes de coloracdo é fundamental para compreender 0 processo
evolutivo, assim entender como 0s genes se relacionam no desenvolvimento do fendtipo
destes organismos. Interacdes positivas, como as associagdes mutualistas, pode ter um papel
importante na manutencao da estrutura da comunidade, e compensar os efeitos negativos da
concorréncia sobre nichos especificos. Um Unico estudo, realizado em borboletas com
mimetismo Mulleriano, evidenciou de forma convincente que borboletas imitadoras
convergem espacialmente, considerando a utilizacdo do habitat, ao passo que o consumo de
recursos e nicho tréfico foram indiretamente inferidos como correlacionados a outras
variaveis (como a estrutura da floresta, topografia e altura de v6o) (revisdo em Alexandrou et
al., 2011). Como ferramenta para os estudos foram primeiras tentativas foram propostas para
0 sequenciamento do genoma humano constituiram apenas 0 comec¢o de um grande avanco da
era moderna de sequenciamento de DNA, que resultaram no desenvolvimento de novas
estratégias e sequenciamento de milhares de genes de uma sé vez atraves da quantificacdo dos
niveis de mRNA, para criar uma imagem da funcdo celular. Esses avangos recentes nas
tecnologias de sequenciamento permitiram gerar transcriptomas em quase todas as espécies de

interesse (revisdo em Yang et al, 2014).

Quando sequencias do genoma ndo estdo disponiveis, 0 sequenciamento do

transcriptoma se apresenta como uma abordagem rapida e eficaz para a obtencdo de genes
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codificadores de proteinas. Estudos recentes realizados por Yang et al (2014) geraram o
primeiro transcriptoma do peixe Gymnodiptychus pachycheilus utilizando tecnologia de
sequenciamento de alto rendimento. A caracterizacdo do transcriptoma de forma abrangente e
evolutiva foi posteriormente utilizada em analises conjuntas com outros genomas de peixes
disponiveis para investigar e elucidar possiveis mecanismos de adaptacdo. Outro estudo
realizado mostrou as vantagens no sequenciamento do transcriptoma de Tripterygion delaisi
realizado a partir de analises do cérebro no periodo reprodutivo e evidenciou a plasticidade
fenotipica como um fator importante na expressao diferencial de genes relacionados ao

dimorfismo sexual nessa espécie (revisdo em Schunter et al. 2014).

No que se refere a anotacdo e andlise gendmica, a utilizacdo de transcriptomas
mostrou-se uma solugdo promissora na resolucéo de questdes particulares, como no caso da
espécie de ave Parus major, em que foram utilizadas as sequéncias transcritas de RNA a fim
de construir um primeiro transcriptoma de referéncia para esse grupo de organismos (Santure
et al. 2011) e permitiu também a investigacdo de genes pardlogos, splice variantes e a
distribuicdo de microssatélites de musculo esquelético em dourada (Spaurus aurata) (Serrana
et al. 2012). Outro estudo interessante relizado em peixes da familia Corydoradinae
Alexandrou et al. (2011) evidenciaram caracteristicas que os tornam uma espécies fascinante
para estudar a evolucdo dos padrdes de pigmentacdo dos vertebrados. A investigacdo da base
genética do mimetismo e da evolugédo convergente do padréo de coloragdo foram importantes
para entender 0s processos de adaptacdo e a coevolucdo conduzidas pela predacdo, além de

evidenciar que o grupo passou por uma série de duplicagdo do genoma inteiro.

Inimeros trabalhos relatam estudos sobre a andlise do perfil transcricional em
respostas a diferentes variagdes ambientais e condigdes biologicas. Contudo, até o presente
momento, pouco se sabe em relacdo a andlise de transcriptomas de espécies da familia

Heptapteridae. Considera-se, pois, que a comparacdo desses dados com os de outras espécies
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da mesma familia e de familias relacionadas permitira compreender a importancia e o papel

dos genes envolvidos na determinacdo do padréo de coloragdo em peixes.
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5 Consideracdes finais

O presente estudo se inseriu no programa geral de estudos de Citogenética e Genética
Molecular de Peixes Neotropicais que vem sendo desenvolvido no Laboratorio de Biologia
e Genética de Peixes (IBB/UNESP/Botucatu), visando aumentar o conhecimento sobre a
composicao cariotipica e a estrutura molecular dos peixes, estudando de modo mais
especifico a composicao cariotipica e as caracteristicas estruturais dos cromossomos das

cinco espécies mais representativas da familia Heptapteridae.

Os estudos citogenéticos realizados nas espécies Rhamdia quelen, Pimelodella
avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi, Heptapterus mustelinus e Imparfinis mirini
trouxeram informagdes significativas relacionadas aos processos de diversificacdo
cromossémica, as relagdes entre os componentes desta familia de peixes e a evolugédo
cariotipica neste grupo. Os representantes analisados evidenciaram uma variacdo
cariotipica de 2n=46 a 2n=58 cromossomos, sendo 2=58 cromossomos 0 nimero dipdoide
predominante. As analises citogenéticas convencionais com bandamento C revelaram que
0s segmentos de heterocromatina sdo escassos, sendo 0s blocos heterocrométicos
encontrados em pequena quantidade e distribuidos pelo genoma, demonstrando uma

prevaléncia de bandas palidas e pouco evidentes em todas as espécies estudadas.

O mapeamento cromossdmico dos genes de DNA ribossomal 5S e 18S mostrou
diferentes padrdes de distribuicdo nas especies analisadas. Enquanto as espécies
Cetopsorhamdia iheringi e Imparfinis mirini apresentaram essas duas sequéncias de DNAr
em sintenia, nas demais espécies as marcacdes foram identificadas em cromossomos
distintos. Essa condicdo possivelmente se deve ao fato destas sequéncias terem passado por
processos evolutivos independentes e, em decorréncia, possuirem dindmicas funcionais

diferentes. Desta forma, o distanciamento fisico destes dois tipos de sequéncias poderia



Consideracdes finais 77

constituir um cenario mais interessante para um melhor desempenho das suas funcdes

fisioldgicas.

No presente estudo foi aplicada a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
para analisar a distribuicdo de diferentes sequéncias microssatélite no genoma utilizando os
oligonucleotideos marcados (CA)is, (GA)s, (CG)is e (TTA)w. Marcagbes conspicuas
fluorescentes foram identificadas preferencialmente nas regides terminais dos
cromossomos, sendo que alguns sinais também foram observados tanto em regides
eucromaticas como heterocromaticas dos cromossomos, mostrando a contribui¢do destas
sequéncias repetitivas na diversificagao cromossomica das espécies analisadas. Tais
informacdes vém se juntar ao crescente entendimento do papel das sequéncias de DNA
repetitivo na estruturacdo e funcionamento do genoma e, neste caso nas principais espécies

da familia Heptapteridae.

Aléem das andlises citogenéticas também foi realizado um estudo envolvendo as
espécies Rhamdia quelen e Pimelodella avanhadavae, utilizando o transcriptoma como
ferramenta para identificacdo da ocorréncia dos genes relacionados a cor e sua atua¢cdo no
desenvolvimento de padrdes de coloragdo em peixes. A comparacdo dos dados obtidos e
sua aplicacdo em outras especies de peixes da mesma familia e de grupos relacionados
poderdo resultar numa melhor compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos na
determinacdo dos padrdes de colorido nestas espécies, bem como da importancia e

desempenho dos genes envolvidos nestes processos.
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