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Resumo

No presente estudo, foram analisadas citogeneticamente cinco espécies de peixes pertencentes
ao género Trichomycterus: T. diabolus, T. iheringi, T. zonatus, Trichomycterus cf. mimonha e
Trichomycterus sp., provenientes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras. Foram
utilizadas as técnicas de citogenética classica (coloragdo com Giemsa, localizagdo das RONs
pela marcagdo com nitrato de Prata e bandamento C) e cito-moleculares (Hibridacao
Fluorescente in situ — FISH com sondas de DNAr 5S e 18S e o snDNA U2). Todas as
espécies apresentaram nimero diploide de 2n=54 cromossomos com variagdes em sua
formula cariotipica. Trichomycterus diabolus, T. iheringi, T. zonatus e Trichomycterus cf.
mimonha apresentaram seu caridtipo com 34m + 12sm + 8st e Trichomycterus sp. apresentou
36m + 10sm + 8st, além da ocorréncia de cromossomos supranumerdrios. As espécies
também revelaram diferencgas em relacdo ao tamanho dos dois primeiros pares cromossdmicos
do cariotipo, onde Trichomycterus sp. e T. diabolus apresentaram o primeiro ¢ segundo
metacéntrico de tamanho semelhante e maiores em relagdo aos demais cromossomos,
enquanto em T. zonatus, Trichomycterus cf. mimonha e T. iheringi apenas o primeiro
metacéntrico foi considerado o maior par. O bandamento C evidenciou blocos
heterocromaticos instersticiais nos pares 2, 3, 7, 8, 19 ¢ 23 de T. iheringi e no par 18 de T.
diabolus, sendo que as demais espécies apresentaram blocos centroméricos de diferentes
tamanhos espalhados por quase todo o caridtipo. As RONs foram identificadas em apenas um
par cromossomico e foram coincidentes com a hibridag@o fluorescente in situ realizada com a
sonda para DNAr 18S, com excecdo de T. zonatus e Trichomycterus sp. que apresentaram
marcagdes centroméricas no primeiro par € em um pequeno metacéntrico, respectivamente. A
hibridacdo com a sonda para DNAr 58S revelou resultados mais diversos, sendo detectado um
par para T. diabolus e T. iheringi, dois pares em T. zonatus e Trichomycterus sp. e trés pares
em Trichomycterus cf. mimonha. Além disso, todas as espécies apresentaram clusters de
DNAr 5S e 18S em sintenia, com excecdo de T. iheringi. De forma oposta, o snDNA U2 esta
distribuido de forma conservada e em sintenia com o DNAr 18S nas espécies T. diabolus, T.
cf. mimonha e Trichomycterus sp. Ainda, todas estas espécies apresentaram a co-localizagao
destes genes com sitios de DNAr 5S. Os dados apresentados revelaram significativos
marcadores citotaxondmicos para este grupo de peixes e contribuiram com informagdes de
interesse para o conhecimento do processo de diferenciacdo entre as espécies de

Trichomycterus.
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Abstract

In the present study five species of fish from the genus Trichomycterus were analyzed
cytogenetically, including T. diabolus, T. iheringi, T. zonatus, Trichomycterus cf. mimonha
and Trichomycterus sp., collected at different Brazilian basins. The analyses involved
classical (Giemsa conventional staining, localization of NORs for silver nitrate marking and
C-banding) and molecular cytogenetic techniques (fluorescent in situ hybridization with
ribosomal 5S and 18S, and U2 snDNA probes). All species showed diploid number of 2n = 54
chromosomes with variations in karyotype formula. Trichomycterus diabolus, T. iheringi, T.
zonatus and Trichomycterus cf. mimonha presented their karyotype with 34m + 12sm + 8st
and Trichomycterus sp. presented 36m + 10sm + 8st, besides the occurrence of
supernumerary chromosomes. The species also reveals differences in relation to the size of
the first two chromosome pairs of the karyotype, where Trichomycterus sp. and T. diabolus
presented the first and second metacentric with similar size and larger than the other
chromosomes, while in T. zonatus, Trichomycterus cf. mimonha and T. iheringi only the first
metacentric was considered the largest pair. The constitutive heterochromatin showed
interstitial blocks in pairs 2, 3, 7, 8, 19 and 23 in T. iheringi and the par 18 in T. diabolus and
the other species presented centromeric blocks with different sizes spread throughout the
greater part of the karyotype. NORs were identified in only one chromosome pair and were
coincident with the fluorescent in situ hybridization using probes of 18S rDNA, except for T.
zonatus and Trichomycterus sp. that showed additional centromeric signals on the first pair
and other small metacentric, respectively. FISH using the probes of 5S rDNA was
differentially distributed in the different species, with one chromosome pairs detected in T.
diabolus, two pairs in T. iheringi, T. zonatus and three pairs in Trichomycterus sp. and T. cf.
mimonha. In addition, all species showed the clusters of 5S and 18S rDNA in syntenic, except
for T. iheringi. Conversely, the snDNA U2 was distributed conservatively and syntenic with
the 18S rDNA in T. diabolus, T. cf. mimonha and Trichomycterus sp. Finally, all analyzed
species showed co-localization of these two genes and the 5S rDNA. The presented data
showed significant cytotaxonomic markers for this group of fish and important information to

understanding the process of differentiation between the species of Trichomycterus.
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Introducéo

1 Introducéo
1.1 A Citogenética e os Peixes Neotropicais

Os peixes constituem mais da metade do numero total de representantes entre os
vertebrados existentes, com aproximadamente 27.977 espécies descritas. Deste total, 26.761
espécies sdo Actinopterygii, individuos que possuem nadadeiras com raios, 1.100 sdo
Chondrichthyes, formados por tubardes, raias e quimeras, 108 sdo Myxinoidea e
Petromyzontoidea, que abrange os grupos de feiticeiras e lampreias e oito sdo Sarcoptrygii
(Nelson 2006). A regido Neotropical estd localizada na area compreendida pela América
Central ¢ América do Sul, com aproximadamente 5000 espécies de peixes de agua doce
descritas até o momento (Reis et al. 2013).

Do ponto de vista citogenético, ja foram analisadas 3.425 espécies e/ou subespécies de
peixes em todo o planeta, sendo que este nimero representa um pouco mais de 12% do total
de espécies de peixes existentes, relacionadas em 62 ordens, 515 familias, 27977 espécies. No
entanto, para algumas ordens e familias, ainda ndo existe nenhum tipo de informacgao
cromossomica disponivel, enquanto ordens como Characiformes, Cypriniformes e
Siluriformes sdo as que se encontram mais bem estudadas sob o ponto de vista cariotipico
(Arai 2011).

As andlises das informagdes citogenéticas disponiveis apontam que os peixes
Neotropicais de 4gua doce estdo bem representados, existindo dados citogenéticos disponiveis
para os principais grupos, notadamente para os Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes
(Oliveira et al. 2007). Estes dados cariotipicos demonstram que os peixes desta regidao
geografica apresentam alta variabilidade cariotipica, com a ocorréncia de significativos
polimorfismos cromossdmicos intra e interespecificos, que vao desde a variagdo nos numeros
diploides e férmulas cariotipicas até a ocorréncia de cromossomos B e cromossomos sexuais

(Oliveira et al. 2007).

1.2 Avancos na Citogenética de Peixes Neotropicais

A aplicagdo de técnicas de bandamento cromossdmico, notadamente as de bandas C,
bandas de endonucleases de restricdio e a de localizacdo de sequéncias repetitivas nos
cromossomos por meio de hibridacdo in situ fluorescente (FISH), permitiu um rapido e
consistente desenvolvimento dos estudos citogenéticos nos ultimos anos e tem possibilitado
uma contribuicdo mais efetiva ndo so para estudos taxondmicos e filogenéticos, como também

para uma maior compreensdo da estrutura cromossdmica dos representantes deste grupo de
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organismos (Almeida-Toledo et al. 2000, Phillips ¢ Reed 1996; Oliveira ¢ Wright 1998). O
DNA repetitivo engloba a organizacdo de sequéncias gendmicas com caracteristica de
repeticdo e ¢ caracterizado por apresentar alta variabilidade, constituindo uma fragao
consideravel do genoma da maioria dos eucariotos (Wagner et al. 1993; Charlesworth et al.
1994). Esse DNA repetitivo pode ser classificado em trés classes principais, sendo a primeira
composta por repeti¢des in tandem, que inclui as sequéncias de DNAs satélites, minissatélites
e microssatélites; a segunda classe € composta basicamente por elementos transponiveis (TEs)
que englobam sequéncias de transposons e retrotransposons, enquanto a terceira classe ¢
composta por familias multigénicas, representadas por sequéncias repetidas codificadoras,
como € o caso de genes ribossomais e histonicos (Sumner 2003; Nagoda et al. 2005).

A aplicacdo de metodologias de estudos citogenéticos em nivel molecular,
notadamente pela técnica de FISH, € possivel realizar a identificacdo de por¢des diferenciadas
da cromatina nos cromossomos, a obten¢do de informagdes mais precisas acerca da presenca
de sequéncias especificas de DNA, a ampliacdo do conhecimento sobre a estrutura e fungdo
cromossdmica, a detec¢do de rearranjos cromossomicos, a construcao de mapas génicos e até
mesmo estabelecimento de relagdes filogenéticas entre os componentes dos grupos bioldgicos
(revisao em Phillips ¢ Reed 1996; Oliveira e Wright 1998; Henning et al. 2008).

O mapeamento cromossomico de DNA repetitivo vem sendo utilizado com sucesso
nos estudos citogenéticos em peixes. Nos ultimos anos, a localizagdo fisica de elementos
transponiveis nos cromossomos mitoticos permitiu avangos no entendimento da dindmica e
evolucdo dessa classe de DNA repetitivo no genoma das espécies. Utilisando o mapeamento
de elementos retrotransponiveis Rex1 e Rex3 em peixes da familia Loricariidae, Ferreira et al.
(2010) observaramum padrdo de distribuicdo disperso em regides eucromadticas e
heterocrométicas para ambos os elementos, sugerindo que estas sequéncias estariam
evoluindo juntas ou pela acdo do mesmo mecanismo. Por outro lado, mapeando os elementos
Rex1, Rex3 e Rex6 em peixes ciclideos, além de observarem a distribuicdo destas sequéncias
de forma dispersa no genoma, Valente et al. (2010) também detectaram grandes blocos
pericentroméricos marcados em algumas espécies, postulando que esses elementos sio
capazes de se acumular em regides gendmicas especificas dentro de cada grupo de peixes.

A deteccdo de repeticdes teloméricas também vem sendo realizada com frequéncia,
visando elucidar os processos envolvidos na evolugdo cariotipica em diferentes grupos.
Estudando dois citétipos de Gymnotus carapo que se apresentaram com 40 e 42
cromossomos, Milhomem et al. (2008) detectaram a exist/éncia de sitios teloméricos

intersticiais (ITS) nos cromossomos do citotipo com 2n=40, que possivelmente foram
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originados a partir de fusdo céntrica ocorrida envolvendo cromossomos do citdtipo com
2n=42 cromossomos, sugerindo a existéncia de espécies cripticas neste grupo.

Além das abordagens citadas, o mapeamento fisico de sequéncias repetitivas
codificadoras também tem colaborado para um melhor entendimento da diversificacdo
cromossOmica em alguns grupos dos peixes. Hashimoto et al. (2011), ao localizarem os genes
para histonas H1 e DNAr 5S em trés espécies do género Astyanax, afirmaram que a presenca
destes genes em sintenia em um Unico par cromossomico seria uma condicdo comum para
esse género. Além disso, postularam que A. bockmanni e A. fasciatus sdo mais relacionados
entre si do que A. altiparanae pelo fato de ambas as espécies possuirem clusters adicionais de
5S DNAr em um par cromossdmico acrocéntrico, caracteristica ndo compartilhada pela tltima
espécie. Ainda, o sequenciamento dos genes confirmou os resultados filogenéticos obtidos
pela citogenética.

Estudos como estes fornecem informagdes sobre a organizagdo estrutural de
determinadas sequéncias repetitivas e sua dindmica no cariotipo dos organismos, revelando a
importancia do DNA repetitivo na evolugcdo de genomas dos eucariotos, bem comopermitem

investigar as forcas evolutivas as quais estas sequéncias estdo submetidas.

1.3 Considerages sobre a familia Trichomycteridae

A familia Trichomycteridae representa um dos mais importantes componentes
taxondmicos de Loricarioidea, com cerca de 210 espécies conhecidas e numerosas formas
ainda ndo descritas (Ferraris 2007). Esta familia de peixes est4 dividida em oito subfamilias
representadas como Copionodontinae, Glanapteryginae, Sarcoglanidinae, Stegophilinae
(incluindo Pareiodontinae), Trichogeninae, Trichomycterinae, Tridentinae e Vandelliinae e
caracteriza-se como um grupo monofilético, pois exibe sete sinapomorfias, a maioria das
quais 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 (de Pinna 1998). Por outro lado, a subfamilia Trichomycterinae caracteriza-se
como um grupo ndo monofilético que inclui atualmente oito géneros e aproximadamente 100
espécies (Wosiacki 2002). O género Trichomycterus, considerado o mais especioso dentro de
Trichomycterinae, apresenta cerca de 120 espécies descritas (Sarmento-Soares et al. 2011) e
caracteriza-se pela grande diversidade de formas, ampla distribui¢do pela regido Neotropical e
por geralmente formar populagdes geograficamente isoladas, na maioria das vezes em
cabeceiras de riachos, resultando num elevado grau de endemismo (de Pinna e Wosiacki

2003; Wosiacki e de Pinna 2007).
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Apesar do grande nimero de espécies e da ampla distribuicdo dos representantes da
subfamilia Trichomycteridae pela regido Neotropical, apenas alguns estudos citogenéticos
foram realizados em representantes deste grupo (Arratia e Campos 1997; Borin e Martins-
Santos 1999; Sato et al. 2004; Torres et al. 2004). O niimero diploide entre os representantes
deste grupo varia de 2n=50 cromossomos em Trichomycterus sp. (Arratia ¢ Campos 1997) até
2n=64 em Vandellia cirrhosa (Scheel 1973), embora a maioria das espécies desta familia
apresente 2n=54 cromossomos (Sato et al. 2004). No entanto, entre as espécies de
Trichomycterus foi observada significativa diferenciacdo em relagdo ao nimero diploide, que
variou de 2n=50 em Trichomycterus sp. (Arratia e Campos 1997) a 2n=62 em T. laucaensis
(Arratia e Veloso 1980), bem como com relagdo a espécies portadoras de cromossomos B
(Borin e Martins-Santos 2000; Torres et al. 2002) e casos de triploidia natural (Borin et al.
2002).

Os estudos citogenéticos mais significativos relacionados as espécies de
Trichomycterus foram realizados em T. davisi, T. stawiarski e Trichomycterus sp. (Borin e
Martins-Santos 2000), espécies que apresentam cariétipos com 54 cromossomos,
provenientes do rio Iguagu, bacia do Rio Parani. Nestas andlises, a heterocromatina foi
localizada em pequenos blocos centroméricos, intersticiais e/ou terminais em diferentes pares
cromossomicos nos cariotipos dos representantes das trés espécies, indicando que esta por¢ao
cromatinica poderia estar desempenhando importante papel no processo de diferenciacdo
cariotipica deste grupo. Por outro lado, as RONs foram localizadas em posi¢ao intersticial no
segundo par de cromossomos para as trés espécies, foram banda-C negativas e intensamente
marcadas pelo fluorocromo Cromomicina A3, que evidenciou, além dos sitios ribossomais, as
regides heterocromaticas do primeiro par metacéntrico e do primeiro par submetacéntrico,
indicando a existéncia de regides heterocromaticas ricas em bases GC nestes cromossomos
(Borin e Martins-Santos 2000), bem como a natureza heterogénea da heterocromatina
constitutiva presente nos cromossomos destas espécies.

Pode ser considerado, portanto, que andlises citogenéticas em nivel molecular, com
mapeamento fisico de diferentes sequéncias repetitivas, poderdo fornecer maiores
informacdes sobre 0s mecanismos envolvidos na manutencdo da macroestrutura
cromossomica e também sobre os polimorfismos observados na microestrutura cariotipica

deste grupo de peixes.
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1.4 Cromossomos supranumerarios

Os cromossomos B, também conhecidos como supranumerarios, sdo considerados
elementos gendmicos adicionais presentes no genoma dos eucariotos, ndo fazendo parte do
complemento padrdo cromossdmico, denominado como complemento A, por ndo se
enquadrarem as leis Mendelianas de hereditariedade (Camacho et al. 2000). Esses elementos
ocorrem em cerca de 15% das espécies eucarioticas (Jones 1982) e ja foram registrados em
espécies de fungos, plantas e animais (Camacho et al. 2005). Atualmente, muitos estudos vém
sendo realizados em busca de uma melhor compreensdo sobre a origem, fungdo e evolugdo
destes elementos no genoma dos organismos.

A presenga de cromossomo B ja foi relatada em cerca de 38 espécies de peixes da
regido Neotropical (Oliveira et al. 2007). Alguns trabalhos envolvendo estudos sobre a
estrutura a composi¢do destes cromossomos em peixes, como os realizados em Astyanax
scabripinnis (Mestriner et al. 2000), Prochilodus lineatus (Maistro et al. 1999; Jesus et al.,
2003 e Artoni et al. 2006) e Characidium (Pansonato-Alves et al. 2014), apontam para a
origem dos cromossomos B existentes possivelmente a partir de elementos gendmicos do
complemento A.

Embora um padrdo de estrutura cariotipica esteja bem estabelecido para os
representantes do género Trichomycterus, casos de polimorfismos numéricos devidos a
existéncia de cromossomos supranumerarios ja foram evidenciados, como aqueles
encontrados em Trichomycterus paolence (Torres et al. 2002), Trichomycterus davisi (Borin e
Martins-Santos 2000) e Trichomycterus diabolus (Torres et al. 2004). Entretanto, so
necessarias mais analises citogenéticas entre os representantes deste grupo de peixes para se

determinar com mais precisdo o real significado destes elementos gendmicos na sua evolugao.
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2 Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram em analisar o caridtipo e aprofundar os
estudos citogenéticos moleculares em diferentes espécies e populagdes de peixes do género
Trichomycterus provenientes de diferentes componentes hidrograficos brasileiros, utilizando o
mapeamento de sequéncias repetitivas, com a finalidade de:

- ampliar o conhecimento geral sobre as caracteristicas do genoma neste grupo de
peixes, estabelecendo e comparando a estrutura cariotipica de espécies que estdo isoladas em
diferentes componentes hidrograficos;

- mapear as sequéncias repetitivas do tipo DNAr 58S, 18S e snRNA U2 que constituem
porcdes representativas do genoma destas espécies, consideradas como componentes chaves
para a compreensdao dos mecanismos de evolugdo e diferenciagdo cariotipica;

- verificar se as sequéncias de DNA repetitivo mapeadas fisicamente representam
causa ou consequéncia do processo de diferenciacdo cromossdmica dentre os Trichomycterus.

- identificar os mecanismos envolvidos no processo de diferenciagdo e evolugdo

cromossomica deste grupo, bem como as relagdes entre as espécies na sua diversificacao.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Materiais
3.1.1 Espécies estudadas e locais de coleta

No presente trabalho foram analisadas cinco espécies de peixes do género
Trichomycterus, sendo T. iherengi, T. diabolus, T. zonatus, T. cf. mimonha e Trichomycterus
sp. coletados em diferentes componentes de bacias hidrograficas brasileiras, conforme
indicado na Tabela 1; Figuras 1 e 2. De cada individuo foram retirados fragmentos de tecido
renal para estudos citogenéticos e também fragmentos do figado, que foram fixados em etanol
95% para estudos moleculares posteriores. Os exemplares utilizados na amostragem foram
fixados em formol 10%, conservados em alcool 70% e ap6s identificacdo, foram depositados
na colecdo de Peixes do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de

Morfologia, UNESP de Botucatu-SP.

Tabela 1. Exemplares de peixes do género Trichomycterus analisadas. LBP: Colecao de
Peixes Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias de Botucatu,

UNESP. N: Numero de espécimes analisadas.

Espécies LPB Localidade N Coordenadas
T. iheringi LBP 10878 Rio Roseira — Tieté — Bofete, SP 59348 23°01°30”S
48°19°50”0
T. diabolus LBP 10879 Rio Hortela - Paranapanema — 49 64 22°55°24”S
Botucatu, SP 48°32°4370
T. zonatus LBP 10877 Rio Grande - Costeira do Sudeste — 49 138 23°23°41”’S
Ubatuba, SP 45°07°17°0
T. cf. mimonha LBP 10876 Rio Muzambo - Grande — 62 1138 21°20°46”S
Muzambinho, MG 46°30°47°0
Trichomycterus LBP 19564 Corrego da Quinta — Tieté — 49 78 23°06°30,7”S

sp Itatinga, SP 48°30°18,1”0
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Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta de espécies e populagdes de Trichomycterus. 1
Rio Roseira, bacia do Rio Tieté — Bofete, SP, Trichomycterus iheringi; 2 Rio Hortela, bacia
do Rio Paranapanema — Botucatu, SP, T. diabolus; 3 Rio Grande, bacia Costeira do Sudeste
— Ubatuba, SP, T. zonatus; 4 Rio Muzambo , bacia do Rio Grande — Muzambinho, MG,
Trichomycterus cf. mimonha; 5 Coérrego da Quinta, bacia do Rio Tieté — Itatinga, SP,

Trichomycterus sp.

3.2 Meétodos

Nas analises citogenéticas convencionais foram utilizados os métodos de estimulagao
de mitoses (Cole e Leavens 1971), preparagdes diretas de células (Foresti et al. 1993),
marcacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) segundo (Howell e Black 1980) e
identificacdo da heterocromatina constitutiva (Sumner 1972).

Para a analise citogenética molecular foram utilizados foi utilizada a técnica de FISH
na localizacdo cromossdmica das sequéncias de DNAr 5S e 18S, non-coding e DNA U2,

sequéncias.
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Figura 2: Fotos de exemplares das espécies analisadas. (a) Trichomycterus iheringi; (b) T.
diabolus; (c¢) T. zonatus; (d) Trichomycterus cf. mimonha; (e) Trichomycterus sp. A barra

equivale a Iem.

3.2.1 Estimulagéo de Mitoses

Para obtengdo de maior nimero de células em mitose foi utilizada a técnica de
estimulagdo de divisdo celular por meio da inoculagdo intramuscular de suspensdo de células
de fermento biologico, conforme técnica descrita por Cole e Leavens (1971) para anfibios e
répteis e adaptada para peixes por Oliveira et al. (1988a). O procedimento utilizado consistiu

cm:

1) preparar uma solug¢do de fermento biologico (Fleischmann) na seguinte propor¢ao:
0,5 g de fermento, 0,5 g de agucar e 7 ml de 4gua destilada;

2) incubar a solugdo em uma estufa (37°C) por cerca de 10 minutos;

3) injetar a solucdo dorso-lateralmente no peixe na propor¢do de 1 ml por 100 g de
peso do animal;

4) deixar o animal em aquario aquecido e bem aerado, por cerca de 48 horas.

Fragmentos de tecidos de rim e branquias foram utilizados para a obtencdo de

preparacdes cromossdmicas visando o estudo cariotipico das espécies.

3.2.2 Obtenc¢do de Cromossomos Metafésicos
A técnica utilizada para obtengdo de cromossomos metafisicos seguiu a descri¢ao de
Foresti et al. (1993), com algumas adaptacdes. Essa metodologia envolve basicamente, a

inibicdo da polimerizagdo dos microtubulos pela colchicina e a hipotonizacdo das células em
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suspensdo in vitro, seguindo-se a fixacdo celular pela mistura de metanol/acido acético. O

procedimento consistiu em:

1) anestesiar o animal em solu¢do de benzocaina a 0,01%;

2) sacrificar o animal, retirando fragmentos de tecido da regido anterior do rim.
Transferir o material para uma pequena placa de vidro, contendo 10 ml meio de cultura RPMI
previamente aquecido em estufa a 37 °C;

3) dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo, complementando esse
processo pela aspiracdo e expiracdo do material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, até se
obter uma solug¢@o aquosa homogénea;

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

5) centrifugar (1000 rpm) por 10 minutos e descartar o sobrenadante;

6) acrescentar 10 ml de solugdo hipotonica de KCI (0,075M) previamente aquecida a
37C ° e levar a estufa 37C ° por 21 minutos;

7) retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixador gelado (metanol e acido acético na
propor¢do de 3:1, respectivamente); agitar suavemente a mistura com uma pipeta Pasteur e
deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

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

9) pingar o material em laminas e deixar secar ao ar.

As laminas podem ser guardadas no congelador durante muito tempo, servindo, assim,

para a aplicagdo de diferentes técnicas de bandamento cromossomico.

3.2.3 Deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) pela Impregnacao com
Nitrato de Prata (AgNO3)

Esta técnica caracteriza-se pela rea¢do quimica da Prata metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo de proteinas nas regides organizadoras de nucléolo. O
procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por Howell e Black (1980),

sendo utilizadas duas solucoes:

e Solucdao A (solucdo coloidal reveladora): 1g de gelatina muito dissolvida em 50 ml de

agua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de acido formico.
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e Solucao B (solucdo de nitrato de Prata): 1g de AgNOs; dissolvida em 2 ml de agua
destilada.

Depois de preparadas, estas solugdes devem ser mantidas em frascos escuros a 4°C.

O procedimento para a coloragdo das RONs € o seguinte:

1) hidrolisar o material por 3 minutos em HCI 1N a 60°C;

2) secar as laminas. Pingar uma gota da solucdo A e duas gotas da solucdo B sobre o

material na lamina e cobrir com laminula;

3) deixar as laminas sobre um suporte, no interior de um banho-maria a 60°C. Em alguns
minutos, a mistura das solu¢des se torna marrom dourada. Lavar a ldmina em agua destilada e

deixar secar;

4) corar com Giemsa na propor¢do de 1:30 em tampao fosfato (pH = 6,7) por

aproximadamente 10 segundos;
5) deixar secar ao ar.

3.2.4 ldentificagdo da Heterocromatina Constitutiva

Essa técnica caracteriza-se pela acdo sequencial de acido, base e solucdo salina para
eliminar seletivamente o DNA cromossdmico, permanecendo intactas somente regides de
heterocromatina, mais compactadas. O procedimento foi seguido conforme descrito por
Sumner (1972), com adaptagdes e consistiu em:

1) deixar a 1amina submersa em HCI1 0,2 N por 25 minutos, a temperatura ambiente;

2) lavar com agua destilada, a temperatura ambiente;

3) incubar a lamina em solugdo de hidroxido de Bario 5%, a 60° C, por 5 a 15 segundos;
4) lavar rapidamente em HCI 1 N, a 60° C, por alguns segundos;

5) incubar a lamina em 2XSSC, a 60° C, por 25 minutos;

6) lavar com agua destilada a temperatura ambiente;

7) corar com Giemsa 5% por 10 minutos.
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3.2.5 Extracdo do DNA gendmico
O DNA genomico foi obtido a partir de amostras de tecido de figado ou musculo
preservadas em etanol, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA),

conforme instrugdes do fabricante.

3.2.6 Preparacéo das sondas de DNA para hibridacéo fluorescente in situ (FISH)
3.2.6.1 Preparacéo das sondas de DNAr 18S e 5S

A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Trichomycterus iheringi usando os primers 18S F (5’CCG CTT TGG TGA
CTC TTG AT 3’) e 18S R (5°CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA 3’) (White et al. 1990).
Esta sonda foi marcada com digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR ¢ a
deteccdo do sinal de hibridacdo foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche
Applied Science). Os parametros para marcagdo foram: 31 pl de agua Mili-Q, 5 pl de tampao
da enzima Taq polimerase (10X), 5 ul de MgCl, (25mM), 1 ul de dATP, dCTP e dGTP ¢ 0,7
ul de dTTP (2mM cada), 0,8 ul de digoxigenina-11-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), 0,5
pl de Taq polimerase (5U/uL) e 2 ul de DNA molde. Total da reacdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
35 ciclos 54°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min
12°C ---- manuteng¢io

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Trichomycterus diabolus usando os primers 5S F (5’TAC GCC CGA TCT CGT
CCG ATC 3’) e 5S R (5°CAG GCT GGT ATG GCC GTA ACG 3’) (Pendas et al. 1994).
Esta sonda foi marcada com biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) por PCR, sendo a
detec¢do do sinal de hibridagdo foi realizada usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC).
Os parametros para marcagdo foram: 33 pl de dgua Mili-Q, 2 pl de tampdo da enzima Taq
polimerase (10X), 5 ul de MgCl, (25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP e 0,5 pul de dTTP
(2mM cada), 2 ul de biotina-16-dUTP, 1 ul de cada primer (10mM), 0,5ul de Taq polimerase
(5U/uL) e 2 ul de DNA molde. Total da reagao: 50ul



13

Materiais e Métodos

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

94°C ---- 2 min
( 95°C ---- 45 seg
35 ciclos 54°C --—- 45 seg
L 72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min
12°C ---- manutengéo
Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.2.6.2 Preparacédo da sonda de snDNA U2
A sonda utilizada para detecgdo de sequéncias snDNA U2 foi obtida por PCR

(Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA total de Trichomycterus iheringi usando os
primers U2F (59-ATC GCT TCT CGG CCT TAT G-39) e U2R (59-TCC CGG CGG TAC
TGC AAT A-39) (Bueno et al. 2013). Esta sonda foi marcada com digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science) por PCR e a detec¢do do sinal de hibridagdo foi realizada usando
anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os pardmetros para marca¢do foram:
31 pl de 4gua Mili-Q, 5 pl de tampdo da enzima Taq polimerase (10X), 5 ul de MgCl,
(25mM), 1 ul de dATP, dCTP e dGTP ¢ 0,7 ul de dTTP (2mM cada), 0,8 ul de digoxigenina-
11-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), 0,5 ul de Taq polimerase (SU/uL) e 2 ul de DNA
molde. Total da reagdo: 50 pl

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
35 ciclos 55°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min

12°C ---- manutengéo
3.2.7 Hibridagdo Fluorescente in situ (FISH)
O mapeamento das sondas de DNAr 5S, 18S e snDNA U2 em cromossomos
metafasicos foi realizado por hibridagdo fluorescente in situ de acordo com o procedimento

estabelecido por Pinkel et al. (1986), com modificagdes conforme descrito abaixo:
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Etapa 1: Preparacao das laminas

As laminas foram lavadas em PBS Ix por 5 minutos a temperatura ambiente e
desidratadas em série de etanol a 70%, 85% ¢ 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho.
Posteriormente, as ldminas foram tratadas com solu¢dao de RNAse (100 pg/ml) por 1 hora em
camara imida a 37°C, lavadas 2 vezes em 2xSSC por 10 minutos e uma vez em PBS 1x por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram tratadas com pepsina 0,005%/HCI 10mM por 10
minutos a 37°C, lavadas em PBS 1x a temperatura ambiente por 5 minutos ¢ fixadas com
formaldeido 1%/PBS 1x/MgCl, 50mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Depois de
fixadas, as laminas foram lavadas em PBS 1x por 5 minutos e desidratadas em série de etanol
a 70%, 85% ¢ 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho. Apés a secagem, as laminas foram
desnaturadas em formamida 70% a 70°C por 5 minutos e desidratadas em série de etanol a
70%, 85% e 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho. Simultaneamente a desnaturagéo
das laminas, desnaturou-se a solu¢do de hibrida¢ao (10% sulfato dextrato, 50% formamida e
20xSSC e Agua) contendo 3-6 pL de sonda marcada por 10 minutos a 100°C. Posteriormente,
15 uL de solugdo de hibridagao foram colocados sobre a lamina, que foi coberta com laminula

¢ mantida em camara umida a 37°C overnight.
Etapa 2: Detecgao dos sinais correspondentes

Apo6s a hibridacdo as laminas foram lavadas 2 vezes em solugdo de formamida
15%/0,2xSSC a 42°C por 10 minutos cada. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em solugédo de
0,1xSSC a 60°C por 5 minutos cada e uma vez em solugdo Tween 0,5%/4xSSC a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apos as lavagens, as ldminas foram cobertas com 50 pL de solugdo
de bloqueio (leite em pod, 20xSSC, e agua) por 15 minutos e lavadas 2 vezes em Tween
0,5%/4xSSC a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas com 30 pL de
solucdo de bloqueio com anticorpo (24 pL de solugdo de bloqueio e 6 pL de antidigoxi-
rodamina) por 1 hora em camara umida e escura a 37°C. Posteriormente, foram lavadas 3
vezes em Tween 0,5%/4xSSC por 5 minutos, desidratadas em série de etanol 70%, 85% e
100% a -20°C por 5 minutos em cada banho, secas e cobertas com 22 uL de Vectashield®
Mounting Medium com DAPI (Vector). As laminas foram analisadas em um fotomicroscopio
optico de fluorescéncia (Olympus BX61) e as imagens metafasicas foram capturadas usando o

programa Image Pro Plus, 6.0 software (MediaCybernetics).
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3.3 Estudos Cariotipicos

As preparagdes cromossdmicas convencionais ¢ com hibrida¢do in situ foram
analisadas em fotomicroscopio optico (Olympus BX61), estabelecendo-se o nimero diploide
modal presente em cada espécie ou populacdo amostrada no presente trabalho. As melhores
metafases foram capturadas com software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics), sendo as
imagens com fluorocromos capturadas separadamente utilizando filtros UV especificos,
coloridas e sobrepostas no mesmo software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics).

Os cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop versao 11.0 -
Adobe System e organizados em pares de homdlogos em classes e em ordem decrescente de
tamanho para a montagem dos caridtipos, sendo classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), com base na proposicao de

Levan et al. (1964).
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4 Resultados e Discussao

As informagdes obtidas dos estudos citogenéticos e moleculares efetuados em espécies
e populagoes de Trichomycterus foram organizadaos na forma de artigos cientificos, que sdo

apresentados a seguir.

4.1 Capitulo 1
Caracterizagao citogenética de cinco espécies do género Trichomycterus (Siluriformes,

Trichomycteridae).

4.2 Capitulo 2
Mapeamento fisico de genes repetitivos e dindmica da evolugdo cariotipica em

espécies do género Trichomycterus (Siluriformes, Trichomycteridae).
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Capitulo 1

Caracterizacao citogenética de cinco especies do género

Trichomycterus (Siluriformes, Trichomycteridae)
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Resumo

O género Trichomycterus ¢ o mais especioso dentro da subfamilia Trichomycterinae e exibe uma
grande diversidade com relacdo a sua estrutura cariotipica. No presente trabalho foram
analisados exemplares de cinco espécies de peixes do género Trichomycterus, coletados em
componentes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras, com o uso de técnicas de citogenética
classica de coloragdo convencional com Giemsa, bandamento C e impregnacdo com nitrato de
Prata e moleculares, com a realizagdo de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de
DNAr 5S e 18S. Os resultados revelaram que o numero dipléide de 2n = 54 cromossomos se
manteve conservado nas espécies analisadas. Além disso, a espécie Trichomycterus sp.
apresentou em suas células de 0 a 5 cromossomos supranumerarios, identificando uma situagao
mitoticamente instavel destes elementos. A hibridacdo com a sonda para DNAr 5S revelou
marcagdes variadas enquanto o DNAr 18S se apresentou mais conservado, sendo que estas
sequéncias se mantiveram co-localizadas em todas as espécies, exceto em T. iheringi, sugerindo
ser esta sintenia uma condicdo provavelmente ancestral neste grupo. Ainda, o bandamento
C evidenciuou variagdes na distribuicao da heterocromatina constitutiva entre as espécies. Os
resultados mostraram que as variagdes cromossomicas ndo estdo restritas apenas as diferencas
nas férmulas do caridtipo deste grupo de peixes, como era suposto, mas também devido intensas

variagdes na microestrutura gendmica das espécies.

Introducgéo

Os peixes do género Trichomycterus sdo popularmente conhecido como "cambevas" e
pertencem a familia Trichomycteridae, sendo que este grupo ¢ composto por cerca de 160
espécies validas (Froese e Pauly 2014) e estd amplamente distribuido na regido Neotropical
(Sarmento-Soares et al. 2011). Em geral, as espécies de Trichomycterus apresentam uma grande
variedade de formas e constituem populagdes isoladas em nascentes, o que resulta num alto grau
de endemismo (de Pinna ¢ Wosiacki 2003; Wosiacki ¢ Garavello 2002; Wosiacki ¢ de Pinna
2007).

Estudos citogenéticos realizados em representantes deste género evidenciaram uma
variacdo cariotipica consideravel, tanto na macro quanto na microestrutura cariotipica, com o

numero diploide variando de 2n=50 cromossomos em Trichomycterus sp. (Arratia e Campos
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1997) a 2n=62 cromossomos em T. laucaensis (Arratia ¢ Veloso 1980). Sato et al. (2004)
afirmaram que tais diferencas poderiam ser encontradas apenas para as espécies trans-andinas,
enquanto as espécies cis-andinas teriam mantido um nimero diploide conservado de 54
cromossomos, exceto T. diabolus do rio Tieté, que teve seu caridtipo descrito com 2n=56
cromossomos (Torres et al. 2004). Além disso, as variagdes sobre a localizagdo cromossomica de
regides organizadoras de nucléolo (RONs) e até mesmo a ocorréncia de cromossomos
supranumerarios ja foram relatadas nos componentes deste grupo (Borin e Martins-Santos 2000;.
Torres et al. 2002). No presente estudo foi realizada uma analise citogenética comparativa entre
cinco espécies do género Trichomycterus, coletadas em componentes de diferentes bacias
hidrograficas brasileiras utilizando métodos de citogenética classica e molecular, com o objetivo
de elaborar hipdteses para estabelecer os mecanismos envolvidos na diversificagdo cariotipica
neste grupo de peixes, através da descricdo e comparagdo dos aspectos cromossomicos entre as

espécies.

Material e Métodos

Neste estudo foram utilizados exemplares de cinco espécies de Trichomycterus (T.
iheringi, T. diabolus, T. zonatus, Trichomycterus cf. mimonha e Trichomycterus sp.) coletados
em componentes de diferentes bacias hidrogréaficas brasileiras conforme relacionado na Tabela 1.
Apds os prcedimentos da coleta de material para obtencdo de preparagdes cromossdmicas €
identificacdo dos exemplares, estes foram depositados na cole¢do do Laboratorio de Biologia e
Genética de Peixes (LBP) do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias da Unesp,
Botucaru, SP. Os exemplares foram sacrificados com uma dose letal de benzocaina antes dos
procedimentos de preparacdo cromossomica. Para a estimulagdo e obtencdo dos cromossomos
metafésicos foi utilizada a técnica descrita por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis e
adaptado para os peixes por Oliveira et al. (1988).

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos metafasicos seguiu a descricdo de
Foresti et al. (1993), com algumas adaptagdes. Essa metodologia envolve basicamente, a inibigao
da polimerizag@o dos microttibulos pela colchicina e a hipotonizagdo das células em suspensao in
vitro, seguindo-se a fixagdo celular pela mistura de metanol/acido acético.A marcacdo das RONs
pelo nitrato de Prata seguiu a técnica proposta por Howell e Black (1980) e o bandamento C foi

realizado seguindo o protocolo descrito por Sumner (1972).
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O mapeamento dos sitios de DNAr 18S e 5S nos cromossomos metafésicos foi realizado
com a aplica¢do da técnica de FISH, de acordo com o procedimento estabelecido por Pinkel et
al. (1986). A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Trichomycterus iheringi e a sonda de DNAr 5S também foi obtida por PCR a partir
de DNA total de T. diabolus. A sonda de DNAr 18S foi marcada com digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science) e a deteccdo do sinal de hibridagdo foi realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). A sonda de DNAr 5S foi marcada com
biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) e a deteccdo do sinal de hibrida¢do foi realizada
usando avidina-fluoresceina conjugada (FITC).

Para montagem dos caridtipos, os cromossomos foram organizados em metacéntricos
(m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), dependendo da razdo entre os bragos (Levan

et al. 1964) e arranjados em ordem decrescente de tamanho.

Resultados

A analise citogenética realizada nos exemplares das cinco espécies de Trichomycterus
estudadas neste trabalho revelou igual nimero diploide de 2n=54 cromossomos, com variagdes
nas formulas cariotipicas (Tabela 1). Assim, Trichomycterus diabolus, T. iheringi, T. zonatus e
Trichomycterus cf. mimonha apresentaram formula cariotipica de 34m + 12sm + 8st (Figuras 1a,
¢, e, g), enquanto Trichomycterus sp (populagao do Ribeirdo da Quinta) apresentou a formula
cariotipica de 36m + 10sm + 8st (Figura 1i). Além disso, Trichomycterus sp. mostrou uma
variacdo intraespecifica quanto ao nimero de cromossomos, devido a presenca de 0 a 5
cromossomos B mitoticamente instaveis em suas células (Figuras 1i e j).

Considerando a localizagdo cromossomica das RONs e o tamanho dos dois primeiros
pares cromossdmicos de cada espécie, os resultados foram notavelmente varidveis. Desta forma,
o primeiro par metacéntrico pode ser considerado o maior do cariotipo nas espécies T. cf.
mimonha, T. zonatus e T. iheringi (Figuras 1g, e, a), enquanto em T. diabolus e Trichomycterus
sp. o primeiro e o segundo par metacéntrico sdo semelhantes em tamanho e os maiores do
cariotipo (Figuras lc, i). As RONs foram localizadas no brago longo do primeiro par
metacéntrico em Trichomycterus sp. (Figura 1i), no brago longo do segundo par metacéntrico
em T. diabolus (Figuras 1c), no brago curto do primeiro par submetacéntrico em T. cf. mimonha
e T. zonatus (Figuras 1g, ¢) e no brago longo deste mesmo par em T. iheringi, (Figuras 1a).

Como regra geral, todas as espécies apresentaram blocos de heterocromatina associados as
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regides das RONs. Além destas marcagdes, o bandamento C evidenciou blocos heterocromaticos
intersticiais adicionais, apresentando-se nos pares 2, 3, 7, 8, 19, 23 em T. iheringi (Figura 1b) e
no par 18 em T. diabolus (Figura 1d). As demais espécies apresentaram blocos de
heterocromatina de tamanhos variados na regido pericentroméricos da maioria dos cromossomos
do cariotipo (Figuras 11, h, j).

A aplicagdo da técnica de FISH com sonda de DNAr 18S revelou marcagdo fluorescente
concordante com os resultados obtidos pela marcacdo com nitrato de Prata, exceto em
Trichomycterus sp. e T. zonatus que apresentaram marcagdo em um pequeno metacéntrico e na
também na regido centromérica do primeiro par, respectivamente (Figuras 2e, ¢ em vermelho).
Em contrapartida, o mapeamento fisico do DNAr 5S apresentou resultados diversos, com a
marcagdo de um par de cromosomos em T. diabolus e T. iheringi (Figuras 2b, a em verde); de
dois pares em T. zonatus e Trichomycterus sp. (Figuras 2c, ¢ em verde) e de trés pares em T. cf.
mimonha (Figura 1d em verde). Em todas as espécies as marcagdes para sequéncias de DNAr 5S

e 18S foram sinténicas, exceto para T. iheringi (Figura 2a).
Discusséo

Os estudos citogenéticos apresentados neste trabalho estdo de acordo com dados obtidos
anteriormente em relagdo aos numeros dipldides para distintas espécies cis-andinas do género
Trichomycterus (Sato et al. 2004). No entanto, comparando os resultados aqui obtidos com os
dados disponiveis na literatura, merecem ser destacadas as diferengas existentes nas féormulas
cariotipicas encontradas, principalmente em relagdo ao numero de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Tal variabilidade parece indicar que rearranjos cromossomicos estruturais
tiveram um papel importante na diversidade cariotipica destas espécies e que inversdes
pericéntricas podem ter sido o principal mecanismo responsavel pela diferenciacdo cariotipica
deste grupo de peixes, conforme ja discutido por Borin e Martins-Santos (2000).

Os resultados encontrados nas espécies analisadas estdo de acordo com a hipotese acima
e também evidenciaram a ocorréncia de outros tipos de alteragdes cromossdmicas
interespecificas significativas, tais como variagdes na quantidade e distribui¢do da
heterocromatina constitutiva; diferengas quanto a localizagdo cromossdmica dos sitios
ribossomais maiores € menores; € ainda a ocorréncia de cromossomos supranumerarios
mitoticamente instaveis em uma das espécies estudadas. Diante deste cendrio, pode se afirmar
que alteragdes gendmicas adicionais nos distintos niveis de resolu¢do cromossomica também

desempenham papel destacado na diversificagdo cariotipica de Trichomycterus.
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Com base nos padroes gerais do caridtipo e posicao das RONs, Sato et al. (2004) sub
classificou as espécies do género Trichomycterus em dois grupos principais, sendo o primeiro
composto pela espécies que apresentam o primeiro par metacéntrico como o maior do caridtipo e
com as RONs localizadas no brago curto do primeiro par submetacéntrico, enquanto o segundo
grupo era composto por espécies que apresentaram os componentes do primeiro e do segundo
par de metacéntricos como os maiores cromossomos do cariotipo, estando as RONs localizadas
no brago longo do par 2. De fato, algumas das espécies analisadas aqui se encaixam nesta
classificagdo. No entanto, espécies como T. iheringi e Trichomycterus sp. ndo se enquadram
perfeitamente em qualquer dos grupos pois, embora apresentem o tamanho dos cromossomos
metacéntricos € as RONs localizadas de acordo com o primeiro e segundo grupo,
respectivamente, a posi¢do evidenciada pela impregnagdo com nitrato de Prata ndo os classifica
em grupo algum. Desta forma, nossos dados indicam que os cariotipos de Trichomycterus nao
podem ser simplesmente divididos em dois grupos individuais, principalmente pela posigdo
varidvel das RONs nas diferentes espécies deste grupo. Considerando que os cromossomos
portadores de sitios DNAr 18S apresentaram tamanhos semelhantes em quase todas as espécies,
sugerimos que a ocorréncia de inversdes pericéntricas neste cromossomo possa ter resultado na
situacdo atualmente observada.

O bandamento C revelou que o acimulo da heterocromatina constitutiva ¢ notavelmente
distinto entre as espécies de Trichomycterus. Assim, algumas espécies apresentam blocos
heterocromaticos consideravelmente pequenos e fracos, como observado em T. diabolus,
enquanto outras apresentam blocos centroméricos e pericentroméricos conspicuos, como em T.
iheringi. Tal variagdo poderia ser explicada pelo papel desempenhado por elementos
transponiveis ou por recombinagdo ectdpica na propagacdo da heterocromatina (Gray 2000;
Vicari et al. 2010). Além disso, ¢ importante ressaltar que as regides heterocromaticas proximas
ao centrdmero podem facilitar quebras cromossdmicas, e por consequéncia, levar a ocorréncia de
inversdes pericéntricas nos cromossomos que carregam as RONS.

O mapeamento fisico dos sitios de DNAr 18S revelou apenas um par cromossomico
contendo essas regides nas espécies analisadas, com excegdo de Trichomycetrus sp. e T. zonatus
que apresentaram dois pares cromossdmicos portadores desta sequéncia. Além disso, a co-
localizagdo encontrada entre os sitios ribossomais de 5S e 18S em todas as espécies, exceto em
T. iheringi, independentemente da razdo entre os bragos destes cromossomos refor¢a a hipotese
da ocorréncia de inversdo pericéntrica envolvendo a regido das RONs. Curiosamente, esta

condi¢do de sintenia entre os genes ribossomicos também foi detectada para outras espécies de
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peixes estreitamente relacionados a Trichomycterus (Ziemniczak et al. 2012). Embora aparente
representar uma condi¢do generalizada, conservada e plesiomorfica no género em estudo, a co-
localizagdo entre o 5S e o 18S parecem ter surgido de forma independente varias vezes durante a
historia evolutiva de organismos diferentes e, provavelmente ndo tem qualquer efeito
significativo de valor adaptativo para as espécies (Drouin ¢ Moniz de Sa 1995;. Vierna et al.
2011).

Sequéncias de DNAs ribossdmicos tém sido extensivamente mapeados em varias
espécies de teledsteos e os resultados revelam um elevado grau de variacdo entre diferentes
espécies e grupos em relagdo a sua localizagdo cromossomica (revisio em Gornung, 2013;
Rebordinos et al. 2013). Tal diversificagdo pode ser associada a varios mecanismos de dispersao
no genoma, incluindo recombinagdo ectdpica e eventos de transposicdo com a participacdo de
elementos de DNA circular e transponiveis extra cromossomais (Raskina et al. 2008; Nguyen et
al. 2010; Panzera et al. 2012; Rebordinos et al., 2013). Considerando que os cromossomos
portadores dos sitios de DNAr 18S de Trichomycterus possivelmente sdo homologos em todas as
espécies, podemos concluir que os clusters de DNAr 5S sdo altamente dinamicos neste grupo.
Notavelmente, uma vez que a co-localizacdo entre os sitios de DNAr 18S e 5S parece ser uma
condi¢do plesiomoérfica em Trichomycterus, os eventos de dispersao do DNAr 5S ocorreram de
forma diferente em relagdo ao do DNAr 18S. Por exemplo, o DNAr 5S poderia ter sido
transposto para outro local gendmico, independentemente do DNAr 18S, com a manutecdo da
co-localizagdao, como ocorre em T. cf. mimonha e T. zonatus; ou o DNAr 5S poderia ter sido
transposto para outro local gendmico, independentemente do DNAr 18S e perturbando a
condi¢do sinténica, como em T. iheringi.

Vérios estudos tém evidenciado a importancia dos elementos transponiveis como
mediadores de extensa multiplicagdo e disseminagdo de sitios de DNA ribossémico pelo genoma
das espécies (da Silva et al. 2011; Nakajima et al. 2012; Pansonato-Alves et al. 2013; Symonova
et al. 2013). Em geral, esses elementos podem estar associados aos espacadores intergénicos das
familias ribossomais (da Silva et al. 2011), ou mesmo flanqueando estas regides (Nakajima et al.
2012). Assim, devido a variagdo consideravel da localizacdo cromossdmica dos sitios de DNAr
5S em Trichomycterus, sugerimos que este gene ribossomal poderia estar associado a elementos
transponiveis, os quais teriam favorecido a dispersao destas sequéncias nas diferentes espécies.

Os polimorfismos numéricos encontrados em Trichomycterus sp. devem-se a presenga de
Cromossomos supranumerarios em seu genoma. Em geral, esse tipo de cromossomo ¢

considerado dispensdvel no genoma e ndo frequentemente nao estd associado a qualquer fungdo
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ou a vantagem seletiva para as espécies portadoras (Camacho et al. 2000). Tais cromossomos
podem ter sua origem a partir de outras espécies (origem interespecifica) ou provir de elementos
do genoma da propria espécie hospedeira (origem intraespecifica). Neste ultimo caso, os
cromossomos B podem ter se originado como subproduto de rearranjos gendmicos, tais como
quebras cromossdomicas (Houben et al. 2013) e de isocromossomos Silva et al. (2014). Esta
hipotese reforca a intensa dindmica gendomica das espécies de Trichomycterus e como
consequéncia, algumas espécies puderam manter os cromossomos B como remanescentes de
rearranjos cromossomicos que ocorreram durante a historia evolutiva deste grupo. Além disso, a
natureza heterocromatica destes elementos esta em conformidade com a evolugdo molecular dos
cromossomos B que envolve o silenciamento de genes, heterocromatinizagdo e acumulagdo de
sequéncias de DNA repetitivo (Camacho et al. 2000).

Os resultados apresentados corroboram a hipdtese de que alteragdes cromossdmicas
como inversdo pericéntrica atuam como um importante mecanismo de diversificagdo para o
género Trichomycterus. Além disso, as variagdes detectadas para a heterocromatina constitutiva,
a distribuicdo de sequéncias repetitivas e a ocorréncia de cromossomos B também parecem

desempenhar um papel importante na diversificagdo cariotipica deste grupo.
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Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se relacionadas no final desta

dissertacao .
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Tabela 1: Exemplares de peixes do género Trichomycterus analisadas. Local de coleta.

2n: niimero diploide. Férmula cariotipica.

Espécies Localidade 2n Formulas

T. diabolus Rio Horteld - Paranapanema — Botucatu, SP 54 34m+ 12sm + 8st

T. cf. mimonha Rio Muzambo - Grande — Muzambinho, MG 54 34m+ 12sm + 8st
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Figura 1: Caridtipos das espécies de Trichomycterus analisadas apds coloragdo convensional com Giemsa,
impregnagdo por nitrato de Prata e bandamento C, respectivamente. Em T. iheringi (a, b), em T. diabolus (¢, d), em
T. zonatus (e, f), em Trichomycterus cf. mimonha (g, h) e em Trichomycterus sp. (i, j). Em destaque cromossomos

Bs de Trichomycterus sp. (i, j).
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Figura 2: Padrao de distribui¢ao dos genes DNAr 5S (verde) e 18S (vermelho)
em metafases dos representantes das cinco espécies de Trichomycterus
analisadas. Em a T. iheringi, em b T. diabolus, em ¢ T. zonatus, em d
Trichomycterus cf. mimonha, e em e Trichomycterus sp. As setas brancas
indicam o par portador da sintenia. O asterisco branco destaca o cromossomo B
da espécie Trichomycterus sp.
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Capitulo 2

Mapeamento fisico dos genes DNAr 18S e snDNA U2 em trés
espécies do género Trichomycterus (Siluriformes,

Trichomycteridae).
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Resumo

Embora o género Trichomycterus seja considerado o mais especioso dentro de
Trichomycterinae, com mais de 160 espécies descritas, grande diversidade de formas e
ampla distribuicao pela regido Neotropical, os estudos citogenéticos moleculares neste grupo
de peixes ainda sdo escassos, o que deixa algumas lacunas para a constru¢do de uma historia
evolutiva sobre sua diferencia¢do cariotipica. Com base em tais constatacdes, o presente
trabalho teve como principal objetivo realizar o mapeamento citogenético comparativo de
sequéncias repetitivas em trés espécies de Trichomycterus: T. diabolus, Trichomycterus cf.
mimonha e Trichomycterus sp. através a técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH)
dos genes de DNAr 58S, 18S e snDNA U2. Os resultados mostraram que os sitios de snDNA
U2 estdo distribuidos de forma conservada nas espécies analisadas e que esta co-localizado
com o DNA ribossomal 18S em apenas um par cromossomico de cada espécie, sendo este
mesmo par também portador do DNAr 5S. Tais constatagdes podem revelar um estado de
conservagdo acentuado para este par de cromossomos, que teria mantido estes trés sitios
juntos num processo de evolugdo em concerto durante a evolugdo cariotipica do gé€nero

Trichomycterus.

Introducgéo

O genoma dos eucariotos ¢ composto em sua maioria por sequéncias de DNA
repetitivo que podem estar organizados de forma dispersa pelo genoma, como os elementos
transponiveis ou na forma de repeticdes in tandem, como é o caso dos microssatélites,
minissatélites e familias multigénicas (Charlesworth et al. 1994; Maxon et al. 1983). Todas
estas sequéncias sdo caracterizadas por apresentarem alta variabilidade em sua composicao
nucleotidica, tanto no numero de copias, bem como com relagdo a sua funcdo, distribuicao e
organizagdo gendomica (Wagner et al. 1993; Charlesworth et al. 1994; Lopez-Flores e
Garrido-Ramos 2012).

Por sua natureza repetitiva, este tipo de sequéncia pode ser facilmente localizado nos
cromossomos através da técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH). Estudos relativos
a organiza¢do e mapeamento fisico de sequéncias de DNA repetitivo tém permitido uma
melhor caracterizagdo dos processo envolvidos na diversificacdo cariotipica da ictiofauna
Neotropical (Vicari et al. 2010). Além disso, estes dados também permitem uma melhor

compreensdo sobre a dindmica evolutiva de cada classe de DNA repetitivo no genoma de
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diferentes espécies, bem como sobre a possivel funcdo deste tipo de sequéncias e as
consequéncias de sua localizacao (Haaf et al. 1993; Vicari et al. 2008).

Os peixes do género Trichomycterus estdo amplamente distribuidos pela regido
Neotropical e apresentam cerca de 160 espécies descritas (de Pinna e Wosiacki 2003;
Wosiacki e de Pinna 2007). Estudos citogenéticos realizados nos componentes deste grupo
revelaram que, a despeito da conservacdo dos nimeros dipldides em diferentes espécies cis-
andinas, uma notavel diversificagdo cariotipica ocorreu durante a histéria evolutiva deste
grupo, principalmente devido a extensa ocorréncia de inversdes pericéntricas e de eventos
que determinaram o surgimento de cromossomos supranumerarios e de casos de triploidia
natural (Borin e Martins-Santos, 2000; Borin et al. 2002; Torres et al. 2002; Sato et al.
2004; Capitulo 1). Embora os cariotipos de diferentes espécies sejam altamente
diferenciados, a ocorréncia de sitios co-localizados de DNAr 5S e 18S aparenta ser uma
caracteristica comum a varias espécies deste grupo e, possivelmente, seja um caracter
ancestral (Capitulo 1) e decorrente de processos de evolugdo em concerto.

Embora os estudos envolvendo o mapeamento citogenético de sitios de DNA
repetitivo em cromossomos de peixes Neotropicais tenham se expandido consideravelmente
nos ultimos anos, a maioria deles refere-se a localizagdo cromossdomica de sitios
ribossdmicos, enquanto o conhecimento da distribuigdo de outras sequéncias, como os sitios
snDNA esta restrito apenas a poucas espécies. No entanto, estes estudos tém revelado
situagdes interessantes como a presenga de clusters alocados em cromossomos sexuais e
cromossomos supranumerarios, além da identificagdo destes sitios co-localizados nos
cromossomos com outras sequéncias e familias de DNA repetitivo (Merlo et al. 2010, 2012;
Ubeda-Manzanaro et al. 2010; Supiwong et al. 2013; Utsunomia et al. 2014).

No presente estudo foi investigada a localizacdo cromossdmica de sitios de DNAr
58S, 18S e snDNA U2 em trés espécies do género Trichomycterus coletadas em componentes
de diferentes bacias hidrograficas brasileiras, com o objetivo de mapear fisicamente estas
sequéncias de genes ribossomais € do snRNA U2, compararando a distribui¢do destes sitios
na tentativa de melhor compreender a distribui¢do e organiza¢do destes tipos de DNA
repetitivo e sua relagdo com os processos envolvidos na diferenciacdo cromossdmica neste

grupo de peixes.
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Materiais e Métodos

No presente trabalho foram analisadas trés espécies de peixes do género
Trichomycterus, incluindo T. diabolus, T. cf. mimonha e Trichomycterus sp. provenientes de
componentes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras, conforme relacionado na Tabela
1. Apds os precedimentos da coleta de material para obtencdo de preparagdes cromossdmicas
e identificagdo dos exemplares, estes foram depositados na colecdo do Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes (LBP) do Departamento de Morfologia, Instituto de
Biociéncias da Unesp, Botucaru, SP. Os exemplares foram sacrificados com uma dose letal
de benzocaina antes dos procedimentos de preparacdo cromossdmica. Para a estimulagdo e
obten¢do dos cromossomos metafésicos foi utilizada a técnica descrita por Cole e Leavens
(1971) para anfibios e répteis e adaptado para os peixes por Oliveira et al. (1988).

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos metafisicos seguiu protocolo
utilizado por Foresti et al. (1993), com algumas adaptagdes. Essa metodologia envolve
basicamente, a inibi¢do da polimerizacdo dos microtiibulos pela colchicina e a hipotonizagao
das células em suspensdo in vitro, seguindo-se a fixagdo celular pela mistura de
metanol/acido acético.

O mapeamento fisicos dos sitios de DNAr 58S, 18S e snDNA U2 nos cromossomos
metafasicos foi realizado com a aplicacdio da técnica de FISH, de acordo com o
procedimento estabelecido por Pinkel et al. (1986), com algumas adaptagdes. As sondas de
DNAr 18S e o gene U2 foram obtidas por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Trichomycterus iheringi, enquanto a sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR a
partir de DNA total de T. diabolus. A sonda de DNAr 18S foi marcada com digoxigenina-
11-dUTP (Roche Applied Science) e a deteccdo do sinal de hibridacao foi realizada usando
anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). As sondas de de DNAr 5S e snDNAr
U2 forami marcadas com biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) e a detec¢dao do sinal

de hibridagao foi realizada usando avidina-fluoresceina conjugada (FITC).

Resultados

As trés espécies de Trichomycterus analisadas no presente trabalho apresentaram
numero diploide conservado de 54 cromossomos com pequenas variagdes quanto a
morfologia cromossomica (Tabela 1). Além disso, os exemplares de Trichomycterus sp.
apresentaram uma variagdo intrapopulacional devido a presenca de até 5 cromossomos

supranumerarios (Figura 11, j; Capitulo 1).
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O mapeamento fisico realizado com sondas de DNAr 58S, 18S e snDNA U2 geraram
sinais visiveis nos cromossomos mitoticos de todas as espécies, evidenciando grandes
clusters para estas sequéncias. Além disso, o mapeamento revelou a colocalizagdo dos sitios
18S (em vermelho) e snDNA U2 (verde) em um grande par cromossdmico nas trés espécies,
sendo o segundo par metacéntrico em T. diabolus, o primeiro par submetacéntrico em
Trichomycterus cf. mimonha e o primeiro par metacéntrico em Trichomycterus sp (Figuras
la, c, e, respectivamente).

Notavelmente, além da co-localizacdo citada, sitios de DNAr 5S também estao
alocados nestes mesmos pares cromossomicos nas trés espécies analisadas (Figura 1b, d, f

verde).

Discussao

O mapeamento fisico dos genes para snRNA U2 evidenciou sinais de hibridacdo em
apenas 1 par cromossdmico em todas as espécies analisadas, corroborando estudos
anteriores que evidenciaram um numero reduzido de sitios para genes U em diferentes
espécies de peixes analisadas (Utsunomia et al. 2014; Ubeda-Manzanaro et al. 2010). Além
disso, foi possivel observar que os sitios de DNAr 18S e snDNA U2 estdo co-localizados em
1 Unico par cromossdmico. Deve-se destacar que este mesmo par também carrega sitios de
DNAr 5S (Capitulo 1), indicando que, provavelmente, estes cromossomos sao homoélogos
nas trés espécies. Desta forma, inversdes cromossdmicas do tipo pericéntricas parecem ter
sido responsaveis pelas mudancas na posi¢do destes genes no cariotipo das trés espécies
analisadas, o que reforca a hipdtese de que este tipo de alteragdo cromossdmica se apresenta
como o principal mecanismo de diversificagdo nos caridtipos de Trichomycterus (Sato et al.
2004; Capitulo 1).

A ocorréncia de clusters de DNAr 5S e 18S no mesmo par cromossdmico nao ¢ uma
caracteristica comum dos eucariontes, uma vez que os genomas da maioria dos organismos
geralmente apresenta sitios de DNAr 5S em cromossomos distintos do DNAr 18S (Madrioli
et al. 2000; Sola et al. 2000; Martins e Galetti Jr. 2001). Martins e Galetti Jr. (2001)
sugerem que estes genes requerem loci distantes, pois apresentam uma dindmica funcional e
mecanismos evolutivos distintos. No entanto, no género Trichomycterus, apenas a espécie
T. iheringi foi reportada como portadora destas marcagdes em cromossomos separados, o
que sugere uma condi¢cdo derivada nesta espécie (Capitulo 1), com op¢do de uma evolucao

conjunta desses segmentos gendmicos.
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Exemplos de sequéncias repetitivas co-localizadas vém sendo descritas em diferentes
espécies de peixes nos ultimos anos e, em alguns casos, ¢ possivel sugerir uma relagdo de
causa/efeito entre estes sitios. Na espécie Astyanax janeiroensis, sitios do DNA satélite
As51 parecem silenciar os genes ribossdmicos 18S quando estdo co-localizados (Vicari et
al. 2008); por outro lado, a co-localizagdo de elementos transponiveis do tipo Rex3 com o
DNAr 18S em Astyanax bockmanni levou os autores a proporem uma possivel dispersao
mediada por elementos transponiveis no genoma desta espécie (Silva et al. 2013). Por fim,
Hashimoto et al. (2011) sugerem que a co-localizagdo dos sitios para histona H1 ¢ DNAr
18S em diferentes espécies de bagres poderia conferir alguma vantagem seletiva, o que
estaria relacionado com a tendéncia de clusterizagdo de genes housekeeping (genes com
altas taxas de expressdo necessarios para fungdes celulares basicas) comumente observada
em humanos (Lercher et al. 2002).

Os resultados obtidos referentes a co-localizacdo cromossdmica de trés sitios de
DNA repetitivos distintos (snDNA U2, DNAr 5S e 18S) em diferentes espécies de
Trichomycterus corroboram com a hipotese de clusterizagdo de genes housekeeping. Uma
vez que esta associacdo se manteve conservada durante a historia evolutiva deste grupo,
pode ser sugerida uma possivel vantagem seletiva para a manuten¢do desta conformagao
gendmica. No entanto, destaca-se que a transcri¢do destas 3 familias repetitivas é realizada
por diferentes tipos de RNA polimerase (snDNA U2 — RNA polimerase [; DNAr 18S —
RNA polimerase II e DNAr 5S — RNA polimerase III), o que aparentemente poderia nao
representar uma vantagem do ponto de vista transcricional. Nesse sentido, o mapeamento
citogenético do snDNA U2 em espécies de Trichomycterus que nao apresentam os genes
ribossomicos co-localizados poderia fornecer dados mais significativos em relagdo a
dindmica evolutiva e funcional destes sitios nos genomas destas espécies.

Os resultados apresentados neste trabalho reforcam a ideia de que em
Trichomycterus inversdes pericéntricas tenham levado a modificagdes estruturais dos
cromossomos portadores das RONs (Capitulo 1) e que uma dindmica cariotipica variavel fez
destes homologos importantes marcadores cromossdmicos neste grupo, pois além do DNAr

18S, apresentam ainda sitios de DNAr 5S e snDNA U2.
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Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se relacionadas no final

desta dissertacao .
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Tabela 1: Exemplares de peixes do género Trichomycterus analisadas. Local de coleta.

numero diploide. Formula cariotipica.

2n:

Espécies Localidade 2n Formulas
T. diabolus Rio Hortela - Paranapanema — Botucatu, SP 54 34m + 12sm + 8st
T. cf. mimonha Rio Muzambo - Grande — Muzambinho, MG 54 34m+ 12sm + 8st

Trichomycterus sp Corrego da Quinta — Tieté — Itatinga, SP 54-57 36m+10sm+8st
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Figura 1: Padrido de distribuigdo de genes ribossomais ¢ snDNA U2 nas trés espécies de

Trichomycterus. Os asteriscos brancos destacam o par portador do DNAr 18S (vermelho) e
snDNA U2 (verde) sinténicos em T. diabolus (a), Trichomycterus cf. mimonha (c) e
Trichomycterus sp (e). Em b, d, e estdo representadas as marcagdoes de DNAr 5S e 18S em T.
diabolus, Trichomycetrus cf. mimonha e Trichomycterus sp. respectivamente. As setas brancas

indicam os supranumeréarios encontrados em Trichomycterus sp. (e, ). A barra equivale a 10um.
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5 Considerac0es Finais

Os estudos citogenéticos desenvolvidos em cinco espécies do género Trichomycterus
trouxeram informagdes significativas relacionadas a evolugdo cariotipica neste grupo. Os
resultados apresentados corroboram a ideia de uma macroestrutura cariotipica conservada
entre os representantes cis-Andinos, qu geralmente apresentam niimero dipléide de 2n=54
cromossomos. No entanto, variacdes na quantidade e distribuicdo da heterocromatina
constitutiva, diferencas quanto a localizagdo cromossdmica dos sitios ribossomais maiores e
menores e ainda a ocorréncia de cromossomos supranumerarios mitoticamente instaveis como
em Trichomycterus sp. parecem desempenhar um importante papel na diversificagdo
cariotipica destes peixes.

De acordo com o observado nas cinco espécies deste estudo, o género Trichomycterus
ndo deve ser restrito a uma subdivisdo baseada na localizagao das RONs, nem tdo pouco pelo
tamanho do primeiro e/ou segundo pares de cromossomoa metacéntricos. Tais afirmagdes se
devem ao fato de que inversdes pericéntricas, assim como alteragdes cromossOmicas
estruturais parecem contribuir de forma determinante para a dindmica evolutiva do caridtipo
destas espécies.

O mapeamento cromossdmico de sequéncias de DNA ribossomal 5S e 18S mostrou
que estas sequéncias estdo co-localizadas em quatro das cinco espécies analisadas, uma
caracteristica pouco observada no genoma dos eucariotos. Porém, para o género
Trichomycterus, esta sintenia parece ser uma condi¢do derivada, uma vez que apenas T.
iheringi ndo apresentou este atributo. Ainda, os resultados obtidos com a plicagdo da técnica
de double FISH utilizando sondas de snDNA U2 e DNAr 18S mostraram que este tipo de
sintenia também ocorre entre estes dois genes e, quando comparados com os resultados do
mapeamento com o DNAr 5S foi constatado que estes trés tipos de DNA repetitivo estdo
localizados no mesmo par cromossdmico em trés espécies, corroborando com a hipotese de
clusterizagdo de genes housekeeping.

A observacgdo desta associagdo conservada entre sitios de DNA repetitivo sugere uma
possivel vantagem seletiva para a manutencdo desta conformagdo gendmica durante o
processo evolutivo deste grupo de peixes. Entretanto, vale ressaltar que estas trés familias
multigénicas sdo transcritas por diferentes tipos de RNA polimerases (snDNA U2 — RNA
polimerase I, DNAr 18S — RNA polimerase II e DNAr 5S — RNA polimerase III), o que

aparentemente ndo representaria uma vantagem do ponto de vista transcricional.
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Com base nos resultados apresentados, os pares cromossomicos portadores das RONs
podem ser utilizados como importantes marcadores cromossdmicos dentro do género
Trichomycterus, uma vez que apresentam uma dindmica cariotipica variavel, a0 mesmo

tempo, a presenca de sitios de DNAr 58S, 45S e snDNA U2.
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