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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo a andlise citogenética em nivel estrutural e
molecular de quatro espécies de peixes do género Trichomycterus: T. diabolus, T.
iheringi, T. zonatus e T. cf. mimonha, coletados em diferentes bacias hidrograficas do
Brasil. Foram utilizadas técnicas citogenéticas classicas (Giemsa, impregnacgéao por nitrato
de Prata e Bandamento C) e moleculares, com a localizagcdo cromossémica dos genes de
DNAr 18S e 5S. Todos os individuos analisados apresentaram numero diploide de 54
cromossomos e caridtipo constituido por cromossomos dos tipos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos. A heterocromatina constitutiva, identificada pelo
bandamento C, foi observada em pequenos blocos em dois pares cromossémicos no
caridtipo de T. diabolus e em grandes blocos centroméricos em varios pares
cromossémicos nos cariétipos de T. iheringi, T. zonatus e T. cf. mimonha. A impregnacéao
pelo nitrato de Prata e a hibridacdo com a sonda de DNAr 18S evidenciaram a existéncia
de apenas um par portador de regibes organizadoras de nucléolo (RONs) nas espécies
em T. diabolus, T. iheringi e T. cf. mimonha, e de dois pares portadores de DNAr 18S em
T. zonatus. O DNAr 5S foi observado em posicao intersticial do par 6 em T. iheringi, em
sintenia com ao DNAr 18S no par dois de T. diabolus, em posicao pericentromérica de
dois pares submetacéntricos, sendo um deles em sintenia com o DNAr 18S em T. zonatus
e em T. cf. mimonha, este DNAr foi localizado nos pares 3, 18 e 25, sendo sinténico ao
DNAr 18S no par 18. Apesar dos representantes destas quatro espécies de
Trichocycterus apresentarem namero diploide e formula cariotipica conservados, observa-
se padrbes especificos quanto a distribuicdo da heterocromatina e localizacdo das
sequéncias de DNAr, indicando que eventos de diferenciacdo cromossOémica neste grupo

de peixes estejam atuando diretamente sobre estas por¢cdes genémicas.

Palavras - chave: Trichomycterus, heterocromatina, DNAr 18S e 5S



ABSTRACT

The present study aimed to cytogenetic analysis and structural and molecular level
of four fish species of the genus Trichomycterus: T. diabolus, T. iheringi, T. zonatus and T.
cf. mimonha collected in different river basins in Brazil. Techniques were used for classical
cytogenetic (Giemsa, Silver nitrate impregnation, C-banding) and molecular with the
chromosomal location of genes for 18S and 5S rDNA. All individuals examined had a
diploid number 54 chromosomes and karyotype consisting of types of metacentric,
submetacentric and subtelocentric. The constitutive heterochromatin identified by C-
banding was observed in two small blocks in the karyotype of T. diabolus and large blocks
of centromeric several pairs in chromosomal karyotypes of T. iheringi, T. zonatus and T.
cf. mimonha. The Silver nitrate impregnation and hybridization with 18S rDNA probe
revealed the existence of only a couple carryng nucleolar organizing regions (NORS) on
the species T. diabolus, T. iheringi and T. cf mimonha, and two pairs carrying 18S rDNA in
T. zonatus. The 5S rDNA was observed in interstitial position 6 of the pair in T. iheringi, the
synteny with the two pair in 18S rDNA of T.diabolus in pericentromeric position of and two
pairs submetacentric, one being also a case of synteny with the 18S rDNA in T. zonatus
and T. cf. mimonha, this rDNA was located in the pairs 3, 18 and 25, and synteny in the
18S rDNA pair 18. Although representatives of these four species Trichomycterus present
diploid number and karyotypic formula preserved, three is specific about the distribuition
patterns of heterochromatin and location of rDNA sequences, indicating that chromosomal

differentiation events in this group of fish are acting directly on these genomic portions.

Key-words: Trichomycterus, heterochromatin, 18S and 5S rDNA.



1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais sobre a Citogenética de Peixes Neotropicais

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desenvolvimento nos ultimos anos,
devido basicamente & utilizacdo de novas técnicas para anélise cromossémica, o que tem
possibilitado a Citogenética contribuir mais efetivamente ndo s6 para estudos
taxondmicos e filogenéticos, como também para uma melhor compreensdo da estrutura
cromossbmica. Estes avangos técnicos tém se refletido também nos estudos
citogenéticos em peixes, resultando numa expanséo consideravel do numero de espécies
estudadas nos ultimos anos. Na regido Neotropical ja foram analisadas cerca de 1040
espécies de peixes de agua doce, sendo 475 espécies da ordem Characiformes, 318
espécies de Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e 199 espécies que nao
pertencem a superordem Ostariophysi (revisdo em Oliveira et al., 2007). Este
levantamento aponta ainda que cromossomos supranumerarios foram descritos para 38
espécies e que cromossomos sexuais foram relatados para 62 espécies, sendo 40
espécies com heterogametia feminina e 22 espécies com heterogametia masculina. Os
resultados recentes mostram um aumento substancial das informacgfes cariotipicas, se
comparados ao levantamento realizado por Oliveira et al. (1988a). No entanto, estes
dados séo ainda incipientes ao se considerar que possam existir cerca de 6.000 espécies
de peixes distribuidas nessa regiao biogeografica (Reis et al., 2003).

A crescente aplicacdo de técnicas de bandamento cromossdmico nos estudos
citogenéticos de peixes, notadamente as de bandas C e bandas de endonucleases de
restricdo, o emprego de fluorocromos base especificos, como a Cromomicina Az € 0
DAPI, permitiram ndo s6 uma melhor caracterizacdo da diversidade cariotipica, como
também o entendimento das relacBes evolutivas existentes entre diferentes taxons
(revisdo em Almeida-Toledo et al., 2000). Ultimamente, o desenvolvimento de sondas
especificas como aquelas para genes ribossémicos e de histonas, constituidas por DNA
de moderada repetitividade, ou as de DNA altamente repetitivo (DNA satélite) (Singer,
1982; Oliveira e Wright, 1998), em associacao ao advento da técnica de microdisseccao
cromossOmica (Kao, 1990; Meltzer et al., 1992), que possibilita o isolamento direto de
DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida, tem possibilitado a hibridizacao
em cromossomos metafasicos pela técnica denominada hibridacdo fluorescente in situ
(FISH). Esse tipo de abordagem citogenética em nivel molecular permite, ao se estudar

porcOes diferenciais da cromatina nos cromossomos, obter informagdes mais precisas



acerca da presenca ou ndo de determinadas sequéncias de DNA, detectar rearranjos
cromossémicos, determinar a origem de cromossomos, construir mapas génicos e até
mesmo estabelecer relacdes filogenéticas entre os componentes dos diferentes grupos de
organismos (revisao em Phillips e Reed, 1996; Oliveira e Wright, 1998; Henning et al.,
2008a).

O estudo citogenético continuo e sistematico de determinados grupos de peixes
tem levado ao esclarecimento de questbes taxondmicas, a identificacdo de espécies
cripticas, assim como a um melhor entendimento tanto da estrutura e variabilidade
cromossémica quanto dos processos evolutivos envolvidos na evolucdo do cariétipo dos
peixes Neotropicais (Oliveira et al., 2007). Esse tipo de abordagem tem sido aplicado, por
exemplo, em peixes da Ordem Gymnotiformes, notadamente em espécies do género
Eigenmannia. Analises citogenéticas realizadas nesse grupo a partir do final da década de
setenta, revelaram que a despeito da ocorréncia de uma Unica espécie identificada como
Eigenmannia virescens para os rios de varias bacias brasileiras, os dados citogenéticos
tém indicado para a ocorréncia de um complexo de espécies, com a identificacao até o
presente de pelo menos cinco citdtipos na bacia superior do rio Parana, dois citétipos no
rio Sdo Francisco, trés na regido Amazobnica, além de um extenso polimorfismo
cromossémico na ilha de Maraj6. Além de esclarecimentos citotaxondmicos, os estudos
citogenéticos nesse grupo evidenciaram a ocorréncia de distintos sistemas de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados na maioria dos citétipos (reviséao
em Almeida-Toledo e Foresti, 2001).

A aplicacdo de técnicas moleculares em alguns desses citétipos, como a marcacao
pelos fluorocromos Cromomicina Az e Mitramicina, permitiram caracterizar as regioes
heterocromaticas ligadas aos cromossomos sexuais como sendo regides ricas em pares
de bases GC em duas das espécies desse complexo. Do mesmo modo, a aplicacdo de
fluorocromos e endonucleases de restricdo, associadas as técnicas de coloracdo
convencional, trouxe esclarecimentos acerca dos mecanismos envolvidos na formacéo do
cromossomo Y em Eigenmannia sp2, corroborando com uma hip6tese anteriormente
postulada que sugeria que nessa espécie a diferenciacdo sexual estaria realmente
relacionada a regifes cromossémicas GC positivas (Almeida-Toledo et al., 2000).

O estudo sistematizado de outros grupos de peixes, como os efetuados em Hoplias

malabaricus (sintese em Bertollo et al., 2000; Born e Bertollo, 2002), Astyanax (sintese
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em Kavalco, 2008), Corydoras (Oliveira et al., 1988b; 1992), Triportheus (Artoni et al.,
2001; Artoni e Bertollo, 2002; Diniz et al., 2008) e Characidium (Alves et al., 2010) dentre
outros, também tem trazido importantes informacdes cariotipicas, muitas vezes

esclarecedoras de questdes genético-evolutivas relacionadas aos peixes Neotropicais.

1.2 Consideracdes sobre a familia Trichomycteridae

A familia Trichomycteridae representa um dos mais importantes componentes
taxondmicos de Loricarioidea. Com cerca de 210 espécies conhecidas (Ferraris, 2007) e
numerosas formas ainda ndo descritas, esta familia de peixes estd dividida em oito
subfamilias: Copionodontinae, Glanapteryginae, Sarcoglanidinae, Stegophilinae (incluindo
Pareiodontinae), Trichogeninae, Trichomycterinae, Tridentinae e Vandellinae (de Pinna,
1998).

A familia Trichomycteridae (de Pinna 1998), caracteriza-se como um grupo
monofilético porque exibe sete sinapomorfias, a maioria das quais estdo concentradas no
arco opercular suspensivo, estrutura altamente modificada que permite que esses peixes
possam ancorar em qualquer substrato ou em qualquer tecido de seus hospedeiros. Ja a
subfamilia Trichomycterinae caracteriza-se como um grupo ndo monofilético que inclui
atualmente oito géneros e aproximadamente 100 espécies (Wosiacki, 2002). O género
Trichomycterus, o mais especioso entre os Trichomycterinae, com mais de 50 espécies
reconhecidas (de Pinna e Wosiacki, 2003), caracteriza-se por apresentar grande
diversidade de formas, abrangente distribuicdo geografica e que geralmente forma
populacdes geograficamente isoladas, na maioria das vezes em cabeceiras de riachos,
resultando num elevado grau de endemismo (de Pinna e Wosiacki, 2003; Wosiacki e
Garavello, 2004; Wosiacki e de Pinna, 2007).

Apesar do grande numero de espécies e da ampla distribuicdo dos
Trichomycteridae pela regido Neotropical, apenas alguns estudos citogenéticos foram
realizados em representantes desse grupo (Arratia e Campos, 1997; Borin e Martins-
Santos, 1999; Sato et al., 2004; Torres et al., 2004, entre outros). O numero diploide varia
de 2n=50 em Trichomycterus sp. (Arratia e Campos, 1997) até 2n=64 em Vandellia

cirrhosa (Scheel, 1973), embora a maioria das espécies desta familia apresente 2n=54
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cromossomos (Sato et al., 2004). Entre as espécies do género Trichomycterus ocorre
significativa diferenciacdo em seus numeros diploides, sendo 2n=50 em Trichomycterus
sp. (Arratia e Campos, 1997), 2n= 52 em T. chiltoni (Arratia e Campos, 1997), 2n=54 em
T. davisi, T. paolence, T. spegazzini, T. stawiarski, T. auroguttatus, T. florensis, T.
reinhardti, (Borin e Martins-Santos, 1999; Torres et al., 1998; Gonzo et al., 2000; Sato et
al., 2004), 2n=56 em T. areolatus e T. diabolus (Arratia e Campos, 1997; Torres et al.,
2004), 2n=58 em T. laucaensis (Arratia e Campos, 1997) e 2n=62 em T. laucaensis
(Arratia e Veloso, 1980), bem como espécies com cromossomos B (Borin e Martins-
Santos, 2000; Torres et al., 2002) e casos de triploidia natural (Borin et al., 2002)

O conhecimento da estrutura molecular dos cromossomos das espécies e a
realizacdo do mapeamento genético de individuos de diferentes espécies e populacoes
de Trichomycterus, realizados com base na localizacdo de sitios repetitivos como dos
genes ribossomais 5S, 18S forneceram informagdes relevantes sobre a dindmica destes
genes e sobre os mecanismos de diversificagdo cromossomica, contribuindo com estudos

filogenéticos e evolutivos neste grupo de peixes.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos desenvolver a analise do cari6tipo e
aprofundar os estudos citogenético-moleculares em espécies e populacdes de peixes do
género Trichomycterus que ocorrem nos componentes hidrograficos das bacias dos rios
Tieté, Paranapanema e rio Grande, com a finalidade de:

a) ampliar o conhecimento sobre este grupo de peixes, estabelecendo e comparando a
constituicdo cariotipica de espécies que ocorrem nos componentes das bacias

hidrograficas dos rios Tieté, Paranapanema e Grande;

b) mapear a localizacdo dos genes de DNA repetitivo (DNA ribossémico 5S e 18S)
identificando sua posicdo cromossdmica e relacdo entre espécies e populacées, com a

utilizacéo da técnica de hibridagao in situ fluorescente (FISH);

c) identificar os mecanismos cromossomicos ocorridos na diferenciagdo deste grupo de

peixes envolvidos no seu processo evolutivo.
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13

Andlises cromossdmicas foram realizadas em 120 metafases de T. iheringi (8

espécimes: 5 fémeas e 3 machos); 90 metéfases de T. diabolus (10 espécimes: 4 fémeas

e 6 machos), 190 metafases de T. zonatus (17 espécimes: 4 fémeas e 13 machos) e em

84 metafases de T. cf. mimonha (17 espécimes: 6 fémeas e 11 machos). Os espécimes

foram coletados em riachos de trés bacias hidrograficas diferentes (Tabela 1 e Figura 1) e

apos identificacdo, foram depositados na colecéo de peixes do Laboratorio de Biologia e

Genética de Peixes de Botucatu.

Tabela 1: Exemplares de Trichomycterus analisados. F: fémeas e M: machos.

n° do
lote

LBP 10878

LBP 10879

LBP 10877

LBP 10876

Espécie

T. iheringi

T. diabolus

T. zonatus

T. cf. mimonha

Rio, Bacia, Municipio

Rio Roseira - rio Tieté -Bofete — SP

Rio Hortela — rio Paranapanema — Botucatu - SP

Rio Grande — Costeira do Sudeste — Ubatuba - SP

Rio Muzambo — rio Grande — Muzambinho — MG

F

M

13

11

Coordenadas

23°01°30”S - 48°19°50” O

22°55°24”S - 48°32°43” O

23°23°41”S - 45°07°17” O

21°20°46,8”S -46°30°47,170
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Figura 1: Mapa indicando os locais de coleta das espécies de Trichomycterus. 1. Rio Roseira, bacia do rio Tieté,
municipio de Bofete, SP (T. iheringi); 2. Rio Hortela, bacia do rio Paranapanema, municipio de Botucatu, SP (T.
diabolus); 3. Rio Grande, bacia Costeira do Sudeste, Ubatuba, SP (T. zonatus); 4. Rio Muzambo, bacia do rio Grande,
municipio de Muzambinho, MG (T. cf. mimonha).

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo de cromossomos metafasicos mitoticos

A técnica utilizada para obtengcédo de cromossomos metafasicos seguiu o protocolo
descrito por Foresti et al. (1981), com algumas adaptagfes. Essa metodologia envolveu
basicamente a inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos pela colchicina, a
hipotonizacdo das células em suspensdo e a fixacdo celular pela mistura de
metanol/acido acético. O procedimento consistiu em:

a) injetar, na regiao intra-abdominal, solu¢cdo aquosa de colchicina (0,025%) na propor¢cao
de aproximadamente 1 ml/ 100 g de peso do animal;

b) deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 50 minutos;

c) sacrificar o animal, retirando o rim e as branquias. Transferir o material para uma
pequena cuba de vidro, contendo 6 ml de solucao hipotdnica de KCI (0,075M);

d) dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo, complementando esse
processo com o0 auxilio de uma pipeta Pasteur, até obter uma solugcdo aquosa

homogénea;
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e) transferir a suspensao obtida para um tubo de centrifuga e deixar o tubo no interior de
uma estufa a 37°C por 21 min;

f) retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixador gelado (metanol e acido acético na
proporcao de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com uma pipeta Pasteur e
deixar repousar por 5 min a temperatura ambiente;

g) adicionar cerca de 10 ml de fixador e novamente agitar a mistura; levar a centrifuga
(2000 rpm) por 10 min;

h) retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 10 ml de fixador; centrifugar
por 10 min a 1.200 £ 100 rpm,;

i) pingar o material em laminas;

j) deixar secar ao ar.

As laminas podem ser guardadas no congelador, servindo, assim, para aplicacao

de técnicas de bandamento cromossdémico.

3.2.2 Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) pela impregnacéao
com nitrato de Prata (AgNO3)

Essa técnica caracteriza-se pela reacdo quimica da Prata metdlica com as
proteinas acidicas que comp&em o complexo de proteinas nas Regiées Organizadoras de
Nucléolos. O procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por Howell e

Black (1980), sendo utilizadas duas solucdes:

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

Solucédo B (solucdo de nitrato de Prata): 1g de AgNO3 dissolvida em 2ml de agua
destilada. Depois de preparadas essas solu¢des, devem ser mantidas em frascos escuros
a 4°C.

O procedimento para a coloragdo das RONs foi 0 seguinte:

a) hidrolisar o material por 3 min em HCL 1N a 60°C;
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b) secar as laminas. Pingar uma gota da solu¢do A e duas gotas da solucéo B sobre o

material na lamina e cobrir com laminula;

c) deixar as laminas sobre um suporte, no interior de um banho-maria a 60°C. Em
alguns minutos (aproximadamente 3), a mistura das solu¢cbes se torna marrom

dourada.
Lavar a lamina em agua destilada e deixar secatr;

d) corar com Giemsa na proporcdo 1:30 em tampao fosfato (pH = 6,7) por

aproximadamente 10 segundos;
e) deixar secar ao ar e corar com Giemsa a 5% por 3 minutos.

3.2.3 Identificacdo da heterocromatina constitutiva

Essa técnica caracteriza-se pela acdo sequencial de acido, base e solucéo salina
para eliminar seletivamente o DNA cromossGmico, permanecendo intactas somente
regides de heterocromatina, mais compactadas. O procedimento foi seguido conforme

descrito por Sumner (1972), com modificagdes, e constitui em:

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

b) lavar com 4gua destilada, a temperatura ambiente;

c) lavar a lamina em solugdo de hidroxido de Bario 5%, a 60°C, de 5 a 15
segundos;

d) lavar rapidamente em HCI 1N, a 60°C por alguns segundos;

e) incubar a lamina em 2xSSC, a 60°C, por 25 minutos

f) lavar com 4gua destilada a temperatura ambiente;

g) corar com Giemsa 5% por 10 minutos.

3.2.4 Preparacéo das sondas de DNAr 18S e 5S

Para o mapeamento dos sitios de DNAr 18S e 5S nos cromossomos metaféasicos

foram usadas a sonda de DNAr 18S obtida do peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka e
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Galetti Jr., 2004) e sonda de DNAr 5S obtida a partir da espécies Leporinus elongatus
(Martins e Galetti Jr., 1999). Para a amplificacao, foram utilizados 2ul de DNA molde, 1,5ul
de cada primer, juntamente com 5ul de tampéo da enzima Taq polimerase (10X), 0,3ul de
MgCl, (25mM), 1,25 pl de cada dNTPs (2mM cada), 0,5ul de Taq polimerase (5U/ul) e
agua Milli-Q 50upl.

A sonda de DNAr 18S foi marcada com biotina 14-dATP por meio da reacédo de
Nick translation (BioNick Labeling System — Invitrogen) seguindo as instrucdes do
fabricante.

A sonda de DNAr 5S foi marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied
Science) por meio de uma reacédo de PCR e os parametros para marcacao foram: 2ul de
DNA molde, 1,5ul de cada primer (10 ul), juntamente com 5ul de tampao da enzima Taq
polimerase (10X), 0,3 pl de MgCl; (25mM), 1,25ul de dATP, dCTP e dGTP e 0,8ul dTTP
(2mM cada), 0,7ul de Digoxigenina-11-dUTP, 0,5ul de Taq polimerase (5U/pl) e agua Milli-
Q gsq 50ul.

3.2.5 Hibridacgao Fluorescente in situ

O mapeamento do DNAr 18S e 5S, em cromossomos metafasicos, foi realizado
hibridacdo in situ fluorescente de acordo com o procedimento estabelecido por Pinkel et
al. (1986), com adaptacdes.

Dia 1: 3 pl de sonda marcada foram diluidos em 12 pl de solugdo de hibridacéo
(10% sulfato dextrato, 50% formamida e 20xSSC e Agua) e utilizados para cada lamina.
Essa solucdo foi desnaturada a 85°C por 10 minutos. Laminas com preparacdes
cromossOmicas fpram desnaturadas em solugéo de formamida 70% a 68°C por 3 minutos.
As laminas foram imediatamente lavadas em etanol 70% e desidratadas em série
alcodlica (70%, 85% e 100%) a -20°C. Apbs a série alcodlica e a desnaturacdo da
solugcédo, 15ul da solugdo de hibridagcdo foram colocados sobre cada lamina que foi
coberta com laminula de vidro (24x60) e incubadas em camara umida e escura a 37°C
por toda a noite.

Dia 2: Ap6s hibridacao, as laminas foram lavadas duas vezes em 0,4xSSC + 0,3%
Triton a 68°C por 2 minutos. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas duas
vezes em 2xSSC + 0,1 Triton por 2 minutos a temperatura ambiente. Apds essas

lavagens as laminas foram cobertas com 20 ul de solugao bloqueio (Leite em pd, 20xSSC,



18

e Agua) por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram brevemente
lavadas em 2xSSC e receberam 30 pl de solugdo de bloqueio com anticorpo (24 ul de
solucéo de bloqueio e 6 ul de antidigoxi-rodamina) e foram incubadas por 40 minutos em
camara umida e escura a 37°C. ApOs essa incubacdo as laminas foram lavadas
brevemente em 2xSSC e lavadas mais duas vezes em 2xSSC + 0,1 Triton por 2 minutos
a 43°C. Apés essa limpeza, as laminas foram enxaguadas em 2xSSC e cobertas com 22
Ml de Vectashield® Mounting Medium com DAPI (Vector). As laminas foram analisadas
em um fotomicroscopio Optico de fluorescéncia (Olympus BX61) e as imagens
metafdsicas foram capturadas usando o programa Image Pro Plus, 6.0 software
(MediaCybernetics).

3.2.6 Montagem dos cariotipos

Os cromossomos foram arranjados de acordo com os tipos metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), seguindo a classificacao
estabelecida por Levan et al., (1964), emparelhados com seus provaveis homélogos e

organizados em ordem decrescente de tamanho, para a disposicéao final do cariotipo.
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4. RESULTADOS

A andlise citogenética das quatro espécies de Trichomycterus evidenciou um
namero diploide constante de 54 cromossomos, sendo o0 caribtipo constituido por
cromossomos dos tipos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos (Figura 2a, c,
e, g). A heterocromatina constitutiva revelou expressiva variagdo com relacdo a sua
distribuicdo entre as espécies analisadas. Nas preparacdes dos individuos de T. diabolus,
foram observados apenas pequenos blocos heterocromaticos nos pares 2 e 18 (Figura
2b), ja em T. iheringi a heterocromatina constitutiva esta distribuida em grandes blocos
intersticiais nos pares 2, 3, 7, 8, 18, 19 e 23 (Figura 2d). Trichomycterus zonatus
apresentou blocos pericentroméricos heterocromaticos na maioria dos cromossomos,
além de blocos intersticiais em posicédo coincidente com as RONs (Figura 2f), enquanto
em T. cf. mimonha foram observados blocos reduzidos de heterocromatina na regiao
centromérica de todos os cromossomos (Figura 2h).

O resultado da amplificacdo das sequéncias para o DNAr 18S e 5S sdo mostrados
na figura 3 (a, b, c, d). A impregnacéao pelo nitrato de Prata e a hibridacdo com a sonda de
DNAr 18S evidenciou RONs em posicdo intersticial no par cromossémico metacéntrico
namero dois em T. diabolus, T. iheringi e T. cf. mimonha, enquanto que em T. zonatus, a
RONs foi marcada no par metacéntrico nUmero um (destaque nas Figuras 2a,c,e,g e
3a,b,c,d — em vermelho). O DNAr 5S foi localizado em sintenia ao DNAr 18S em T.
diabolus (Figura 3a — em verde), intersticialmente no par numero 6 em T. iheringi (Figura
3b — em verde) e intersticialmente no par numero 19 em T. zonatus (Figura 3c — em
verde). Ja em T. cf. mimonha, as marcacdes aparecem nos pares 3, 18 e 25, além de

estar em sintenia com o DNAr 18S (Figura 3d — em verde).
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Figura 2: Cariétipos de T. diabolus, T. iheringi, T. zonatus e T. cf. mimonha apds coloragdo convencional com

Giemsa (a,c,e, g) e bandamento C (b,d,f, h), respectivamente.



Figura 3: Hibridag&o in situ (FISH) com sondas de DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde). Em a, metafase de T.

diabolus, em b, metafase de T. iheringi, em ¢, metafase de T. zonatus e em d, metafase de T. cf. mimonha.
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5.DISCUSSAO

As quatro espécies de peixes do género Trichomycterus analisadas no presente
estudo apresentaram uma macroestrutura cariotipica conservada, com cariétipo formado
por 54 cromossomos (2n=54), distribuidos em 34 cromossomos metacéntricos, 12
submetacéntricos e 8 cromossomos subtelocéntricos (Figuras 2a, c, e, g). Apesar de
estas espécies apresentarem o mesmo numero dipléide, também comum para as demais
espécies do género Trichomycterus ja estudadas, a observacéo cuidadosa da morfologia
dos cromossomos das amostras analisadas, em comparacdo aos dados disponiveis na
literatura, indica que a férmula cariotipica encontrada ndo € compartilhada com nenhum
outro representante desse grupo (revisdo em Sato et al., 2004).

Os dois primeiros pares metacéntricos em T. iheringi e T. diabolus possuem
tamanho semelhantes e sdo 0s maiores cromossomos do cariétipo, caracteristica
compartilhada apenas com T. davisi e T. stawiarski (bacia do rio Iguacu), descritos por
Borin e Martins-Santos (2000) e T. aff. itatiyae (bacia do rio Tibagi), caracterizada por
Sato et al. (2004). Em T. zonatus e T. cf. mimonha o maior par cromossdmico € o primeiro
metacéntrico, que difere em tamanho dos demais, sendo maior também que o segundo
par, caracteristica encontrada em T. florensis (bacia do rio Paraiba do Sul), T. reinhardti
(bacia do rio Grande) e T. auroguttatus (bacia do rio Doce) (Sato et al., 2004), T. paolence
(bacia do rio Paranapanema) (Torres et al., 1998), T. spegazzini (Nordeste da Argentina)
(Gonzo et al., 2000) e Trichogenes longipinnis (Ubatuba, SP) (Lima e Galetti Jr., 1990).

As variagbes de tamanho observadas entre os pares cromossdmicos 1 e 2 de
diferentes espécies de Trichomycterus podem se caracterizar como significativos
marcadores para grupos de espécies diretamente relacionadas. Ja polimorfismos
numericos, como 0S cromossomos extras relatados ocorrer em T. paolence (Torres et al.,
2002) e T. davisi (Borin e Martins-Santos, 2000), ndo foram detectados nas espécies
estudadas no presente trabalho. A variabilidade cariotipica observada entre diferentes
espécies de Trichomycterus parece indicar que rearranjos cromossémicos estruturais
tiveram um papel importante na diversidade cariotipica destas espécies e que inversdes
pericéntricas (além de adi¢cdes e exclusbes) podem ter sido 0s mecanismos principais
responsaveis pela diferenciacdo cariotipica deste grupo de peixes (Borin e Martins-
Santos, 2000).
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Outro marcador comum das espécies de T. iheringi, T. diabolus e T. cf. mimonha
analisadas, € a presenca de RONs simples em posicédo intersticial dos bragos longos do
par cromoss6mico namero dois (Figura 2a e 2c, quadro), caracteristica confirmada pela
marcacao obtida com a sonda de DNAr 18S. Essa caracteristica também é compartilhada
com T. aff. itatiyae (Sato et al., 2004) e Trichogenes longininnis (Lima e Galetti Jr., 1990).
Ja em T. zonatus, a RON foi localizada no braco longo do primeiro par metacéntrico. Por
outro lado, T. reinhardti e T. auroguttatus apresentam RONs em posic¢do intersticial dos
bracos curtos de um par submetacéntrico. Os dados apresentados evidenciam que RONs
localizadas em apenas um par cromossOmico (RONs simples) constituem uma
caracteristica marcante do género Trichomycterus e as variagdes observadas quanto a
localizacdo cromossdmica deste DNAr podem estar relacionadas a rearranjos estruturais
ocorridos durante o processo de diferenciacdo de alguns representantes desse grupo de
peixes.

O bandamento C revelou significativas diferencas quanto a quantidade e ao padréo
de distribuicdo de heterocromatina constitutiva nas espécies analisadas, sendo que T.
iheringi possui grande quantidade dessa por¢cdo cromatinica espalhada pelo cariétipo
(Figura 2d) e T. diabolus possui apenas dois pares cromossémicos com pequenos blocos
heterocromaticos (Figura 2b). Em T. zonatus, assim como nas espécies T. davisi, T.
stawiarski e Trichomycterus sp. (Borins e Martins-Santos, 2000) também sao observados
grandes blocos heterocrométicos em varios pares cromossdmicos (Figura 2f). E T. cf.
mimonha, apresentou blocos reduzidos de heterocromatina, na regido centromérica de
todos os cromossomos (Figura 2h). Segundo Borin e Martins-Santos (2000), a ocorréncia
de cromossomos com grandes blocos heterocromaticos em espécies diretamente
relacionadas dentro dos Trichomycteridae poderia reforcar a hipétese de monofiletismo
para esta familia. Nas espécies T. iheringi, T. diabolus e T. cf. mimonha do presente
trabalho, assim como Trichogenes longipinnis (Lima e Galetti, 1990), Trichomycterus
paolence (Torres, Foresti e Oliveira, 1998), T. davisi, T. stawiarski e Trichomycterus sp
(Borin e Martins-Santos, 1999) apresentam um bloco de heterocromatina marcando a
regido intersticial do brago longo do primeiro par submetacéntrico. Este mesmo par
cromossOmico apresentou, além das marcagdes intersticiais, blocos em regido telomérica

em T. zonatus.
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A conservacdo no numero dipléide, da férmula cariotipica e do padrdo de
distribuicdo das RONs entre as espécies de Trichomycterus analisadas neste estudo, em
contraposicao aos diferentes padrées de distribuicdo da heterocromatina, apontam que
essa por¢cao cromatinica pode estar desempenhando umpapel importante no processo de
diversificacao destas espécies.

Experimentos de hibridacdo in situ fluorescente usando sonda para DNAr 5S
revelaram a localizacdo desta sequéncia génica em cromossomos distintos em T. iheringi
e T. diabolus. O DNAr 5S normalmente se localiza em cromossomos distintos do DNAr
18S em eucariotos superiores (Martins e Galetti, 1999). Esta condicdo possivelmente se
deve ao fato de que, se localizadas em loci cromossdmicos distintos, estas sequéncias
poderiam evoluir independentemente. Por outro lado, deve ser considerado que estes
segmentos de DNA ribossomal possuem dinamicas funcionais diferentes e acabam por
requerer distanciamento fisico (Martins e Galetti, 2000). No entanto em T. iheringi o DNAr
5S foi localizado intersticialmente em um par metacéntrico, independente do DNAr 18S,
em T. diabolus essas sequéncias génicas foram localizadas em sintenia, estando ambas
co-localizadas no par de cromossomos numero 2. J4 em T. zonatus, o 18S foi localizado
na regido pericéntrica do par 1, em posicao terminal dos bragcos longos de um dos
homadlogos do par 18 e no par cromossdmico numero 24, em sintenia com o DNAr 5S,
gue também aparece em uma marcacao individual, no par 19. Na espécie T. cf. mimonha
o DNAr 18S foi evidenciado em posicao intersticial do braco curto no par 24, enquanto o
DNAr 5S apareceu nos pares 3, 18 e 25, além de marcar uma sintenia ao DNA repetitivo
18S. Os distintos padrdes de heterocromatinizacdo cromossémica observados podem ter
contribuido para a ocorréncia de rearranjos que determinaram a redistribuicdo destas
sequéncias ribossémicas ao longo do processo de diversificacdo das espécies.

Embora diferentes eventos possam ter atuado no processo de diversificacdo
cariotipica entre as espécies T. iheringi, T. diabolus, T. zonatus e T. cf. mimonha, a
heterocromatina constitutiva parece exercer papel predominante no processo de
diferenciacdo cromossdmica, determinando um processo dindmico na microestrutura dos
elementos gendmicos nestas espécies. Considera-se, pois, que 0 estudo desta porcéo
cromatinica com o uso de técnicas moleculares podera trazer importantes informacdes e
possibilitar um melhor entendimento das relacdes evolutivas existentes nesse grupo de

peixes.
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