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RESUMO

O género Corydoras representa um importante e grande grupo, sendo o0 maior da ordem
siluriforme, e da familia Callichthyidae, contabilizando cerca de 166 espécies. Uma das
caracteristicas marcantes do grupo seria a presenca de uma cobertura corporal com duas fileiras
de placas Osseas, corpo alto, dorsalmente cinza-escuro e ventralmente amarelado; com
nadadeiras escuras, barbilhdes maxilares curtos e seu tamanho modesto, alcangando 0 maximo
de 52 mm. Comumente ocupa riachos, lagoas e canais, alimentando-se de larvas de insetos e
algas, com habitos noturnos e benténicos. O taxon também dispde de ser um dos grupos mais
significativos para o comércio, representando um dos mais exportados na aquicultura
ornamental. Estudos pioneiros se voltavam para analises de caracteristicas morfolégicas,
entretanto com as limitacfes apresentadas por essas analises, novas técnicas foram
desenvolvidas, como avaliacdes citogenéticas, de genética molecular, até as mais recentes em
bioinformaética. A citogenética analisa estrutura, funcéo, classificacdo, tamanho, quantidade e
posicdo de centrdmeros e NORS em cromossomos. Os primeiros estudos relacionados a
avaliacdo cariotipica de peixes da regido neotropical surgem na década de 70, com essas
possibilidades, foi possivel observar que o género Corydoras apresenta grande variacdo em
seus caridtipos, diferencas na formula cariotipica e presenca frequente de cromossomos
supranumerarios ou cromossomos B. Neste grupo, Corydoras aeneus apresenta alta
instabilidade mitética e presenca de cromossomos supranumerarios, justificado pela alta
variabilidade em caridtipos analisados. Entretanto, estudos citogenéticos em C. aeneus sao
considerados escassos. Assim, o presente estudo buscou realizar uma analise citogenética atual,
juntamente com auxilio de ferramentas de bioinformatica, com um total de 26 amostras de duas
populacgdes de C. aeneus, coletadas em dois pontos, o rio Batalha, afluente da bacia do rio Tieté,
e rio Alambari, afluente da bacia do rio Paranapanema. Além de analisadas citogenéticamente,
foi caracterizado o satelitoma da espécie, realizada bandagem C e FISH com sondas de DNAr
5s e 18s.

Palavras-chave: Cariétipo, Siluriformes, Corydoras aeneus



ABSTRACT

The genus Corydoras represents an important and large group, being the largest of the
Siluriform order, and of the Callichthyidae family, accounting for about 166 species. One of
the striking characteristics of the group would be the presence of a body covering with two rows
of bony plates, a tall body, dark gray dorsally and yellowish ventrally; with dark fins, short
maxillary barbels and its modest size, reaching a maximum of 52 mm. It commonly occupies
streams, lakes and canals, feeding on insect larvae and algae, with nocturnal and benthic habits.
The taxon also has to be one of the most significant groups for trade, representing one of the
most exported in ornamental aquaculture. Pioneer studies focused on analyzes of morphological
characteristics, however with the limitations presented by these analyses, new techniques were
developed, such as cytogenetic evaluations, molecular genetics, even the most recent ones in
bioinformatics. Cytogenetics analyzes structure, function, classification, size, quantity and
position of centromeres and NORS in chromosomes. The first studies related to the karyotypic
evaluation of fish from the Neotropical region appeared in the 1970s, with these possibilities,
it was possible to observe that the genus Corydoras presents great variation in its karyotypes,
differences in the karyotypic formula and frequent presence of supernumerary chromosomes or
B chromosomes. With regard to the genus Corydoras, C. aeneus has already been reported as
a group with high mitotic instability and the presence of supernumerary chromosomes, justified
by the high variability in analyzed karyotypes, however, cytogenetic studies on C. aeneus are
considered scarce. Thus, the present study sought to carry out a current cytogenetic analysis,
together with the aid of bioinformatics tools, with a total of 26 samples from two populations
of C. aeneus, collected at two points, the Batalha river, a tributary of the Tieté river basin, and
Alambari river, tributary of the Paranapanema river basin. In addition to being cytogenetically
analyzed, the species' satelliteitome was characterized, C and FISH banding were performed
with 5s and 18s rDNA probes.

Keywords: karyotypes, Siluriformes, Corydoras aeneus.
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1. INTRODUCAO

1.1.Consideracdes sobre a ordem Siluriformes e familia Callichthyidae

A ictiofauna representa um grupo amplo e diverso dentro dos vertebrados, apresentando
cerca de 5.230 géneros, 36.385 espécies, das quais 18.427 espécies sdo habitantes de regides de
agua doce (Nelson 2006). Em especial, as areas totais de ambiente dulcicolas da regido
Neotropical apresentam uma larga biodiversidade (Frickle et al 2022), apesar de ser considerada
pouco conhecida, devido a falta de dados sisteméticos a nivel de espécie para varios grupos,
informacdes inadequadas e dificuldade de associar hipoteses filogenéticas e geologicas.

Em relacdo a ampla diversidade da ictiofauna em ambientes de agua doce, a superordem
Otophysa € um grupo dominante nesses ambientes, constituindo cerca de 72% das espécies da
ictiofauna Neotropical, estando representada na América do Sul e Central por trés grupos
principais: Characiformes (lambaris, dourados, curimbatés, etc.); Siluriformes (peixes de
couros, cascudos, bagres, surubim); Gymnotiformes (tuviras, sarapos, etc.); (Bizerril e Primo,
2001; Malabarba 2020) (Figura 1).

Cypriniformes

Characiformes

Otophysa

Siluriformes

Gymnotiformes

FIGURA 1. Filogenia dos Otophysa. (adaptado de Melo et al. 2022).

A ordem dos Siluriformes é considerada o maior grupo de peixes encontrado na regido

Neotropical e engloba os peixes popularmente conhecidos como bagres e cascudos,



representando um grupo bem diversificado, que inclui peixes de pequeno a grande porte
(Ferraris, 2007), sendo a maioria de &gua doce. Os Siluriformes apresentam, em sua maioria, 0
corpo cilindrico com um ventral achatado, o que auxilia na alimentacao benténica, apresentam
quatro pares de barbilhdes na cabeca, um nasal, um maxilar e dois no queixo (Bruton, 1996; Jin
et al. 2016, Nelson 2006). Outra caracteristica que destaca esse grupo € ter o corpo revestido
por uma couraga 6ssea, composta por séries longitudinais de placas dérmicas (Reis 1998).
Atualmente, a ordem esta organizada em 40 familias, 502 géneros e 4.150 espécies (Fricke et

al. 2022).

(1)

FIGURA 2. Principais grupos representantes da ordem Siluriformes: (A) Ariidae, (B) Heptapteridae, (C)
Aspredinidae, (D) Loricariidae, (E) Auchenipteridae, (F) Pimelodidae, (G) Callichthyidae,(H) Pseudopimelodidae,
(1) Diplomystidae, e (J) Trichomycteridae. (Malabarba 2020).
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Nessa ordem, as familias mais abundantes sdo Loricariidae, Trichomycteridae e
Callichthyidae (Ferraris 2007). Esta ultima, representa umas das mais significativas em nimero
de espécies, sendo constituida por 8 géneros e cerca de 222 especies (Fricke et al. 2022). Estes
peixes se destacam pela presenca de um tipo de cobertura 0ssea, dividida em duas fileiras de
placas dérmicas sobrepostas, que servem de protecdo ao corpo, bexiga natatdria envolta em
0ss0, boca pequena e ventral, um ou dois pares de barbilhdes curtos, barbatanas dorsal e peitoral
com espinho forte (Nelson 2016).

A hipétese de que Callichthyidae poderia ser subdividida em duas subfamilias foi
proposta a partir de analises morfoldgicas (Hoedeman 1952), sendo a familia Callichthyidae e
as subfamilias Callichthyinae e Corydoradinae, grupos considerados monofiléticos
(Shimabukuro-Dias et al. 2004). Assim, a subfamilia Callichthyinae é composta pelos géneros
Dianema, Lepthoplosternum, Megalechis, Hoplosternum e Callichthys, enquanto a subfamilia
Corydoradinae inclui os géneros Corydoras, Aspidoras e Brochis (Shimabukuro-Dias et al.
2004).

A} B) Callictihys

Lepthoplastermum

Megalechis

- | — Dianema

— Hoplasiemum

& Aspidoras

Brochis

I'_'tll"._f'-l'.l'ﬂl' as

FIGURA 3. Em (A), modelo de peixe da familia Callichthyidae. (Nelson, 2016). Em (B), filogenia da familia
Callichthyidae, adaptada de Shimabukuro-Dias et al. (2004)

1.2. Consideracdes sobre o género Corydoras e a variacdo cariotipica

relatada

Descrito pela primeira vez por Lacepede em 1803, o primeiro nome dado ao hol6tipo
do grupo Corydoras, foi Corydoras geoffroy (posteriormente alterado para Corydoras
geoffroyi). O epiteto genérico foi concedido em consideracdo a couraga e capacete, Cory=
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capacete e Doras= pele, caracteristicas marcantes dos individuos deste grupo. Ja o epiteto
especifico foi uma homenagem ao naturalista francés Etienne Geoffroy Saint-Hilaire.
Caracteristicas gerais deste género incluem tamanho pequeno e cobertura corporal com duas
fileiras de placas 6sseas (Reis 1998), além de disporem de corpo alto, de cor dorsalmente cinza-
escuro e ventralmente amarelado; com nadadeiras escuras e barbilhGes maxilares curtos (Graga
e Pavanelli 2007).

Este género é o mais abundante dentro da familia Callichthyidae, bem como da ordem
dos Siluriformes (Ferraris 2007, Brito 2003, Tencatt et al 2019, Tencatt et al 2021), englobando
aproximadamente 180 espécies (Fricke et al. 2022). Em geral, estas espécies podem ser
encontradas em riachos, lagoas e canais, alimentando-se de larvas de insetos e algas (Graca e
Pavanelli 2007).

Do ponto de vista citogenético, a despeito de sua elevada riqueza e ampla distribuicéo,
poucas especies do género Corydoras foram analisadas até o0 momento, revelando uma ampla
variabilidade cariotipica, com numeros diploides que variam desde 2n=40, em C. nattereri
(Oliveira et al. 1990), até 2n=102, em C. aff. punctatus (Oliveira et al. 1993). Estas variacfes
estdo relacionadas a extensivos eventos de fusdo e fissdo cromossomica ocorridos ao longo da
historia evolutiva deste grupo (Oliveira et al. 1993).

Um caso particularmente interessante é o da espécie Corydoras aeneus. Primariamente,
esta espécie foi relatada exibindo um cariétipo com 2n= 132, em amostras de origem
desconhecida (Scheel 1972). Esse resultado foi posteriormente confrontado com os resultados
de um estudo realizado por Oliveira et al. (1988), no qual foram analisadas amostras de quatro
populaces distintas, de afluentes da bacia do Rio Tieté. Estas analises revelaram a ocorréncia
de 7 cariotipos distintos entre os individuos, sendo que o cariétipo base da espécie foi
estabelecido como 2n= 60, mais a ocorréncia de 0 a 3 Cromossomos supranumerarios
mitoticamente instaveis (Oliveira et al. 1988). Além disso, um caso de rearranjo Robertsoniano
envolvendo o par N° 1, foi observado em amostras de duas das quatro populaces.

Diante do exposto, consideramos que a caracterizacdo cariotipica de duas novas
populacbes de C. aeneus € importante para verificar a extensdo destes cromossomos em
populacbes de bacias hidrogréficas distintas. Desta forma, analises citogenéticas foram
realizadas em amostras de C. aeneus coletadas no rio Batalha (bacia do rio Tieté) e no rio
Alambari (bacia do rio Paranapanema).

12



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

O presente projeto teve como objetivo a caracterizagdo e comparagdo citogenética de
duas populac6es de C. aeneus de bacias hidrogréaficas distintas (Paranapanema e Tieté), a fim
de verificar a presenca de cromossomos supranumerarios e possiveis distingdes cariotipicas
entre as bacias e os dados registrados na literatura, relacionando-as com o conjunto de DNAS

satélites dessas duas populacoes.

2.2.0bjetivos especificos:
- Caracterizar o caridtipo de exemplares de C. aeneus coletados no rio Batalha (Bacia
do rio Tieté);
- Caracterizar o cariotipo de exemplares de C. aeneus coletados no rio Alambari (Bacia
do rio Paranapanema);
- Caracterizar o satelitoma da espécie e verificar se alguns satDNAs se acumularam

diferencialmente em alguma das populaces.

13



3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Locais de coletas

No presente trabalho, nds analisamos 26 exemplares de peixes da espécie C. aeneus
coletados em diferentes localidades (Figura 5). As amostras sdo provenientes de 2 populacdes
distintas e correspondem ao rio Batalha que € afluente da bacia do rio Tieté, localizado préximo
a cidade de Bauru, e ao rio Alambari que é afluente da bacia do rio Paranapanema, situado
préximo a cidade de Brasilia Paulista (Figura 5).

"' v" _— . 4 — |

FIGURA 4. Exemplar de Corydoras aeneus.
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FIGURA 5. Imagem do local de coleta no rio Alambari (a) e no rio Batalha (b). Em (c), mapa evidenciando a

localizacdo de ambos os pontos de coleta.

Os exemplares foram coletados com o auxilio de peneiras e pucas e acondicionados
imediatamente em tambores com aeracdo até o transporte ao Laboratorio de Genbmica e
Conservacdo de Peixes. Apo0s a chegada ao Laboratério, os individuos foram acondicionados

em aquarios bem aerados, onde foram mantidos até o inicio dos experimentos.

3.2. Métodos

Para as analises citogenéticas, os animais foram submetidos ao método de estimulagéo
de mitoses (Oliveira et al. 1988a), para as preparacdes diretas de células renais in vivo (Foresti
et al. 1981). Apo6s as analises, os individuos foram armazenados na colecdo de peixes do
Laboratdrio de Gendmica e Conservacdo de Peixes, na Faculdade de Ciéncias da Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Campus de Bauru, SP. Ap6s o processamento dos
individuos, fragmentos de tecido muscular foram fixados em etanol 100% para os estudos

moleculares.
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3.2.1. Estimulagdo de mitoses
Para estimulacdo de mitoses, foi realizado um protocolo de estimulo de diviséo celular,
0 qual para essa etapa, deve-se inocular uma solucdo de fermento bioldgico na musculatura
dorsal do peixe (Oliveira et al. 1988.a). O protocolo aplicado apresenta 0s seguintes
procedimentos:
1) preparar uma solucdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte proporcao:
0,5g de fermento, 0,59 de aglcar e 7mL de agua destilada;
2) incubar a solugdo em uma estufa (37° C) por cerca de 30 min;
3) injetar a solugédo na regido dorso-lateral do peixe, na propor¢do de 1mL para cada
100 g de peso do animal. A dose administrada pode ser realizada em duas doses,
dividida e aplicada em um periodo de 48hs;

4) manter o animal em aquério bem aerado.

3.2.2. Obtencgao de cromossomos metafasicos

A técnica aplicada para obtencdo de cromossomos metafasicos seguiu o protocolo
descrito por Foresti et al. (1981), com adaptacdes. A técnica € baseada na inibicdo da
polimerizacdo dos microtibulos mediante a atuacdo da colchicina, posteriormente com
hipotonizacdo de células em suspensdo, seguido da fixacdo celular por intermédio de fixador
Carnoy (metanol e éacido acético em proporcdo 3:1). O protocolo aplicado apresenta 0s

seguintes procedimentos:

1) injetar, na regido intra-abdominal, solucdo aquosa de colchicina (0,025%) na
proporcao de aproximadamente 1mL para cada 100g de peso do animal,

2) deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo aproximado de 50 min;

3) sacrificar o animal, e retirar o rim anterior, posterior e por algumas ocasifes parte
das branquias. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 7mL
de uma solucéo hipotonica de KCL (0,075M);

4) dissociar o material com o auxilio de pincas de dissec¢do, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur, até que se obtenha uma solugéo
aquosa homogeénea;

5) transferir a solucdo obtida para um tubo de centrifuga e depositar este no interior de
uma estufa a 37°C por 21 min;
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6) retirar o tubo da estufa, colocando 7 gotas de fixador gelado (metanol e &cido acético
na proporcdo de 3:1 respectivamente); agitar levemente a mistura com uma pipeta
Pasteur e deixar repousar por 5 min a temperatura ambiente;

7) adicionar cerca de 6mL de fixador e novamente agitar a mistura; levar a centrifuga
(900 = 100 rpm) por 10 min;

8) retirar o sobrenadante, e logo ap0s ressuspender o material precipitado em 7mL de
fixador; centrifugar por 7 min a 900 £ 100 rpm;

9) repetir 0 item 8 por duas ou trés vezes, para uma boa lavagem e completa fixacao
uma das células em suspensao;

10) pingar o material em laminas previamente tratadas em solugdo de HCL 10%;

11) deixar secar ao ar.

3.2.3. Coloragao convencional
Apds a obtencdo de cromossomos metafésicos, as suspensdes celulares contendo
preparacdes cromossomicas foram pingadas em laminas de microscopia, coradas em solucao

Giemsa 5%, em tampao fostato com pH 6,7 por 10 minutos.

3.3. Bandamento C
Para a localizagdo da heterocromatina constitutiva, utilizamos a técnica de bandamento-

C descrita por Summer (1972):

- Hidrolisar as ldaminas por 30 minutos em HCI 0,2N em temperatura ambiente

- Passar as laminas por uma solucdo de Ba(OH)2 a 60°C, por cerca de 20 segundos

e lavar em agua destilada;

- Enxaguar as laminas em HCI 1N a 60°C e lavar em agua destilada;

- Incubar por 30 minutos em 2xSSC (pH= 6,8), a 60°C;

- Corar por aproximadamente 30 minutos com Giemsa na proporc¢ao de 1:20 em

tampdo fosfato (pH= 6,7).

3.4. Analise e montagem dos cariotipos
Depois de coradas, as laminas foram analisadas sob um microscéopio 6ptico Olympus,
modelo BX61. As fotos foram capturadas com o software DP Controller (Olympus) em objetiva

de imersdo de 100X. Através das imagens capturadas, os cromossomos foram organizados e
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classificados de acordo com morfologia e tamanho, utilizando o software Adobe Photoshop CC
2015.

3.5. Extracdo de DNA

A extracéo de DNA gendmico dos musculos, que se encontravam preservados em etanol
100%, foi realizada utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo
as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Uma etapa adicional de remocéo de RNA foi realizada
com a utilizacdo de RNAse A (Invitrogen). Os resultados gerados pela etapa anterior foram
conferidos em gel de agarose a 1% para a verificacdo da integridade do DNA gendmico

extraido.

3.6. Sondas de DNAr 5S
A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR a partir do DNA genémico de C. aeneus,

extraido conforme descricdo no item anterior. Para isso, usamos 0s primers 5SF (5°-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3) e 5SR (5’-CAGGCTGGTATGGCCGTAACG-3%)
(Pendas et al. 1994). Esta sonda foi marcada com digoxigenina-11-dUTP por PCR e a detec¢éo
do sinal de hibridacéo foi realizada utilizando anti-digoxigenina-rhodamina. Os parametros da
utilizados para a marcacdo da sonda foram o seguinte: 1x tampéo de Taq polimerase, 1,5mM
de MgClz, 200uM de cada dNTP, 100uM de digoxigenina 11-dUTP, 0,1uM de cada primer,
0,5U de Taq Polimerase, 100ng de DNA gendmico e H2O ultrapura completando 25uL. O
programa utilizado no termociclador foi o seguinte: 95°C por 5 min; 35 ciclos de 95°C por 15
s, 54°C por 30 s e 72°C por 1 min; 72°C por 10 min. Ao final da reacdo, os produtos da PCR
foram checados em gel de agarose a 2%.

3.7. Hibridacéao in situ Fluorescente (FISH)

As sondas de DNAr 5s foram utilizadas para a localizacéo dos clusters ribossémicos nos
individuos das populacdes analisadas. Para isso, realizamos a técnica de FISH, utilizando os
procedimentos descritos por Pinkel et al. (1986), com algumas modificacOes ja estabelecidas

em nosso laboratorio:

Primeiro dia:
Primeira lavagem:

1. Lavar as laminas em solugéo PBS 1x, por 3 min.
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Tratamento com Pepsina:
1. Incubar em 0,005% pepsina/10mM HCI por 10 min, a 37°C;

2. Lavar em PBS 1x por 3 min, em temperatura ambiente.

Fixacdo com formaldeido
1. Fixar em 1% em PBS 1x/50 mM MgCI2 por 10 min, em temperatura ambiente;
2. Lavar em PBS 1x por 3 min;

3. Desidratar em série alcodlica (70%,85% e 100%) gelada por 3 min cada e secar as
laminas.

Mix de Hibridacéo
1. Preparar o mix de hibridag&o (15 ul de formamida 70%, 6 ul de sulfato dextrano 10%,

3 ul 20xSSC, entre 1 ou 2 ul de sonda por lamina, completando de &gua até o total de
30ul).

Pré-Hibridacéo
1. Desnaturar as laminas em formamida 70% em 2xSSC, por 2 min a 70°C;
2. Desnaturar a sonda por 10 min;

3. Desidratar as laminas em série alcodlica, 3 min cada e secar as laminas.

Hibridacéo
1. Montar as ldaminas com a solucédo de hibridacdo, cobrir com laminula e incubar em

camara Umida a 37°C overnight.

Segundo dia:
Lavagens:

1. Retirar as laminulas e lavar as ldaminas em 1x SSC em 42°C por 5min, realizando a
agitacdo do recipiente;

2. Lavar as laminas em 4xSSC/0,5% Triton por 3min, em temperatura ambiente
realizando a agitacéo do recipiente.

Bloqueio
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1. Incubar as laminas em Tampao 5% NFDM/4xSSC (2,59 de leite em p6 desnatado +
10 ml de 20xSSC + 40ml H20) por 15 min a temperatura ambiente;

2. Lavar 2x em 4xSSC/0,5% Triton por 3 min cada, a temperatura ambiente.

Deteccéo

1. Incubar as laminas com 100 ul de NFDM/0,5 ul de anti-digoxigenina rodamina por
1h em c&mara Umida a 37°C;

2. Lavar 3x em 4xSSC/0,5% Triton por 3 min cada, em temperatura ambiente;

3. Desidratar em série alcodlica, 3 min cada e secar as laminas;

4. Montar as laminas inserindo 15 ul de DAPI e cobrir com laminula, mantendo estas

em um local escuro até sua visualizagéo.

3.8. Sequenciamento massivo de DNA

Para realizar a caracterizacdo do satelitoma da espécie em estudo e o posterior estudo de
abundancia e divergéncia destes satélites nas duas populac¢@es, um individuo sem sexo definido
da populacdo do Rio Alambari e um individuo fémea da populacdo do Rio Batalha, sob os
vouchers 12729 e 12954, respectivamente, depositados na colecdo de peixes do Laboratorio de
Gendmica e Conservacdo de Peixes (LAGENPE) localizado na UNESP-Bauru, SP. Estes
individuos foram selecionados, pois sdo de populacdes diferentes, bem como apresentavam
nameros cromossdmicos bastante distintos. Enquanto o individuo 12729 apresentou 64
cromossomos na maioria das metafases analisadas, o individuo 12954 exibiu a maioria das
metafases com 60 cromossomos. Para o sequenciamento massivo de DNA, utilizamos a
plataforma BGISEQ-500 da BGI (BGI Shenzhen Corporation, Shenzhen, China), com a opg¢ao
paired-end 2x101bp, resultando em coberturas de 0,86X para o individuo do Rio Alambari e
0,91X para o individuo do Rio Batalha, considerando o genoma aproximado de C. aeneus

préximo a 1,36Gb.

3.9. Analises bioinformaticas

3.9.1. Caracterizacao do satelitoma de C. aeneus

A caracterizagdo do satelitoma foi realizada utilizando a pipeline TAREAN (Novak et
al. 2017), para as duas bibliotecas do estudo individualmente. Ambas as bibliotecas passaram
por um processo de filtragem de qualidade e corre¢do nos tamanhos das leituras, utilizando o

software Trimmomatic, com os filtros LEADING:3; TRAILING:3; SLIDINGWINDOW:4:15;
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MINLEN:100 e CROP:101 (Bolger et al. 2014). Para cada iteragdo no TAREAN, foi realizado
uma selecdo aleatoria de 2x 500.000 leituras e ap6s a prospeccao dos DNAs satélites (satDNAS)
pelo TAREAN, utilizamos o programa DeconSeq (Schmieder e Edwards, 2011) para a remocao
de leituras com similaridade aos satDNAs nas bibliotecas de estudo. A ultima iteracdo foi dada
ao ndo ser encontrada mais nenhuma sequéncia com potencial de ser um DNA satélite nas duas
bibliotecas.

Apos finalizada a etapa de TAREAN, concatenamos o0s catdlogos de satDNAs
encontrados nos dois individuos e realizamos uma busca de similaridade destas sequéncias com
familias multigénicas, para a remocao destas, dado ao fato deste tipo de sequéncia também
possuir a caracteristica de ser repetida em tandem e, com isso, ser um potencial resultado do
software TAREAN (Tandem Repeat Analyzer). Ap6s a remocdo de familias multigénicas,
realizamos uma busca de similaridade entre as sequéncias do catadlogo geral, utilizando os
padrdes estabelecidos por Ruiz-Ruano et al. (2016), para a classificacdo dos satDNAs quanto a
uma superfamilia (similaridade > 50% e < 80%), familia (similaridade > 85% e < 95%) ou um
mesmo DNA satélite (similaridade > 95%).

Para a determinar os parametros de abundéancia e divergéncia de todas as familias de
DNA satélites presentes no nosso catélogo, utilizamos o software RepeatMasker (Smit et al.
2017), utilizando a op¢do “cross_match” nas duas bibliotecas gendmicas de C. aeneus. Para
estimar a abundéncia, foi realizada uma proporcao entre a quantidade de leituras mapeadas em
cada satélite, multiplicado por 100 (tamanho de cada leitura em pares de bases) e dividido pelo
total de nucleotideos analisados. A nomeacéo de cada familia do satelitoma foi dada em ordem
decrescente de abundancia, como sugerido por Ruiz-Ruano et al. (2016). Também como
resultante do RepeatMasker, averiguamos a divergéncia média entre as familias de satDNAs,
utilizando a distancia entre as sequéncias, para isso utilizamos o Kimura-2- parametro, tendo
como base o script calcDivergenceFromAlign.pl pertencente ao RepeatMasker (Smit et al.
2017).

4-RESULTADOS

4.1. Analises Citogenéticas

Foram avaliadas maltiplas metéafases por individuo (em média, 20 metéfases), sendo
que dos 26 individuos estudados, 12 faziam parte da populacdo do rio Alambari, e 14 faziam
parte da populagéo do rio Batalha. Os detalhes sobre os exemplares analisados de C. aeneus,

local de coleta e nUmero de cromossomos encontrados, estdo apresentados na Tabela 1.
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O caridtipo padrdo base encontrado em ambas as populagdes foi de 2n= 60
cromossomos, entretanto, uma elevada variagdo cromossomica intra- e interindividual foi
encontrada em quase todos os exemplares analisados, caracterizando a ocorréncia de
cromossomos B mitoticamente instaveis nesta espécie, sendo que nossas analises demonstraram
células contendo de 0 a 4 cromossomos supranumerarios (Tabela 1). Deve-se notar que a
variagcdo cromossémica é maior nos individuos do rio Alambari, em relacdo aos individuos do
Batalha, sendo que a maioria das células contadas no Alambari apresentam 2n=60+2

Cromossomaos.

Tabela 1. Variagdo cariotipica das populacdes do rio Alambari e do rio Batalha.

Individuo Rio 60 | 60+1 | 60+2 | 60+3 | 60+4 @ MI
12581 Alambari 1 16 0,03
12583 Alambari 3 16 0,08
12584 Alambari 2 2 21 0,12
12585 Alambari 6 10 0,19
12586 Alambari 5 13 1 0,18
12587 Alambari 4 16 0,1
12588 Alambari 1 7 14 0,20
12589 Alambari 6 5 33 10 0,26
12590 Alambari 1 7 10 10 0,22
12592 Alambari 1 5 23 5 3 0,24
12729 Alambari 1 1 6 10 0,36
12852 Alambari 6 | 5 7 0,72
Média 0,2+-0,18
12582 Batalha 7 4 9 0,8
12953 Batalha 10 1 30 2 0,18
12954 Batalha 35 6 0,85
12955 Batalha 14 1 0,93
12956 Batalha 16 -
12958 Batalha 2 8 3 0,38
13025 Batalha 26 3 0,89
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13026 Batalha 4 -

13027 Batalha 15 7 0,68
13028 Batalha 10 1 0,9

13030 Batalha 12 1 2 1 0,81
13037 Batalha 4 15 6 1 0,46
13038 Batalha 9 4 0,69
13039 Batalha 11 5 0,69
Média 0,68+-0,22

MI: indice de instabilidade mitética

Rio Alambari
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Figura 6. Comparacéo entre individuos do rio Alambari com diferentes nimeros de cromossomos.
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Rio Batalha

Individuo 12954 (60 cromossomos)
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Figura 7. Comparacdo entre individuos do rio Batalha com diferentes nimeros de cromossomos.

Rio Alambari
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Figura 8. Comparacéo entre individuos 2n= 60, do rio Alambari e do rio Batalha.

24




Rio Alambari

Individuo 12588 (61 cromossomos)
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Rio Batalha
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Figura 9. Comparacéo entre individuos 2n=60 + 1, do rio Alambari e do rio Batalha.
Rio Alambari
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Rio Batalha
Individuo 13037 (62 cromossomos)
AU IR B AR RK SV ¥R 28 ax %A xx Anve AADD BOWR AR AR K IDARAARARAAR AL AR An da
R e L L N e i v = mapegd (GO LR EpA et s QAN e N s
m sm st B
Individuo 13038 (62 cromossomos)
tunuvunseguse WHHBAEBROa G wn v ww
m sm st B

Figura 10: Comparacao entre individuos 2n=60 + 2, do rio Alambari e do rio Batalha.
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Rio Alambari

Individuo 12729 (63 cromossomos)
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Figura 11: Comparacéo entre individuos 2n= 60 + 3, do rio Alambari e do rio Batalha.
Rio Alambari
Individuo 12590 (64 cromossomos)
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Figura 12: Comparacao entre individuos 2n= 60 + 4, do rio Alambari e do rio Batalha
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Figura 13: Metéfases de C. aeneus coletados no rio Batalha (a) e Alambari (b) apds bandamento-C. As setas

indicam os cromossomos B heterocromaticos.

A hibridagéo in situ fluorescente utilizando as sondas de 5S rDNA demonstrou um
padrdo de conservacdo entre as duas populagdes analisadas, com clusters no brago curto de
apenas um par de cromossomos subtelocéntricos tanto para individuos do Rio Batalha quanto

para individuos do Rio Alambari (Figura 14).

FIGURA 14. Metafases mitéticas de C. aeneus apés FISH com sonda de DNAr 5S. Em (A), exempla coletado no

rio Batalha; em (B), exemplar coletado no rio Alambari
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4.2- Analises Bioinformaticas

Para cada individuo foram realizadas trés iteracdes no software TAREAN, até que mais
nenhum satDNA tenha sido caracterizado, totalizando 60 DNAs satélites para a espécie C.
aeneus. Trés destes (CaeSat03, CaeSat58 e CaeSat59), apresentando uma variante de cada,
caracterizadas durante o processo no TAREAN. No total, foram caracterizadas 11 superfamilias
entre os DNAs satélites da anélise, com duas delas formadas por mais de um par, sendo estas a
Superfamilia 6 e 7, possuindo 4 e 5 satDNAs, respectivamente, em cada uma. Quanto ao
conteddo A+T, o valor minimo foi de 32,4 % e o valor maximo de70,8%, possuindo uma média
de 59,8517 %, ocorrendo tendéncia a satélites ricos em conte(ildo A+T.

Em relagdo ao tamanho os mondmeros caracterizados (RUL, “repeat unit lenghts”) a
mediana apresentada foi de 163 pares de bases, apresentando um foco para uma grande
guantidade de DNAs satélites complexos (mondmero superior a 100 pares de bases) no catalogo
da espécie C. aeneus, tendo 0 menor mondémero com 14bp e o maior com 2939bp (Tabela 2).

Na analise de abundancia dos satDNAs, é possivel denotar a predominancia de algumas
destas sequéncias nas diferentes bacias ao realizar uma razdo entre a abundancia destas
diferentes populacgdes, resultando em um caso de satDNA mais predominante na populacdo do
Rio Batalha (CaeSat04-185) e 12 casos de satDNA mais predominantes na populagdo do Rio
Alambari, como apresentado na Tabela 3.

Tabela 2: Caracteristicas dos 60 DNAs satélites de C. aeneus (SF= Superfamilia; RUL = “repeat

unit length”; A+T (%) = porcentagem de conteido AT do mondmero).

satDNA RUL A+T(%) Abundancia Abundancia Kimura-2-
Alambari Batalha Divergence
CaeSat01-37 37 64,9 0,03294774 | 0,040602169 4,55
7 CaeSat02-598 598 55,9 0,016686261 | 0,014704438 21,775
CaeSat03-147 147 53,1 0,010686792 @ 0,004890217 12,625
3 CaeSat04-185 185 70,8 0,009447637 | 0,027384721 7,455
10 CaeSat05-1197 1197 53,1 0,003909985 | 0,006927043 5,975
8 CaeSat06-1690 1690 62,7 0,00325136 | 0,003509402 10,53
10 CaeSat07-147 147 60,5 0,002300484 @ 0,004890217 9,485
CaeSat08-119 119 44,5 0,002008187 | 0,000213896 8,425
2 CaeSat09-98 98 69,4 0,001912811 | 0,002055786 8,835
CaeSat10-1431 1431 42,8 0,00163622 0,0012282 14,245
11 CaeSat11-71 71 324 0,001623766 = 0,00053614 5,905
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11

CaeSat12-157
CaeSat13-2939
CaeSat14-1335

CaeSat15-109

CaeSat16-84
CaeSat17-88

CaeSat18-164

CaeSat19-133

CaeSat20-627

CaeSat21-734
CaeSat22-1499

CaeSat23-749

CaeSat24-176

CaeSat25-679

CaeSat26-14
CaeSat27-184
CaeSat28-30
CaeSat29-1261
CaeSat30-190
CaeSat31-38
CaeSat32-19
CaeSat33-77
CaeSat34-46

CaeSat35-552

CaeSat36-155

CaeSat37-158

CaeSat38-519

CaeSat39-152

CaeSat40-28
CaeSat41-169
CaeSat42-31
CaeSat43-1413

CaeSat44-416
CaeSAt45-155

CaeSat46-397

CaeSat47-47

CaeSat48-182

CaeSat49-41

CaeSat50-162

CaeSat51-360

CaeSat52-165

CaeSat53-51

CaeSat54-508

157
2939
1335

109

84
88

164

133

627

734
1499

749

176

679

14
184
30
1261
190
38
19
77
46

552

155

158

519

152

28
169
31
1413

416

155

397

47

182

41

162

360

165

51

508

58,6
67,7
61
39,4
59,5
68,2
61
66,2
60,3
61,4
63,3
68,8
67
54,5
64,3
65,8
56,7
64,6
58,4
60,5
57,9
64,9
60,9
66,8
63,9
53,8
57,8
64,5
60,7
68
58,1
63,2
62,7
51,6
57,7
61,7
60,4
70,7
531
57,5
65,5
56,9
70,5

0,001114989
0,000969476
0,000933909
0,000796168
0,000723374
0,000702472
0,00059265

0,00058975

0,000574238
0,000566335
0,000540712
0,000484929
0,000460543
0,000456031
0,000362359
0,000342684
0,000300146
0,000263641
0,000250065
0,000249624
0,000244611
0,000239577
0,000237016
0,000212521
0,000209699
0,00019884

0,000189402
0,000187514
0,000181649
0,000176566
0,000172074
0,00016601

0,000162684
0,000160276
0,000144198
0,000143906
0,000136576
0,000126282
0,000117468
0,000109704
0,000097456
0,000096923
0,000094714

29

0,001208555
0,001348096
0,001211707
0,000191094
0,000636976
0,000596885
0,000496616
0,001001916
0,000457984
0,000613217
0,000449952
0,000553408
0,000417737
0,000399323
0,00003002
0,00030197
0,000142801
0,000262762
0,000294736
0,000145749
0,000140571
0,000196096
0,000195591
0,000130556
0,000054249
0,000160395
0,000108947
0,000169692
0,000002815
0,000157264
0,00011254
0,00015737
0,000195817
0,000122625
0,000084054
0,000042952
0,000081955
0,000128924
0,00013467
0,000137073
0,000095851
0,000062632
0,000129749

10,655
1,79
7,125
7,59
17,355
8,74
5,855
11,405
10
8,195
6,125
8,065
7,815
14,33
4,435
9,64
15,665
2,84
9,23
19,545
12,725
9,84
1,98
5,905
21,52
6,665
3,13
4,805
13,49
6,18
4,235
3,69
5,955
5,7
2,52
4,59
56
5,045
6,735
6,29
9,6
10,515
2,11



6 CaeSat55-281 281 58,4 0,000094495 = 0,000098979 2,92
CaeSat56-48 48 58,3 0,000083321 | 0,000085993 2,355
4 CaeSat57-26 26 57,7 0,000078162 0,000003874 8,355

CaeSat58-169 169 50,9
CaeSat59-368 368 64,1
CaeSat60-72 72 55,6

0,000063481 | 0,000042414 4,39
0,000062454 = 0,000028161 6,68
0,00005367 | 0,000020499 13,94

Tabela 3. satDNAs com abundancia diferencial em relacdo as duas populagdes do estudo.

DNA Satélite Razao Abundancia

Alambari/Abundéancia Batalha

CaeSat40-28 64,52895204
CaeSat57-26 20,17604543
CaeSat26-14 12,07058628
CaeSat08-119 9,388614093
CaeSat15-109 4,166368384
CaeSat36-155 3,865490608
CaeSat47-47 3,350391134
CaeSatl11-71 3,028623121
CaeSat60-72 2,618176496
CaeSat59-368 2,217747949
CaeSat03-147 2,18534106
CaeSat28-30 2,101848026
CaeSat04-185 0,34499665

5. DISCUSSAO

Estudos citogenéticos envolvendo o género Corydoras sao escassos, a despeito da sua
enorme riqueza de espécies, i.e., dentre as 180 especies validas atualmente, apenas 15 tiveram
0 seu cariotipo caracterizado (Oliveira et al. 1993; Shimabukuro-Dias et al. 2004; Takagui et
al. 2014; Barbosa et al. 2017). Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram dados
citogenéticos descritos anteriormente para C. aeneus coletados na bacia do rio Tieté (Oliveira
et al. 1988), sendo que ambas as populacdes analisadas aqui exibiram um numero diploide
padrdo de 2n=60, com férmulas cariotipica semelhantes (13m+13sm+4st). Nesse sentido,

embora ambas as populac¢Ges estejam isoladas por um longo periodo, seus caridtipos-base se
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mantiveram estaveis ao longo da histéria. Entretanto, no nivel interespecifico, nota-se uma
variacdo citogenética significativa neste género, com numeros cromossémicos que chegam a
variar na ordem de dezenas de cromossomos (Oliveira et al. 1988, 1992, 1993; Shimabukuro-
Dias et al. 2004; Artoni et al. 2006; Takagui et al. 2014; Rocha et al. 2016; Barbosa et al. 2017).

Alteracdes cromossdmicas numéricas e estruturais séo comumente detectadas entre
espécies/populacbes isoladas reprodutivamente. Considerando as bacias hidrogréaficas
amostradas no presente trabalho, diversos niveis de variacéo cariotipica ja foram relatados e
incluem alteracGes cromossdémicas numéricas entre populagcdes de uma mesma espécie, cComo
€ 0 caso de Synbranchus marmoratus (Utsunomia et al. 2014), ou de espécies distintas como
Gymnotus sylvius e G. inaequilabiatus (Scacchetti et al. 2011). Além disso, diferencas na
microestrutura cariotipica também sdo comumente relatadas, como em populacdes de
Characidium gomesi, que apresentam variacfes na posicdo das regides organizadoras de
nucléolo (Pansonato-Alves et al. 2011). No entanto, em C. aeneus, ndo houve mudancas
significativas no que se refere a estrutura cariotipica dos cromossomos A entre as populactes
analisadas, bem como ao numero e posicao dos clusters de DNAr 5S.

Embora os cariotipos no género Corydoras sejam bastante diversificados, o que se
observa para os sitios de DNAr 5S é uma conservacgdo de nimero de clusters deste gene. Nesse
sentido, dentre as 6 espécies analisadas para esta caracteristica, todas, incluindo C. aeneus
(analisada aqui), apresentam um Unico par cromossdmico portando DNAr 5S (Rocha et al.
2016; Barbosa et al. 2017). Por outro lado, a posicdo cromossdmica ndo parece conservada.
Enquanto na maioria das espécies, 0s clusters estdo localizados em regides pericentroméricas,
em C. lacrimostigmata e C. carlae os clusters estdo mais proximos a regido telomérica.
Considerando que os numeros diploides variam bastante entre as espécies e, consequentemente,
varios cromossomos estdo envolvidos em rearranjos quando as espécies sdo comparadas, nao é
possivel dizer que os clusters de DNAr 5S se mantiveram no mesmo cromossomo.

A ocorréncia de variacdo cromossémica intraindividual ja foi relatada em C. aeneus por
Oliveira et al. (1988), sendo explicada pela ocorréncia de: i) cromossomos supranumerarios
mitoticamente instaveis e/ou; ii) rearranjo Robertsoniano. Em nossa analise, ndo detectamos a
ocorréncia deste rearranjo, sendo que os cromossomos adicionais ao niumero diploide padrédo
de 2n=60 foram caracterizados como cromossomos B mitoticamente instaveis. Neste contexto,
é relevante destacar que estes elementos séo encontrados em ambas as populagdes, mas em
frequéncias distintas e exibindo indices de instabilidade mitdtica também divergentes. Assim,

0Ss cromossomos B s&o mais abundantes na populagdo do rio Alambari, mas apresentam um
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indice de instabilidade mitotica menor do que comparados aos elementos supranumerarios
encontrados na populacéo do rio Batalha.

Uma vez que cromossomos B se originam, entram em um ciclo de vida e passam por
diferentes estagios até a sua eliminacdo (Camacho et al. 2000). Nesse sentido, no longo prazo,
se estabelece uma Arms race (corrida armamentista) entre o genoma hospedeiro e 0s
cromossomos B, resultando em processos de evolugdo independente destes elementos em
populacdes isoladas. Considerando que a instabilidade mitdtica € um dos mecanismos de
acumulo de cromossomos B em populagdes naturais (Nur 1969; Jones 1991), enquanto a
estabilizacdo pode indicar a neutralizacdo destes elementos (Cavallaro et al. 2000), nos
sugerimos que os ciclos de vida dos cromossomos B de ambas as populag¢Ges de C. aeneus estdo
em momentos distintos.

Pela sua natureza de ndo recombinar com cromossomos A, 0S Cromossomos
supranumerarios estdo submetidos a eventos moleculares de deterioracdo genética, como
acumulo de heterocromatina e DNAs repetitivos, bem como degeneragdo génica (Houben
2017). Nesse sentido, a deteccao de satDNAs diferencialmente acumulados no genoma de um
individuo portador de cromossomos B deve estar relacionada a clusterizacdo deste tipo de
sequéncia nos cromossomos B da espécie. Este tipo de abordagem vem sendo aplicado com
sucesso para a caracterizacdo do conteido de repeticdes em tandem de cromossomos B de
diferentes espécies (Utsunomia et al. 2016; Ruiz-Ruano et al. 2017; Silva et al. 2017; Milani et
al. 2018). Nesse sentido, o desenho de primers e FISH para a localizacdo destes satDNAS
podem ajudar a caracterizar o conteido genémico dos cromossomos B de C. aeneus, bem como

propor hipdteses sobre a origem e evolucao destes elementos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo possuiu como objetivo central caracterizar e comparar cariétipos de
duas populacdes de C. aeneus de bacias hidrograficas distintas (Paranapanema e Tieté),
atentando-se a presenca de cromossomos extras, ou supranumerarios, variagdes cariotipicas
entre as bacias e os dados registrados na literatura, relacionando-as com o conjunto de DNAS
satélites dessas populacdes. Analisados um total de 26 individuos (12 do rio Alambari, e 14 do
rio Batalha), foi observada varia¢éo nos cariétipos de ambas as populagdes, com ocorréncia de
cromossomos B, entretanto, a frequéncia ocorrida em cada populacéo se demostrou divergente.
Outra divergéncia encontrada foi em relacdo a instabilidade mitotica, que teve seu M.I. (indice
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de instabilidade mitética) maior na populacdo do rio Batalha, apesar da maior abundancia de
cromossomos B ter sido observada na populacdo do rio Alambari. Nossas analises também
verificaram que C. aeneus, apresenta um unico par cromossoémico portando DNAr 5S, presente
na regido pericentromérica, estando de acordo com dados encontrados para outras espécies ja
analisadas.

Estudos com C. aeneus séo considerados escassos, e apesar de completar mais de trés
décadas sem estudos citogenéticos ou moleculares, nossos resultados corroboram com os dados
relatados pela literatura até entdo. A abundancia de sequéncia de satDNA também se
demonstrou distinta entre as duas populacdes, tendo sequéncias especificamente mais
abundantes na populacéo do Rio Batalha e outras sequéncias mais abundantes na populacéo do
Rio Alambari. Com isso, para o futuro, pretende-se realizar o desenho de primers e FISH com
essas sequéncias especificas, o que pode auxiliar na caracterizacdo do contetido gendmico dos

cromossomos B de C. aeneus, concedendo assim uma compreensdo genética maior da espécie.
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