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Sinopse

No presente trabalho, 12 espécies de Serrasalmidae, coletadas ao longo da
Amazonia, foram estudadas por meio de analises citogenéticas. Comparacdes
interespecificas foram realizadas em colora¢do convencional, distribuicdo da
heterocromatina, regides organizadoras de nucléolo, DNAr 18S e 5S,
sequéncias teloméricas e elementos retrotransponiveis Rex. Os resultados
mostraram conservacgdo no nimero diploide dentro de cada género e dentro de
cada clado. No entanto, a analise de sequéncias repetitivas e distribuicdo da
heterocromatina nos permitiu observar variacdes interespecificas e
intraespecificas, como visto em espécies de Serrasalmus e a ocorréncia de
cromossomo B restrito a fémeas em Metynnis lippincottianus.
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Resumo
Serrasalmidae é uma familia de peixe endémica da regido neotropical, que abrange

varias espécies de interesse comercial, incluindo peixes conhecidos pela voracidade, como as
piranhas, e espécies de alto valor econémico, como o tambaqui. Apesar de monofilética, divide-
se em trés grandes clados (“pacus”, “Myleus” e “piranha”) e apresenta grande diversidade tanto
morfolégica como cromossdmica, com alguns complexos de espécies ja descritos para o clado
“piranha”. Mesmo com nimeros diploides bem definidos em cada clado, a evolugao cariotipica
desse grupo ainda ndo é bem compreendida, principalmente no que diz respeito ao clado
“Myleus”. Sendo assim, o presente trabalho teve como principal objetivo ampliar os dados
citogenéticos em Serrasalmidae por meio do mapeamento de DNA repetitivo (DNAr 18S e 5S,
sequéncias teloméricas e retroelementos da Rex) em espécies dos clados “Myleus” e “piranha”,
visando compreender a organizagdo gendémica e 0s mecanismos de evolugdo cromossomica da
familia. Espécies de Serrasalmus consideradas complexos (S. maculatus e S. rhombeus)
mostraram variacGes inter e intraespecificas de sitios de DNAr 18S com localizacdo
coincidente com o retroelemento Rex1. Metynnis lippincottianus e M. maculatus apresentaram
namero diploide de 62 cromossomos, com marcacbes de RNAr 18S em dois pares de
cromossomos e sitios de RNAr 5S em um par de cromossomos subtelocéntricos, em ambas as
espécies. Entretanto, mesmo com macroestrutura cariotipica similar, variacdes inter e
intraespecificas no género foram encontradas, em particular a presenca de um cromossomo B
restrito as fémeas de M. lippincottianus. Os exemplares de Metynnis cuiaba, M. hypsauchen,
M. longipinnis, Myloplus asterias, M. lobatus, M. rubripinnis, M. schomburgkii e Tometes
camunani mostraram diferencas no numero diploide, formula cariotipica e localizacdo das
sequéncias ribossomais 18S e 5S. Sintenia dos DNAr 18S e 5S foi evidenciada nas trés espécies
de Metynnis, fato observado pela primeira vez na familia. A analise desses dados evidenciou
que existe uma variacdo no numero diploide de 58 a 62 cromossomos com tendéncia ao
aumento do 2n no clado derivado (“piranha”), sugerindo que a evolugdo cromossémica em
Serrasalmidae envolveu uma série de rearranjos cromossdmicos e ocorreu de forma

independente em cada género estudado.

Palavras-chave Pacu, piranha, evolugdo cromossémica, DNA repetitivo, FISH.
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Abstract

Serrasalmidae is an endemic family from the neotropical region that comprise several
species of commercial interest, including fishes known for voracity, such as piranha, and
species of high economic value, such as tambaqui. Considered a monophyletic family, it is
divided into three clades (“pacus”, “Myleus” and “piranha”) and presents a diversity of
morphological and chromosomal data, with some species complexes already described for the
“piranha” clade. Although the diploid numbers were defined in each clade, the karyotypic
evolution of this group is still not well understood, especially in the “Myleus” clade. Thus, the
present work aimed expand the cytogenetic data of Serrasalmidae by mapping of repetitive
DNA families (18S and 5S rDNA, telomeric probes and Rex retroelements) in species of the
“Myleus” and “piranha” clades, in order to understand the genomic organization and the
mechanisms of chromosomal evolution of the family. Species complex (S. maculatus and S.
rhombeus) showed inter and intraspecific variations of 18S rDNA sites coincident with the
Rex1 retroelement. Metynnis lippincottianus and M. maculatus showed a diploid number of 62
chromosomes, with 18S rDNA markings on two chromosome pairs and 5S rDNA sites detected
on the first pair of subtelocentric in both species. However, even with a similar karyotypic
macrostructure, inter and intraspecific variations were found in each genus, in particular, the
presence of a B chromosome restricted to M. lippincottianus females. The specimens of
Metynnis cuiaba, M. hypsauchen, M. longipinnis, Myloplus asterias, M. lobatus, M.
rubripinnis, M. schomburgkii and Tometes camunani showed differences in diploid number,
karyotypic formula and location of ribosomal sequences. A synteny of 18S and 5S rDNA was
evidenced in the three Metynnis species, a fact observed for the first time in the family. The
analysis of these data showed a variation in the diploid number from 58 to 62 chromosomes
and a tendency of 2n increase in the derived clade (“piranha”), however, the chromosomal
evolution of Serrasalmidae involves a series of chromosomal rearrangements, that occour

independently in each genus.

Keywords: FISH, repetitive DNA, chromosomal evolution, piranhas, silver dollar.
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1. Introducéo
1.1 Aspectos gerais de Serrasalmidae

Serrasalmidae pertence a ordem Characiformes e abrange peixes conhecidos
popularmente como piranhas e pacus. Espécies desta familia sdo peixes de agua doce,
endémicos da regido Neotropical, com ampla distribuicdo pelos rios da América do Sul, sendo
abundantes nas bacias Amazonica, do Orinoco e do Parana-Paraguai. Abrange cerca de 98
espécies validas, distribuidas em 16 géneros viventes e um extinto (Jégu 2003; Cione et al.
2009; Fricke et al. 2019). Esses incluem as piranhas (géneros: Catoprion, Pristobrycon,
Pygocentrus, Pygopristis e Serrasalmus), conhecidas pelo comportamento agressivo e
predatorio e os pacus (Acnodon Colossoma, Metynnis, Myleus, Mylesinus, Myloplus,
Mylossoma, Ossubtus, Piaractus e Tometes) (Jégu 2003; Nelson et al. 2016). Varias espécies
de serrasalmideos tém importancia econdmica e sdo utilizadas na pesca ou aquicultura, como
os representantes dos géneros Colossoma, Mylossoma e Piaractus (Junk 1984; Marshall 1995;
Araujo Lima e Goulding 1998).

Os peixes desta familia sdo caracterizados por apresentarem corpo alto e lateralmente
comprimido, nadadeira dorsal com mais de 16 raios, uma série de espinhos abdominais e pela
presenca de um espinho pré-dorsal anteriormente direcionado, exceto nos géneros que primeiro
divergiram (Colossoma, Mylossoma e Piaractus). Possuem alimentacdo variada, que inclui
desde zooplancton, insetos, frutos, até tecido carnoso de peixes e outros animais (Géry 1977,
Jégu 2003). A alimentacdo varia de acordo com o seu desenvolvimento ontogenético e
especializacbes troficas, sendo encontrados trés habitos alimentares gerais: carnivoro,
frugivoro e lepidofagico. O habito alimentar difere de acordo com a morfologia e padrbes de
dentigdo vistos entre suas espécies (Goulding 1980).

A taxonomia e sistematica deste grupo permaneceram controversas por muito tempo,
ocorrendo discordancia entre os especialistas. Os primeiros estudos de classificacdo feitos para
o grupo foram de Muller e Troschel (1844) e por Eigenmann (1915), onde este separou 0s
taxons em dois grupos. No entanto, o primero trabalho utilizando uma analise cladistica foi
feito por Machado-Allison (1983), com base em caracteres morfoldgicos, tendo resultado
semelhante aos trabalhos anteriores, porém incluindo Catoprion e Metynnis juntamente com as
piranhas. Com inicio das analises filogenéticas com base em marcadores moleculares, foi
proposta a separacdo dos taxons em trés grupos e o grupo foi elevado a categoria de familia
(Serrasalmidae) (Orti et al. 1996; Calcagnotto et al. 2005). Atualmente ndo ha discordancia
sobre o monofiletismo de Serrasalmidae e, com base em andlises de sequéncias mitocondriais,

a familia pode ser subdividida em trés grupos: “clado pacus” (Colossoma, Mylossoma e
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Piaractus), “clado Myleus” (Myleus, Mylesinus, Myloplus, Ossubtus e Tometes) e “clado
piranha” (Catoprion, Metynnis, Pygocentrus, Pygopristis, Pristobrycon e Serrasalmus), sendo
0 primeiro tido como basal e o ultimo como derivado (Orti et al. 2008). Thompson e
colaboradores (2014) concordam com as filogenias anteriores baseadas na morfologia e no
DNAmt e ainda propdem que os serrasalmideos comecaram a se diversificar no Cretaceo (65-
75 Ma), enquanto que o “clado piranha” teria surgido mais tarde, durante o Mioceno (15-20
Ma) (Figura 1).

Entretanto, ainda hd muito o que compreender sobre esta familia e sua diversidade, a
qual vem tendo novas espécies descritas, como por exemplo Tometes siderocarajensis descrita
para a bacia do rio Tocantins-Araguaia (Andrade et al. 2017) e Myleus pachyodus descrita para
o rio Teles Pires e rio Jamanxim, ambos afluentes do Rio Tapajds nos estados do Mato Grosso
e Par4, respectivamente (Andrade et al. 2018), e a descoberta de novas linhagens nos géneros

Serrasalmus e Pygocentrus (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019).
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Figura 1. Filogenia da familia Serrasalmidae com base em caracteres moleculares de Thompson et al.
(2014), modificada com os numeros diploides (2n) j& descritos para cada clado. *Cariomorfo de S. cf.
rhombeus.



1.2 Citogenética de Serrasalmidae

Os dados citogenéticos para Serrasalmidae mostram varia¢do no nimero diploide de 54
a 64 cromossomos (Muramoto et al. 1968; Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2001,
Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). Entretanto, esses dados baseiam-se na analise
cariotipica de um numero reduzido de especies em relacdo a diversidade da familia.
Considerando a filogenia proposta por Thompson e colaboradores (2014), juntamente com 0s
dados cromossémicos ja descritos para a familia observamos que as espécies pertencentes ao
clado basal, “clado dos pacus”, apresentam 2n=54 cromossomos meta e submetacéntricos
(Almeida-Toledo et al. 1987; Nirchio et al. 2003; Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014),
enguanto que as espécies que se enquadram no clado derivado, “clado piranha”, apresentam
nimero diploide variando de 58 a 64 cromossomos, com a presenca de Cromossomos
acrocéntricos (Muramoto et al. 1968; Cestari e Galetti 1992a; Nakayama et al. 2000; 2001;
2008; 2012; Centofante et al. 2002; Teixeira et al. 2006). Embora haja caréncia de dados com
relagdo as espécies pertencentes ao “clado Myleus”, 2n=58 cromossomos ja foi descrito para
algumas espécies desse grupo (Porto 1999; Garcia-Parra 2000; Moreira-Peres et al. 2006),
mostrando um aumento do numero diploide e surgimento de cromossomos acrocéntricos nesta
familia (Tabela 1). Além da variacdo no numero diploide e na férmula cariotipica, diferencas
no padréo de bandeamento C, das regibes organizadoras de nucléolos (RONSs) e na distribuicéo
de sequéncias de DNAr 18S também ja foram descritas (Nakayama et al. 2012; Favarato et al.
2019).

O numero de Regides Organizadoras de Nucléolo (RONS) nesta familia varia desde um
par cromossémico marcado em Piaractus brachypopomus (Nirchio et al. 2003) até seis pares
em Serrasalmus maculatus e S. rhombeus (Nakayama et al. 2012). No clado “Myleus”, assim
como em algumas espécies de Serrasalmus, sdo observadas variagdes entre 0 nimero de
marcacgdes de RONs e do mapeamento dos sitios de DNAr18S, como visto em Myleus micans
(Moreira-Peres et al. 2006). Este numero crescente de sitios marcados foi confirmado pela
hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 18S (Nirchio et al. 2003;
Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014). Com o mapeamento fisico de DNAr 5S ndo foi
visualizado nenhum padréo de distribuigéo entre os clados, mas observou-se varia¢6es de duas
a quatro marcacoes e sempre em associagcdo com blocos de heterocromatina (Nakayama et al.
2012; Ribeiro et al. 2014; Favarato et al. 2019). Em relacéo a heterocromatina ndo ha grandes
diferencas entre os clados, apesar de ja terem sido descritas variacOes intraespecificas e, na

maioria das espécies, esses blocos estao distribuidos nas porc¢des terminais e pericentroméricas



dos cromossomos (Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2001; Nirchio et al. 2003;
Ribeiro et al. 2014).

Cariomorfos também j& foram observados em duas espécies de Serrasalmus, S.
maculatus e S. rhombeus (Cestari e Galetti 1992a; b; Nakayama et al. 2000; 2001; Teixeira et
al. 2006), que apresentaram variacfes no numero diploide e formula cariotipica, sendo que
nessa Ultima espécie também foram observadas diferencas no padrdo de banda C, sugerindo a
ocorréncia de espécies cripticas. Além dessas variag@es, a ocorréncia de cromossomos B foi
descrita no género Metynnis (Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019). Apesar de nédo se saber
ao certo sobre a origem desses cromossomos, diversos estudos tém avancado para elucidar
sobre a fungdo, composicéo e evolucdo dos mesmos (Ahmad e Martins 2019), os quais ainda

ndo foram observados em outras espécies de Serrasalmidae.



Tabela 1. Revisdo dos dados citogenéticos para a familia Serrasalmidae. 2n=ntmero diploide; FC=férmula cariotipica; NF=nlimero fundamental;
m=metacéntrico; sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico; Ag-RONs=regido organizadora de nucléolos detectada por nitrato de prata; p=braco

curto; g=braco longo).

Espécie 2n FC NF  Sitio de AQRONs Sitio de 18S Sitio de 5S Local de coleta Referéncia
(braco/par) (braco/par) (braco/par)
Colossoma macropomum 54 26m+28sm 108 g (6, 12m) g (6,10,12m) g (11m), p(13m) Lago Cataldo-AM 23
Piaractus mesopotamicus 54 24m+30sm 108 g (4m) g (4, 6m) g (11m),p(13 Piscicultura*-SP 23
sm)

Piaractus brachypomus 54 28m+26sm 108 g (sm) g (sm) Caicara del Orinoco, Venezuela 14
Mylossoma aureum 54 40m+14sm 108 p (12m) - q (4, 12m) Lago Cataldo-AM 23
Mylossoma albiscopum (M. 54 28m+12sm+14st 108 p (12m) - g (4, 8m) Lago Cataldo-AM 23
duriventre)

Mylesinus paraschomburgkii 58 24m+22sm+12a 104 p (24-29a) - Rios Pitinga, 8

Uatumad, Capucapu e Falsino-AM
Myleus micans 58 26m+18sm+8st+6a 110 p (26st, 28a) p (26st, 28a)+3 lparm Rio S&o Francisco-MG 16
Cromossomos
M. lippincottianus 62 30m+30sm+2a 122 - p (19, 22m) +B - -rio Oiaopoque - AP 3,24
Metynnis maculatus 62 32m+22sm+4st+4a 120 p (23, 26sm) p (23, 26sm) + - Rio Grande, Santa Albertina - SP/ 20,24
Bacia Amazonica
B
Pygocentrus nattereri 60 20m+28sm+2st+10a 110 p (26-29a) p (26-30a) g (3m) Lago Cataldo/Marchantaria-AM 22




Pygocentrus nattereri
Pygocentrus cariba
Pristobrycon eigenmanni
Pristobrycon striolatus

Catoprion mento

Serrasalmus. altispinnis
S. altispinnis

S. brandti

S. compressus

S. elongatus

S. gouldingi
S. hollandi
S. manuelli

S. marginatus

60

60

60

62

62

60

60

60

60

60

60

64

60

60

14m+22sm+14st+10a

18m+30sm+2st+10a

20m+24sm+6st+10a

22m+22sm+6st+12a

26m+26sm+4st+6a

20m+ 28sm+2st+10a

24m+20sm+6st+10a

18+24sm+8st+10a

18m+30sm+2st+10

22m+22sm+4st+12a

22m+22sm+6st+10a

30m+16st+18a

22m+24sm+6st+8a

16m+26sm+6st+12a

110

110

110

112

118

110

110

110

108

108

110

110

112

108

p (20sm, 26-30a)

p (26-28a)
p (25-26m), q(27-

28st), p (29a)

p (25st, 28-30a)
p (26-30a)

p (25st,26-30a)

p (25-29a)

p (26-30a)

p (24-26st; 27-30a)

p (26-31a)
p (25-26m), g
(27-28st), p (28-

31a)

p (26-30a)

p (25-29a)

p (23st, 26-30a)

q (3m)

q (3m)

q (7m)

q (7m)

q (7m)

Rio Salobo, bacia Araguaia-PA
Caicara del Orinoco, Venezuela
Rio Uatumé-AM
Anavilhanas-AM

Rio Uatuma-AM

Uatumad e Pitinga-AM
Anavilhanas e Barcelos-AM
Represa Trés Marias-MG
Lagos Cataldo e Camaledo-AM

Lagos Cataldo e Camaledo-AM

Anavilhanas, Jal e Barcelos-AM
Desconhecido
Lagos Cataldo e Camaledo-AM

Rio Corumba-MS

21

15

18

18

12

19

12

12; 22

19

12

6;5




S.

S.

serrulatus

spilopleura ‘A’

maculatus

S.

S.

S.

spilopleura ‘B’
spilopleura ‘C’

spilopleura ‘D’

. spilopleura ‘a’

. spilopleura ‘b’
. spilopleura ‘¢’
. cf. rhombeus

. rhombeus cit6tipo A

. rhombeus cit6tipo B

. rhombeus

60

60

60

60

60

60

60

60

58

60

60

20m+22sm+8st+10a

24m+20sm+4st+12a

24m+26sm+10a

23m+21sm+4st+12a

24m+20sm+4st+12a

20m+26sm+4st+10a

18m+26sm-+4st+12a

19m+26sm+4st+11a

30m+16sm+2st+10a

20m+24sm+6st+10a

20m+24sm+4st+12a

30m+16sm+4st+10a

110

108

110

108

108

110

108

109

106

110

108

110

p (24st; 26-30a)

p (25-30a)

p (25-30a)

p (26-30a)

p (25-29a)

p (24st; 26-30a)

p (25st; 26-27, 30a)

p (1, 10m; 24st)
26-30a)

p (25-30a)

p (25-29a)
p(3m), q
(17sm), p (24st,

26-30a)

q (7m)

q (7m)

q (7m)

q (7m)

Cataldo, Anavilhanas e
Barcelos-AM

Lagos Cataldo e Camaledo-AM

Lagos Cataldo e Camaledo-AM
Lago Cataldo-AM
Rio Manacapuru-AM

Rios Mogi-Guacu; Grande; rio
Baia

Aguapei-Poconé; Corumba
Aguapei
Lagos Cataldo Camaledo-AM

Lago Cataldo; Uatuma-AM

Lago Cataldo

Caicara del Orinoco, Bolivar,
Venezuela

19

9;22:11

11

11

2:6: 4

10; 22

10; 22

17

13

Referéncias: 1-Muramoto et al. (1968); 2-Galetti et al. (1985); 3-Arefjev (1989); 4- Cestari e Galetti (1992a); 5-Cestari e Galetti (1992b); 6-Martins-Santos et al. (1994); 7-
Nakayama (1997); 8-Porto (1999); 9-Nakayama et al. (2000); 10-Nakayama et al. (2001); 11-Centofante et al. (2002); 12-Nakayama et al. (2002); 13-Nirchio et al. (2002); 14-
Nirchio et al. (2003); 15-Gaviria et al. (2005); 16-Moreira Peres et al. (2006); 17-Teixeira et al. (2006); 18-Nakayama (2007); 19-Nakayama et al. (2008); 20-Baroni et al. (2009);
21-Santana et al. (2011); 22-Nakayama et al. (2012); 23-Ribeiro et al. (2014); 24- Favarato et al. (2019). *Centro de Educacdo Tecnoldgica em Aquicultura.
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1.3 DNAs Repetitivos

O desenvolvimento da técnica de FISH (Hibridizagcdo Fluorescente in situ) tem permitido
a descoberta de varios marcadores cromossdmicos com base no mapeamento de sequéncias
especificas. Atualmente, além dos marcadores citogenéticos classicos (banda C, AGRONs e
férmula cariotipica), sequéncias de DNA repetitivo vem sendo amplamente utilizadas em
estudos de evolucéo cariotipica em peixes.

Entre essas sequéncias, podemos destacar os DNA altamente repetitivos, os quais podem
ser dispersos e organizados in tandem. As sequéncias repetitivas in tandem incluem os DNA
satélites, normalmente encontrados em por¢des heterocromaticas de regiées centroméricas e
terminais (Martins et al. 2004), sequéncias teloméricas e sequéncias de DNA ribossomal
(DNAr), enquanto que as sequéncias repetitivas dispersas englobam os elementos
transponiveis (ETs) (Phillips e Reed 1996; Martins 2007).

A sequéncia telomérica (TTAGGG), € comum aos vertebrados e pode ter um nimero de
repeticbes variado entre as espécies, sendo amplamente mapeada em diferentes grupos de
peixes, com o objetivo de detectar rearranjos cromossomicos (Rosa et al. 2012; Porto et al.
2014; Favarato et al. 2016a). J4, 0 mapeamento cromossémico de sequéncias de DNAr tém
ganhado destaque em estudos de caracterizacdo de espécies e populacdes de peixes, de relacdes
evolutivas e de organizacdo genémica (Diniz et al. 2009; Barros et al. 2016; Ferreira et al.
2016; Favarato et al. 2016b; 2019).

Os genes de RNA ribossomal (RNAr) sdo organizados em duas familias multigénicas
distintas, uma representada pelo DNAr 45S e outra pelo DNAr 5S. A familia 45S codifica os
RNAs 18S, 5,8S e 28S e um espacador intergénico ndo transcrito (IGS), enquanto a outra
familia codifica para RNAr 5S e consiste em uma sequéncia conservada, separada de cada
unidade transcricional por espagadores ndo transcritos (NTS). Estas sequéncias, embora sejam
altamente conservadas, inclusive entre taxons ndo relacionados, possuem espacadores (NTS)
gue variam em tamanho e composicao da sequéncia, permitindo um dinamismo na organizacéo
gendmica desses genes ribossomais (Martins et al. 2004).

Em relacdo as sequéncias repetitivas dispersas, 0s elementos transponiveis destacam-se
como sequéncias utilizadas em estudos citogenéticos. Essas sequéncias caracterizam-se pela
capacidade de mover-se pelo genoma e tém sua classificagdo baseada em caracteristicas
estruturais e moleculares, e pelo seu modo de transposi¢do, sendo divididos em classe |
(retrotransposons) e classe 11 (transposons) (\Volff et al. 2003; Burt e Trivers 2006; Carducci et
al. 2018). Dentre os elementos moveis da classe | destacam-se 0s retrotransposons Rex (Rex1,

Rex3 e Rex6), que sdo elementos ndo-L TR, isolados primeiramente em Xiphophorus maculatus
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(\Volff et al. 2003), mas presentes em um grande namero de espécies de peixes (ver revisao
Carducci et al. 2018). Devido as suas diferencas, tais sequéncias vém sendo estudadas a fim de
entender sua estrutura, seu envolvimento na regulagéo génica, distribuicdo e sua evolugdo no
genoma (VolIff et al. 1999; 2000; 2001a; 2001b; Mazzuchelli e Martins 2009; Teixeira et al.
2009; Costa et al. 2013; Santos et al. 2016), e mapeadas em varias espécies de peixes, incluindo
espécies amazonicas (Terencio et al. 2013; Schneider et al. 2013; Silva et al. 2014b; Ribeiro
et al. 2017; Favarato et al. 2019).

Tem sido demonstrado que os ET possuem funcdes estruturais que sdo importantes para a
evolucdo do genoma dos organismos e sua distribui¢do pode estar associada a série de outras
sequencias, podendo desempenhar importante papel no genoma de peixes (Volff et al. 2003;
Volff 2005; Bie’'mont e Vieira 2006).

A associacdo de varios tipos de DNA repetitivo com blocos de heterocromatina evidencia
que a distribuicdo destas sequéncias ndo se da de maneira aleatéria (Mazzucheli e Martins
2009), e que esta localizacao preferencial pode estar associada a manutencdo destas sequéncias
no genoma dos organismos. Ainda, sequéncias repetitivas possuem papel importante na
evolucdo cromossémica de téxons relacionados, uma vez que podem facilitar quebras
cromossémicas e rearranjos como delecbes, inversdes e até mesmo amplificacdes de
determinados segmentos (Lim e Simmons 1992; Dimitri et al. 1997).

Embora o mapeamento de sequéncias repetitivas (ribossomais, elementos transponiveis e
sequéncias teloméricas) ja tenha sido realizado em diferentes espécies de peixes, incluindo
espécies amazonicas (Nakayama et al. 2012; Favarato et al. 2016a, b; Ferreira et al. 2016),
estes dados ainda sdo incipientes para a familia Serrasalmidae. Sendo assim, o conhecimento
da composicao cariotipica e da distribuicdo de sequéncias repetitivas nas espécies desta familia
poderd elucidar se existe uma tendéncia cromossdmica evolutiva destas espécies ao longo do
seu processo de diferenciacdo e qual a relacdo dos dados cromossémicos dentro das arvores

filogenéticas propostas (Orti et al. 2008; Thompson et al. 2014).



1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo geral
O presente trabalho visou mapear familias de DNA repetitivo em representantes de
Serrasalmidae, englobando espécies de dois clados (“pacu” e “Myleus”), a fim de entender a

organizacdo genémica e os mecanismos de evolugdo cariotipica da familia.

1.4.2 Objetivos Especificos

v Verificar diferencas cariotipicas entre espécies representativas de géneros de cada clado
(“pacu” e “Myleus”) da familia Serrasalmidae, por meio de marcadores cromossémicos
moleculares (DNAr 5S, DNAr 18S, DNA telomérico e elementos transponiveis).

v" Verificar a existéncia de variacdes intra ou interespecificas, que podem ocorrer nessas
espécies e se ha ocorréncia de espécies cripticas.

v Comparar os dados cromossdmicos obtidos aos dados disponiveis para a familia e grupos

filogeneticamente proximos, a fim de entender sua evolucdo cromossémica.
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2. Material e Métodos
2.1 Material

No presente trabalho foram estudado um total de 118 individuos, distribuidos em 12
espécies de Serrasalmidae, incluindo géneros do “clado Myleus” e do “clado piranha”, sendo
elas: clado “piranha” (Metynnis cuiaba, Metynnis longipinnis, Metynnis lippincottianus,
Metynnis maculatus, Metynnis hypsauchen Serrasalmus maculatus, Serrasalmus rhombeus);
clado “Myleus” (Myloplus asterias, Myloplus rubripinnis, Myloplus schomburgkii, Myloplus
lobatus, e Tometes camunani) (Figura 2, Tabela 2). Os peixes foram obtidos junto a aquaristas
e também coletados com rede de pesca mediante autorizacdo do IBAMA (licenca 28095-1).
Os individuos foram levados vivos para o Laboratério de Genética Animal (LGA) do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), onde foram anestesiados com Eugenol® para
serem submetidos aos procedimentos citogenéticos, seguindo os critérios éticos submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do (INPA (processo numero 027/2017).
Exemplares testemunho foram depositados na Colecdo de Peixes do INPA e as preparacdes

depositadas no banco de suspensdes cromossomicas do LGA do INPA.
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Figura 2. Imagem das espécies analisadas no presente trabalho: (a) Metynnis cuiaba; (b) Metynnis
longipinnis; (c) Metynnis lippincottianus; (d) Metynnis maculatus; (e) Metynnis hypsauchen; (f)
Myloplus asterias; (g) Myloplus rubripinnis; (h) Myloplus schomburgkii; (i) Myloplus lobatos; (j)
Serrasalmus maculatus; (k) Serrasalmus rhombeus; (I) Tometes camunani.
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Tabela 2. Exemplares analisados no presente trabalho.

Espécies

Nuamero individuos
Machos Fémeas

Localidade

Voucher

Metynnis cuiaba
Metynnis hypsauchen
Metynnis longipinnis

Metynnis lippincottianus

Metynnis maculatus

Myloplus asterias

Myloplus rubripinnis

Myloplus schomburgkii

Myloplus lobatus

Serrasalmus maculatus
cariomorfo “A”

Serrasalmus maculatus
cariomorfo “C”

Serrasalmus rhombeus
cariomorfo “4”

Serrasalmus rhombeus
cariomorfo “B”

Serrasalmus cf. rhombeus

Tometes camunani

0 1
3 4
1 2
6 4
6 2
1 1
4 4
9 3
3 0
7 5
6 8
9 8
3 2
8 7
1 0

Anavilhanas - AM

Rio Uatuma-AM
Anavilhanas - AM

Rio Oiapoque - AP

Bacia do Rio Amazonas - PA.

Igarapé Apeu - PA

Rio Guma - PA

Altamira - PA

Lago Cataldo - AM

Lago Cataldo - AM

Lago Cataldo - AM

Lago Cataldo - AM

Lago Cataldo - AM

Lago Cataldo - AM

Bacia do Rio Amazonas - PA.

INPA-ICT 059049

INPA-ICT 059050

INPA-ICT 059051

INPA57688

INPA57687

INPA-ICT 059052

INPA-ICT 059053

INPA-ICT 059054

INPA-ICT 059056

INPA-ICT 059055

2.2. Métodos

2.2.1 Obtencdo de cromossomos mitoticos

Para se obter um maior nimero de células em metafase foi utilizada a técnica para

inducdo de mitoses, descrita por Oliveira et al. (1988), na qual uma solucdo de fermento

bioldgico é aplicada nos espécimes. As preparacGes cromossdmicas foram obtidas seguindo

metodologia descrita por Gold et al. (1990), com algumas modificacBes. A técnica foi realizada

seguindo os passos abaixo:

1. O animal foi previamente anestesiado em uma solucdo de Eugenol, e em seguida

eutanasiado para a coleta de porgdes dos rins anterior e posterior com auxilio de pingas.
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2. O material foi transferido para uma cubeta de vidro contendo de 5 a 10 mL de meio
RPMI e entdo dissociado com auxilio de uma seringa hipodérmica desprovida de
agulha, através de movimentos leves de aspiracao e expiracdo, para a obtencdo de uma
suspensdo homogénea de células.

3. Adicionou-se de 100 a 200 pL de colchicina 0,0125%, ressuspendendo,
cuidadosamente, o material com auxilio de uma pipeta Pasteur, e entdo a suspensao foi
incubada em uma estufa a 37 °C por cerca de 25 minutos.

4. Em seguida, o material foi transferido para um tubo de centrifuga de 15mL,
ressuspendido e centrifugado por 10 minutos a 900 rpm.

5. O sobrenadante foi retirado, com auxilio de uma pipeta de Pasteur, tomando cuidado
para ndo ressuspender o material e acrescentando cerca de 10 a 12 mL solucdo de KCL
0,075M, ressuspendendo o material e deixando em estufa a 37 °C por 45 minutos.

6. Em seguida, adicionou-se 1 mL de fixador (3 metanol: 1 &cido acético) ao material, o
qual foi centrifugado por 10 minutos a 900 rpm, retirando o sobrenadante, com auxilio
de uma pipeta Pasteur e acrescentando cerca de 10 mL solugéo de fixador.

7. Repetiu-se o passo 6 mais 2 vezes.

8. Apos isso, foi eliminado o sobrenadante da Gltima centrifugacédo e adicionado cerca de
1,5 mL de fixador ao material, transferindo-o para frascos plasticos do tipo eppendorf,

os quais foram armazenados em freezer a -20 °C.

2.2.2. Deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs)

Para a caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolos (RON) foi utilizada a
técnica de precipitacdo de cristais de prata (Ag-RON), descrita por Howell e Black (1980), com
pequenas modificacfes. A técnica consistiu em pingar sobre a lamina com a preparacao
cromossdmica uma gota de uma solucdo coloidal, obtida com 1g de gelatina comercial sem
sabor, dissolvida em 50 mL de agua destilada e acrescida de 0,5 mL de acido férmico. Em
seguida, adicionou-se sobre a solucao coloidal duas gotas de solucao aquosa de AgNO3 (Nitrato
de prata) a 50%. A lamina foi levemente agitada e coberta com laminula. A lamina foi mantida
sobre chapa aquecedora a 60 °C por cerca de 5-10 minutos. Em seguida foi lavada em agua
destilada de forma a permitir que a laminula fosse retirada com o préprio jato de agua. As

laminas secaram diretamente ao ar.
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2.2.3. Deteccéo de heterocromatina (Banda C)

Para analise da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner (1972), com
as algumas adaptacdes:

A lamina inicialmente foi tratada com &cido cloridrico (HCI) 0,2N por 12 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi colocada em solucédo de hidréxido de bario (Ba(OH)2)
(5%), recém preparada e filtrada, a 42 °C, durante 1:40 minutos, sendo rapidamente imergida
em HCI (0,2N) para retirar 0 excesso de bario, e apos isso, a mesma foi lavada com jatos de
agua destilada. A lamina foi incubada em solugdo 2XSSC a 60 °C, durante 30 minutos; e por
fim, corada com solucdo de Giemsa a 5% em solucdo tampéo fosfato pH 6,8 durante 10
minutos. E importante salientar que, ap6s cada tratamento, a lamina foi lavada em &agua

destilada e deixada ao ar livre até secar totalmente.

2.2.4. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir do tecido muscular e de figado das espécies,
utilizando-se o Kit de extracdo Wizard® (Promega), segundo as recomendagdes do fabricante.
Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foi adicionado o tecido, juntamente com 300 pL de
solucdo de EDTA + Nuclei Lysys Solution (50 uL de EDTA 0,5M + 250 pL de Nuclei Lysys
Solution) e 10 pL de proteinase K. Esta mistura foi incubada por pelo menos 3 horas a 55 °C,
para dissociar o tecido. Apos a dissociacdo do tecido, adicionou-se 5 pL. RNAse a mistura,
sendo esta incubada por 30 minutos a 37 °C. Apds a acdo da RNAse, foi adicionada a mistura
a solucdo Protein Precipitation Solution e o tubo foi levado ao vértex por 20 segundos, até a
mistura espumar. Apos isso, foi deixada no freezer por 5 minutos. Os tubos contendo a solucao
foram centrifugados por 8 minutos & 13000 rpm, o sobrenadante foi transferido para tubos
novos, adicionando 300 uL de isopropanol gelado, centrifugando-se novamente por 8 minutos
a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 300 pL de etanol 70% gelado foi adicionado e
novamente centrifugado por 8 minutos a 13000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e 300 pL de etanol 100% foram adicionados e 0s tubos centrifugados por 8 minutos a 13000
rpm. Ao fim desta etapa, os tubos foram deixados a 37 °C para secarem. Por fim foram
adicionados 50 uL de DNA Rehydration Solution aos tubos, os quais foram mantidos a 37 °C

por 16 horas.

2.2.5. Isolamento de sequéncias repetitivas por PCR (Polymerase Chain Reaction)
Todas as sequéncias repetitivas que foram utilizadas no trabalho foram isoladas por

PCR. O isolamento dos genes ribossomais 18S e 5S foi realizado utilizando os seguintes
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primers:18S: 18Sf (5°-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3") e 18Sr (5’-CCG AGGACC
TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010) e 5Sa (5’-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC-
3’) e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC 3’) (Martins ¢ Galetti 1999).

Para amplificacdo dos elementos transponiveis foram utilizadas sequéncias de Rex ja
caracterizadas em estudos anteriores. Os primers usados para amplificar os elementos
transponiveis foram: RTX1-F1 (5’TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC) e RTX1-R3 (5’TCC
CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC) para Rex1, (RTX3-F3 5°CGG TGA YAA AGG GCA
GCC CTG) e RTX3-R3 (5°TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT) para Rex3 (Volff et al. 1999;
2000; 2001a), Rex6-Medfl (5’TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC) e Rex6-Medf2
(5’AGG AAC ATG TGT GCA GAA TATG) para Rex6 (Volff et al. 2001b). A amplificacéo
enzimatica destes elementos, dos individuos amostrados, foi realizada a partir do DNA celular
total previamente isolado, sendo a amplificacdo realizada através da técnica de PCR. Os
produtos de PCR fita dupla foram obtidos em um volume total de 25 puL (~100 ng de DNA
genémico; Tampdo 1X; 0,5 unidade de Taq DNA Polimerase; 0,2 mM de cada dNTP — dATP,
dCTP, dTTP, dGTP; 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador (primer); 2,0 mM de cloreto
de magnésio e agua mili-Q para completar o volume). As reacdes foram processadas em
termociclador (Ependorff - Mastercycler Gradient). Depois de amplificado, os produtos de
PCR foram verificados e quantificados em gel de agarose 1,7%.

A sonda utilizada para deteccao de sequéncias teloméricas foi amplificada e marcada
por PCR. Foram usados os primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s e 0s parametros para marcacao
foram: 11,6puL de agua Mili-Q, 5 pL de tampdo da enzima Taq polimerase (10X), 2 uL de
MgClz (25mM), 1pL de dATP, dCTP e dGTP, 1,5uL de cada primer (10mM), 0,4uL de Taq
polimerase (5U/uL) (ljdo et al. 1991). Os fragmentos de DNA obtidos foram utilizados como
sondas para hibridizacdo nos cromossomos metafasicos.

2.2.6. Hibridizacao in situ por fluorescéncia — FISH

Os produtos de PCR foram utilizados como sondas na FISH. Para esse processo foi
utilizado o kit Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) para a marcacdo das sondas e a
detecgdo realizada usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) ou Estreptavidina, e o Kit
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) para a marcacdo das sondas e a deteccdo do
sinal realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Ambos processos
foram de acordo com as especificagdes do fabricante.
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A técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), descrita por Pinkel et al.
(1986) com algumas modificacdes, foi utilizada para a deteccdo das sequéncias de interesse
nos cromossomos metafésicos, seguindo as seguintes etapas:

Tratamento das laminas:

As laminas foram lavadas em tampdo PBS 1x durante 5 minutos em temperatura
ambiente, sendo posteriormente desidratadas em série alcodlica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada
e secas ao ar. As laminas foram incubadas em 90 uL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 °C
por 1 hora em cdmara Umida. Transcorrido este tempo, as ldminas foram lavadas trés vezes em
2xSSC por 3 minutos cada e em PBS 1x por 5 minutos. As laminas entdo foram fixadas em
uma solucéo de formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCl. durante 10 minutos a temperatura
ambiente e em seguida lavadas em PBS 1x por 5 minutos, sendo entdo desidratadas em série
alcodlica gelada (70, 85, 100 %) por 5 minutos cada. Simultaneamente a desidratacdo da lamina
em série alcodlica, a solugdo de hibridacdo contendo formamida 100% (concentracéo final
50%), sulfato de dextrano 50%, 20xSSC (concentracdo final de 2xSSC), sondas marcadas e
agua milli-Q foi preparada e posteriormente desnaturada a 99 °C por um periodo de 10 minutos,
sendo passada imediatamente ao gelo. O DNA cromossdmico foi desnaturado com formamida
70% em 2xSSC a 70 °C por 5 minutos e em seguida desidratado em etanol gelado 70%, 85% e
100% por 5 minutos cada, secando ao ar. Foi entdo colocado 40 pL solucéo de hibridacéo sobre
a lamina com os cromossomos desnaturados e incubada em cdmara Umida a 37 °C por
aproximadamente 18 horas.

Apo6s o tempo de hibridacdo, as laminas foram lavadas em formamida 15% a 42 °C
durante 5-10 minutos e posteriormente lavadas em solucdo Tween 0,5%, por 5 minutos. Para
deteccdo do sinal as laminas foram incubadas em tampdo NFDM por 15 minutos e lavadas 2
vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada. As laminas foram incubadas
com os anticorpos especificos (antidigoxigenina e/ou estreptavidina) por 60 minutos em
camara Umida a 37 °C. Apds este tempo, as laminas foram lavadas 3 vezes com Tween 0,5%
temperatura ambiente por 5 minutos cada, desidratadas em série alcodlica gelada 70, 85 e 100%
por igual tempo e entdo secas ao ar. A técnica
Montagem das laminas:

Misturou-se 20 pL de antifading mais 1 pL de DAPI (0,2 mg/mL) e adicionou-se a

mistura na lamina, cobrindo com uma laminula.
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2.2.7. Processamento das imagens

Os cromossomos metafésicos foram analisados em um fotomicroscopio de fluorescéncia
Olympus BX-51. As imagens capturadas com uma camera digital (Olympus DP51) e com o
programa DP Managger e processadas por meio do programa Adobe Photoshop 7.0. Para a
montagem do cariotipo, os cromossomos foram organizados em ordem decrescente de tamanho

e classificados segundo Levan et al. (1964).

18



3. Resultados e Discusséo

Os resultados e discussdes obtidos neste estudo sdo aqui apresentados em capitulos, na forma
de artigos cientificos:

3.1 Influéncia de sequéncias repetitivas na diferenciacdo cariotipica de Serrasalmus

Lacepede, 1803 (Characiformes, Serrasalmidae).

3.2 Caracterizacdo citogenética de duas espécies de Metynnis (Characiformes,

Serrasalmidae) revelando cromossomo B restrito a fémeas.

3.3 Tendéncias na evolucédo cromossdmica da familia Serrasalmidae (Characiformes).
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3.1 - Influéncia de sequéncias repetitivas na diferenciacao cariotipica de Serrasalmus
Lacepéde, 1803 (Characiformes, Serrasalmidae).
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Resumo

Serrasalmidae representa um grupo de peixes de agua doce que abrange espécies
conhecidas pela voracidade, como as piranhas, e também espécies de alto valor econémico,
como o tambaqui. Estudos citogenéticos nesta familia mostram trés clados bem definidos
quanto ao namero diploide. Entretanto, alguns complexos de espécies ja foram descritos no
clado derivado (clado “piranhas”), ndo estando esclarecida a evolugéo cariotipica desse grupo
e sua relacdo com sequéncias repetitivas. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo
analisar citogeneticamente os complexos Serrasalmus maculatus (dois cariomorfos) e S.
rhombeus (trés cariomorfos), que ocorrem no lago Cataldo (AM) e arredores, por meio do
mapeamento fisico cromossdmico, utilizando DNAr 18S e 5S, sondas teloméricas e o
retroelemento Rex1. O mapeamento do DNAr 18S mostrou variagdo inter e intraespecifica nas
duas espécies de Serrasalmus, porém o DNAr 5S foi conservado em um par, o qual parece ser
homedlogo entre os cariomorfos. As marcacoes de Rex1 apresentaram-se em blocos, em todos
os cariomorfos analisados. Além disso, foi possivel observar que a localizacdo do Rexl
coincide com os sitios multiplos de DNAr 18S, nas por¢des terminais dos cromossomos
acrocéntricos, indicando uma relacdo entre este elemento transponivel (ET) e os sitios de
Regido Organizadora do Nucléolo, sugerindo que a dispersdo dos sitios de DNAr 18S em S.

rhombeus e S. maculatus deve ter sido ocasionada pela atividade de ET.

Palavras-chave: mapeamento cromossdmico, DNA repetitivo, complexo de espécies,

piranhas.
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Introducéo

A familia Serrasalmidae é composta por peixes conhecidos popularmente como pacus
e piranhas, endémicos da regido Neotropical, e que se distribuem principalmente nas bacias
dos rios Amazonas, Orinoco e Parana-Paraguai (Jégu 2003; Orti et al. 2008; Nelson et al.
2016). Podem ser identificados por caracteres comuns a grande parte dos seus membros, como
corpo comprimido e muito alto, uma série de espinhos abdominais, nadadeira dorsal com mais
de 16 raios e presenca de um espinho pré-dorsal anteriormente direcionado. Possuem também
caracteristicas especificas, que sdo usadas para diferenciar grupos ou espécies, como o formato
e a disposicao dos dentes (Géry 1977; Jégu 2003).

Abriga 98 espécies validas, distribuidas em 16 géneros viventes (Jégu 2003; Cione et
al. 2009; Fricke et al. 2019), as quais séo divididas em trés clados: “pacus”, “Myleus” e
“piranhas” (Orti et al. 2008; Thompson et al. 2014). O clado “piranha” é considerado derivado
e inclui os géneros Catoprion Miller & Troschel, 1844, Metynnis Cope 1878, Pristobrycon
Eigenmann, 1915, Pygocentrus Muller & Troschel, 1844, Pygopristis Miller & Troschel, 1844
e Serrasalmus Lacepede, 1803. Apesar de analises morfoldgicas e moleculares corroborarem
o monofiletismo do grupo (Machado-Allison, 1983; Jégu 2004; Calcagnotto et al. 2005; Cione
et al. 2009; Thompson et al. 2014), algumas relacdes ainda permanecem confusas, visto que
analises moleculares recentes revelaram uma série de novas linhagens para Pygocentrus e
Serrasalmus (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019).

O género Serrasalmus tem demonstrado uma grande diversidade cariotipica tanto
numérica como estrutural, e, pelo menos, trés espécies nominais ja foram identificadas como
complexos de espécies por apresentarem cariomorfos distintos. Sdo elas S. spilopleura (Cestari
e Galetti 1992 a; b), S. maculatus (identificada como S. spilopleura por Nakayama et al. 2000;
Centofante et al. 2002) e S. rhombeus (Nakayama et al. 2000; Centofante et al. 2002).

Os nuameros diploide e fundamental (2n e NF), aliados a outros marcadores
cromossémicos e estudos taxonémicos, tém permitido a elaboracdo de inferéncias evolutivas
em varios grupos de peixes. Variacbes de citétipos ja foram amplamente descritas em
Characiformes, como em espécies de Astyanax (Castro et al. 2015; Daniel et al. 2015; Barbosa
et al. 2017) e em Hoplias malabaricus (Bertollo et al. 2000; da Rosa et al. 2009).

Estudos de citogenética molecular, envolvendo o mapeamento de sequéncias de DNA
repetitivo pela técnica de FISH (Hibridizacdo Fluorescente in situ), tém contribuido para o
conhecimento da diversidade cromossémica de diversas espéecies de peixes. A determinagéo
de novos marcadores cromossdmicos e a detec¢do de variagOes cariotipicas, ndo observadas

por técnicas de citogenética classica, contribuem para o entendimento da taxonomia, filogenia
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e aspectos evolutivos desse grupo tdo diverso, pois permite a localizacdo fisica de sequéncias
especificas de DNA nos cromossomos (Artoni et al. 2015).

A utilizagdo de sequéncias moderadamente repetitivas como os DNAS ribossomais 5S
e 18S tem mostrado sua eficacia como marcadores cromossdmicos, revelando variagdes intra
e interespecificas (Nakayama et al. 2012; Barros et al. 2016; Favarato et al. 2019). As
sequéncias de DNA altamente repetitivas, por exemplo os elementos transponiveis, também
vém mostrando sua importancia na diversificagdo cromossdmica em peixes (Terencio et al.
2012; Daniel et al. 2015; Favarato et al. 2016a). Entretanto, a relagdo entre sequéncias
repetitivas e diversificacdo cariotipica ainda ndo é bem elucidada em muitos grupos de peixes,
como por exemplo, Serrasalmidae.

Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo verificar, mapeando sequéncias
repetitivas, os dois complexos de espécies hipotetizados por Nakayama et al. (2001) e por
Centofante et al. (2002) para S. rhombeus e S. maculatus, respectivamente, a fim de inferir

sobre o possivel papel destas sequéncias na diferenciacdo cromossémica de espeécies.

Material e Métodos

Para o presente estudo, analisamos um total de 63 peixes coletados e com exemplares
testemunho depositados na Colecdo de Peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
(AM, Brazil): Serrasalmus maculatus cariomorfo “A” (7 machos ¢ 5 fémeas), oriundos do rio
Amazonas, no municipio de Itacoatiara (AM, Brazil); Serrasalmus maculatus cariomorfo “C”
(6 machos e 8 fémeas), provenientes do Lago Cataldo (AM, Brazil); Serrasalmus rhombeus
cariomorfo “A” (9 machos e 8 fémeas); Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” (3 machos e 2
fémeas); Serrasalmus cf. rhombeus (8 machos e 7 fémeas), provenientes do Lago Cataldo. As
suspensoes celulares, obtidas a partir de células renais de acordo com o protocolo descrito por
Bertollo et al. (1978) estavam depositadas no Laboratério de Genética Animal do INPA. O
bandeamento C seguiu o protocolo de Sumner (1972), com pequenas modificacdes.

Neste trabalho, a extracdo de DNA total foi realizada a partir de tecido muscular,
utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo orientacdes do
fabricante. A quantificacdo foi realizada em gel de agarose 1,5% com marcador molecular de
peso conhecido e em NanoVue™ Plus (GE Healthcare). As sequéncias de DNAr 18S, DNAr
5S, telomérica e do retroelementos Rex1 foram amplificadas por reagdo da polimerase em
cadeia, utilizando os primers, respectivamente: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGACTC TTG AT-
3’)e 18Sr(5’-CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3") (Gross et al. 2010); 5Sa (5’-TAC GCC
CGATCT CGT CCG ATC-3"),e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3) (Martins
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e Galetti 1999); (TTAGGG)s e (CCCTAA)s (ljdo et al. 1991), e RTX1-F1 (5’-TTC TCC AGT
GCC TTC AAC ACC-3’) e RTX1-R1 (5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3%)
(Volff et al. 2000).

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito
por Pinkel et al. (1986), com condicdo de estringéncia de 77%. Os produtos da PCR do gene
DNAr 18S, retroelemento Rex1 e sequéncia telomérica foram marcados por nick translation
com digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S com biotina-14-
dATP (Biotin Nick Translation mix; Roche), seguindo as instruc6es do fabricante. A deteccao
dos sinais de hibridizacdo foi realizada com anti digoxigenina-rodamina (Roche Applied
Science) para as sondas de DNAr 18S, Rex1 e sequéncia telomérica e estreptavidina (Sigma-
Aldrich) para as sondas de DNAr 5S. Em seguida os cromossomos foram contracorados com
DAPI e analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 e classificados de
acordo com Levan et al. (1964).

Além disso, devido a dificuldade de identificagio morfolégica dos exemplares

preservados das duas espécies nominais, foi realizada a amplificacdo e sequenciamento da
regido do gene citocromo oxidase subunidade I (COIl) nos cariomorfos S. rhombeus “A” e S.
cf. rhombeus, visando apenas verificar se os cariomorfos pertenciam a mesma espécie. Para
isso foi utilizado um mix de primers descritos por lvanova et al. (2007):
FishF2 (5’-GTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-37),
FishR2  (5’-CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3"),
VF2 (5°-GTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3%),e VRId
(5>-CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA-3%).

A amplificagéo se deu por meio da reacdo em cadeia da polimerase com volume total
de 25 pL contendo:12,5 puL Master mix 50 units/ml de Taq DNA polymerase, tampao (pH 8.5),
400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCI2), 1,0 uL primer, 10,5
pL agua e 1,0 uL de DNA (10 nM-200 nM). As amplificacGes foram realizadas 35 ciclos no
perfil: desnaturacéo a 92 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 30 segundos e extensao
a 72 °C por 1:30 minutos e 5 minutos a 72 °C. A eficiéncia das amplificacdes do gene foi
verificada em gel de agarose 0,8%, com posterior quantificacio em espectrofotdbmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare).

Os produtos de PCR foram purificados com o kit enziméatico exonuclease Exosap-1T
(GE Healthcare), seguindo-se as instru¢bes do fabricante. Para a reacdo do sequenciamento
seguiu-se o método didesoxiterminal de Sanger, utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram submetidas a anéalise e
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edicdo no software Geneious©. O mesmo foi utilizado para a obtencdo da sequéncia consenso.
Esta foi submetida ao programa BLAST (Altschul et al. 1997) para confirmacgéo e comparagao
da regido sequenciada com os dados disponiveis no National Center for Biotechnology
Information (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e também confrontadas com o banco de
sequéncias DNA Barcode na plataforma BOLD (Barcoding of Life Database -
http://www.boldsystems.org/ views/login.php (Ratnasingham e Hebert 2007). Para o
alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa de alinhamento mudltiplo Clustal W
(Thompson et al. 1994).

Resultados

Os resultados do sequenciamento do gene COI confirmaram a identificacdo
morfoldgica dos exemplares analisados, sendo Serrasalmus rhombeus cariomorfo “A”,
Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” e Serrasalmus cf. rhombeus agrupados como S.
rhombeus (dados ndao mostrados). Dois numeros diploides foram descritos: 2n=60 para
Serrasalmus rhombeus cariomorfo “A”e Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” e 2n=58 para
Serrasalmus cf. rhombeus.

O mapeamento do DNAr 18S mostrou variacao inter e intraespecifica nas duas espécies
de Serrasalmus analisadas. Em S. rhombeus “A” tivemos marcagdes pericentroméricas nos
pares 24, 26, 27, 28, 29 e 30. Para o0 par metacéntrico 3 observou-se marcacao terminal no
braco curto, para o par submetacéntrico 17, que mostrou marcagdo na porg¢éo terminal do braco
longo, e para o par acrocéntrico 28 evidenciou-se marcacdes terminais no braco longo e
pericentromérica (Figura 1a). Em S. rhombeus “B” as marcagdes concentraram-Se apenas em
porcdes pericentroméricas dos pares 25, 26, 27, 28, 29 e 30, com duplas marcac¢Bes no par 27
(terminal no brago longo e pericentromérica) (Figura 1b). O bandeamento C deste cariomorfo,
que ainda ndo havia sido descrito, evidenciou blocos heterocromaticos na regido centromérica
de todos os pares do complemento, além de regides terminais de alguns cromossomos, com
blocos evidentes nos pares 27, 28 e 30 (Figura 2). Em S. cf. rhombeus os sitios do DNAr 18S
foram detectados no brago curto do par 3, no braco longo do par 17 e em porgédo

pericentromérica dos cincos pares acrocéntricos, sendo bitelomérica no par 28 (Figura 1c).
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Figura 1. Mapeamento cromossomico do rDNA 18S (vermelho) e 5S (verde) em espécies de
Serrasalmus. A) Serrasalmus rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; c¢) Serrasalmus cf.
rhombeus; d) Serrasalmus maculatus “A”; e) Serrasalmus maculatus “C”). Barra: 10 pm.
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Figura 2. Bandeamento C em Serrasalmus rhombeus “B”, evidenciando as regides heterocromaticas.
Barra: 10 pm.

Para S. maculatus, onde todos os individuos tém 2n=60, as marcacbes foram
visualizadas na regido pericentromérica de todos 0s cromossomos acrocéntricos (pares 25, 26,
27, 28, 29 e 30) nos dois cariomorfos analisados (Figura 1d; 1e). Porém, S. maculatus “C” tem
também marcacdes na porcao terminal do brago longo e na regido pericentromérica do par 27
(Figura 1e).

Em relacdo ao sitio de DNAr 5S a marcacdo foi detectada na regido intersticial do brago
longo do par 7, coincidente com um bloco de heterocromatina, em todos os individuos
analisados (Figura 1).

No mapeamento do ET Rexl foi possivel visualizar blocos conspicuos dessas
sequéncias em regides pericentroméricas e terminais dos cromossomos, de todos 0s
cariomorfos (Figura 3). Em S. rhombeus “A” observou-se blocos evidentes do retroelementona
por¢do terminal do braco longo dos pares 11, 12, 22 e 28 (Figura 3a). Em S. rhombeus “B”
essas marcacOes podem ser vistas nos bragos curtos dos pares 12, 13, 23, 27 e 29, além de
marcacgdes pericentroméricas em praticamente todos os pares (Figura 3b). Em S. cf. rhombeus
a deteccéo se deu nas regides terminais dos pares 12, 18, 26, 28 e 29, tendo o par 23 marcacdes
mais evidentes nos bragos curtos. Além disso, marcacgdes dispersas foram observadas em varios
cromossomos do complemento (Figura 3c). Ja, para S. maculatus, as marcacbes se
concentraram principalmente nas porcdes pericentroméricas de ambos cariomorfos (Figura 3d;
3e). Entretanto, S. maculatus “C” mostrou maior nimero de pares marcados ¢ também a
presenca de marcacdes dispersas (Figura 3e). A FISH de sequéncias teloméricas evidenciou
marcagdes apenas nas regides terminais dos cromossomos em todos os cariomorfos do presente
trabalho (Figura 4).
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Figura 3. Cari6tipo dos Serrasalmus analisadas por FISH com sondas de Rex1 e contracoradas com
DAPI (a) Serrasalmus rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; ¢) Serrasalmus cf. rhombeus; d)
Serrasalmus maculatus “A”; e) Serrasalmus maculatus “C”. Barra: 10 um.




Figura 4. FISH de sequéncias teloméricas em cinco cariomorfos de Serrasalmus: a) Serrasalmus
rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; c¢) Serrasalmus cf. rhombeus; d) Serrasalmus maculatus
“A”; e) Serrasalmus maculatus “C”. Barra: 10 pm.

Discussdo
O género Serrasalmus distingue-se dentro de Serrasalmidae por caracteres moleculares,
morfoldgicos e citogenéticos. Entretanto, algumas questdes, envolvendo a morfologia nesse

género ainda sdo discutidas. Jégu e Mendes (2001), por exemplo, com base em dados
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morfoldgicos propuseram que os peixes identificados na Amazonia Central brasileira como S.
splilopleura, na verdade trata-se de S. maculatus, uma vez que S. splilopleura ocorre apenas
na Bacia do Rio Guaporeé, sendo essa a classificacdo adotada no presente trabalho. Assim,
verificamos que os nimeros diploides aqui observados corroboram os ja descritos para S.
maculatus e S. rhombeus (Nakayama et al. 2001; Centofante et al. 2002), sem a presenca de
cromossomos sexuais diferenciados, e com maioria das espécies apresentando 60
cromossomos, sendo visto 2n=58 cromossomos apenas em S. cf. rhombeus (Centofante et al.
2002; Nakayama et al. 2000; 2002; 2008; 2012; Nirchio et al. 2002, Teixeira et al. 2006). O
padrdo de heterocromatina, descrito neste trabalho para S. rhombeus “B”, assemelha-se ao ja
descrito para os outros cariomorfos da espécie (Nakayama et al. 2001), com blocos
heterocromaticos principalmente em por¢des pericentroméricas e terminais, que parece
corroborar o ja descrito para outras espécies do género (Nakayama et al. 2008).

Apesar de uma aparente conservacao citogenética em Serrasalmus, algumas variactes
inter e intraespecificas sdo observadas. Analises cromossdmicas envolvendo coloracao
convencional, bandeamento C e Ag-RONs em trés espécies de Serrasalmus evidenciaram a
presenca de mais de um cariomorfo nesse grupo. Para S. spilopleura da bacia Parana-Paraguai
foram descritos trés cariomorfos (Cestari e Galetti 1992a). Para S. maculatus (descrita como S.
spilopleura), coletada na bacia amazénica foram descritos quatro cariomorfos (Nakayama et
al. 2000; Centofante et al. 2002). Para S. rhombeus da bacia amazonica, trés cariomorfos foram
observados, inclusive com diferenca no nimero diploide (Nakayama et al. 2001; Teixeira et
al. 2006). Para essa Ultima espécie, a presenca de trés grupos diferenciados também foi
confirmada por analises com a enzima esterase-D, sugerindo a presenca de um complexo de
espécies (Teixeira et al. 2006).

Além das diferencas na formula cariotipica e no padrdo de bandeamento C ja descritas
entre os cariomorfos das duas espécies, S. rhombues e S. maculatus (Cestari e Galetti, 1992a;
Nakayama et al. 2000; 2001; Centofante et al. 2002), as marca¢des dos sitios de DNAr 18S
também apresentaram variacao intraespecifica tanto em S. rhombeus quanto em S. maculatus.
As marcagdes obtidas em S. rhombeus “A” e S. cf. rhombeus corroboram parcialmente o
encontrado por Nakayama et al. (2012), onde as marcagdes em 8 pares de S. rhombeus “A” se
mantém, mas no presente estudo um maior numero de sitios foi visto em S. cf. rhombeus
(marcacao terminal no braco curto do par 3, marcacao terminal no braco longo do par 17 e a
dupla marcagdo no par 27). Neste caso, tais diferencas podem ser atribuidas a ajustes na
metodologia e ao tamanho reduzido dos sitios ribossomais supracitados, os quais sdo de dificil

detec¢do, uma vez que os individuos analisados s&o 0s mesmos nos dois estudos.
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Quando comparamos a localizacdo do DNAr 18S entre S. rhombeus “A”, S. rhombeus
“B” e S. cf. rhombeus, vemos que o padrdo de distribuicdo dessas sequéncias ¢ semelhante
entre os cariomorfos, pois as marcacfes pericentroméricas em todos os acrocéntricos e a dupla
marcagéo terminal no terceiro par acrocéntrico séo mantidas em todos eles. Acreditamos que
rearranjos envolvendo cromossomos subtelocéntricos sejam os responsaveis pela diferenciacao
dos cariomorfos analisados e também pela auséncia de sitios de DNAr 18S no segundo par
subtelocéntrico em S. rhombeus “B” e em S. cf. rhombeus. Para a diferenciacéo de S. rhombeus
“B” pode ter havido uma inversao de um par subtelocéntrico em S. rhombeus “A”, ocasionando
um aumento no namero de acrocéntricos do primeiro cariomorfo e carreando o sitio
ribossomal.

J4, a marcacdo do par subtelocéntrico de S. rhombeus “A” deve ter sido perdida em S.
cf. rhombeus devido a fusdo de dois cromossomos subtelocéntricos para a formacdo do
primeiro par metacéntrico desse ultimo cariomorfo, que apresenta um tamanho maior, quando
comparado ao das demais espécies. Apesar de ndo ter sido evidenciada nenhuma regido
intersticial telomérica (ITS) nesse par cromossdmico, 0 mesmo possui um grande bloco de
heterocromatina na regido pericentromérica (Nakayama et al. 2001), sendo mais um indicio
dessa fusdo, que causaria a reducdo do numero diploide em S. cf. rhombeus e explicaria a
reducdo no namero de subtelocéntricos.

Em S. maculatus “A” a localizagdo do DNAr 18S em porg¢des pericentroméricas
coincide com o descrito em Nakayama et al. (2012), com marcacgdes concentradas em todos 0s
pares acrocéntricos do complemento. A principal diferenca se da provavelmente devido a
dificil deteccdo de sitios pequenos pela FISH, pois Nakayama et al. (op. cit.) descreveram o
sitio ribossomal em apenas um dos homologos dos pares 25 e 30, enquanto no presente trabalho
ambos os homoélogos portaram a marcacdo nesses pares. Para S. maculatus “C”, cujo
mapeamento de DNAr 18S ainda nao havia sido realizado, observou-se um padrdo semelhante
ao visto em S. maculatus “A”, diferindo apenas no par 27, que apresenta marcagdes
biteloméricas. Ao contrario do visto em S. rhombeus, os cariomorfos encontrados em S.
maculatus ndo apresentam indicios de que cromossomos portadores do sitio ribossomal 18S
estejam envolvidos nos processos de diferenciagdo cromossémica.

As marcac0es teloméricas apenas nas por¢des terminais dos cromossomos de ambos 0s
cariomorfos e a manutencdo da formula cariotipica sugerem que apenas rearranjos nao
robertsonianos estiveram envolvidos na diferenciacdo desses cariomorfos. Sendo assim, a
macroestrutura desses cariotipos é conservada, com variagdes entre os cariomorfos apenas no

padrdo de heterocromatina, como ja visto por Centofante et al. (2002).
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Ao contrario do DNAr 18S, que apresenta variacdes intra e interespecifica, 0 DNAr 5S
é conservado em Serrasalmus, onde todas as espécies do género, analisadas até 0 momento,
mostraram marcacdes intersticiais nos bragos longos do par 7, coincidente com um grande
bloco heterocromético (Nakayama et al. 2008; 2012; presente trabalho). Apesar do DNAr 5S
estar envolvido na diferenciacdo cromossémica de diferentes espécies de peixes e ser
considerado menos conservado do que o DNAr 18S (Silva et al. 2016; Ferreira et al. 2016),
em S. rhombeus e S. maculatus podemos dizer que essa sequéncia é mantida, e que o par
cromossémico 7 € homedlogo em todos os cariomorfos. Tal homeologia ja foi observada
também em outros grupos, como por exemplo no género Engystomops, um anfibio (Rodrigues
et al. 2012). Variacdes intraespecificas em peixes ja foram relatadas em diversos grupos
(Bertollo et al. 2000; da Rosa et al. 2009; Castro et al. 2015) e podem estar relacionadas com
sequéncias de DNA repetitivo, como os DNAr citados acima, mas também com os elementos
transponiveis.

No presente trabalho, 0 mapeamento do Rex1 nos diferentes cariomorfos apresentou
um padrdao disperso de distribuicdo, porém, com clusters nas regides terminais e
pericentroméricas dos cromossomos. A localizacdo dispersa de elementos da familia Rex é algo
ja relatado em algumas espécies de Characiformes (Terencio et al. 2012; Borba et al. 2013;
Voltolin et al. 2013) e observada em outros serrasalmideos, como Colossoma e Piaractus
(Ribeiro et al. 2017). Variagdes interespecificas j& foram relatadas para Rex1, como observado
em especies de Ancistrus, onde foi verificado a ocorréncia em clusters, principalmente em
regiGes terminais e pericentroméricas dos cromossomos (Favarato et al. 2016b). Em ambas as
espécies aqui analisadas, embora o padrdo de distribuicdo do Rex1 seja semelhante, é possivel
notar variagdes entre os pares marcados tanto nos cariomorfos de S. rhombeus quanto de S.
maculatus. Embora a relagdo entre retrotransposons da familia Rex e diferenciacéo cariotipica
tenha sido relatada em outros Characiformes, como em Astyanax (Daniel et al. 2015), ndo €
possivel afirmar que 0 mesmo esteja ocorrendo em Serrasalmus.

Além disso, foi possivel observar que a localizagdo desse retroelemento coincide com
sitios de DNAr 18S, nas espécies analisadas, principalmente nas porc¢des terminais dos
cromossomos acrocéntricos, indicando uma intima relagéo entre o Rex1 e 0 aumento do nimero
de copias de DNAr 18S nos individuos destas espécies de Serrasalmus. A associa¢do entre
elementos transponiveis e dispersdo de sequéncias de DNAr ja foi observada em diferentes
espécies de peixes, onde a mobilidade desses elementos transponiveis (ET) resulta no
carreamento de sitios ribossomais e consequentemente na dispersdo dos DNAr no cari6tipo

(Schneider et al. 2013; Silva et al. 2016). Assim, registramos que o0 aumento do nimero de
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sitios de DNAr 18S e sua dispersdao em S. rhombeus e S. maculatus deve ter sido ocasionado
pela atividade de ET, principalmente do Rex 1.

Diante do exposto, podemos afirmar que as espécies de Serrasalmus possuem
diferencas citogenéticas consideraveis, quando comparadas a outras espéecies de Serrasalmidae
ja analisadas cromossomicamente, mas que ha poucas variacdes dentro do proprio género. Ha
uma estruturacdo citogenética em Serrasalmus que pode ser vista no nimero diploide, na
homeologia do par portador do DNAr 5S, no fato de grande parte das marcacGes de DNAr 18S
situarem-se em pares acrocéntricos, e na localizacdo das sequéncias de Rexl. Podemos
considerar que os cariomorfos encontrados em S. maculatus trata-se realmente de
polimorfismo, como ja discutido por Centofante et al. (2002) influenciado pela localizacéo de
sequéncias de DNA repetitivo, e que devem ter efeito neutro ou positivo, uma vez que estdo
sendo mantidos nas diferentes populacGes. Entretanto, para S. rhombeus os dados ndo sugerem
tratar-se apenas de um polimorfismo no lago Cataldo, mas temos evidéncia de um complexo
de espécie onde algumas variagdes como o primeiro par metacéntrico de S. cf. rhombeus, que
embora ndo apresente nenhuma ITS, seu padrdo heterocroméatico é muito sugestivo de uma
fusdo, que é reforcada pela presenca de apenas um par de cromossomos do tipo subtelocéntrico
e para S. rhombeus “B”, uma variacdo no numero de cromossomos subtelo e acrocéntricos,
causado por uma inversdo pericéntrica. Além desses, outros estudos ja relataram a presenca
desse complexo, como o feito com Esterase-D por Teixeira et al. (2006).

Observa-se que dentro de Serrasalmidae a diferenciacdo de espécies ainda ndo é bem
definida, pois além dos cariomorfos aqui apresentados, dados moleculares sugerem diferentes
linhagens para Serrasalmus e outros géneros como Pygocentrus (Machado et al. 2018;
Mateussi et al. 2019). Acreditamos que a combinacédo de abordagens morfoldgica, molecular e
citogenética podem contribuir para um melhor entendimento da variacéo inter e intraespecifica
de serrasalmideos. Ainda, os resultados do presente trabalho podem colaborar na taxonomia
integrativa de Serrasalmidae, na compreensdo dos mecanismos envolvidos na diferenciacao
cromossOmica de Serrasalmus e subsidiar estudos que visem uma melhor compreensédo da

dindmica evolutiva desse grupo.

34



3.2 - Caracterizacdo citogenética de duas espécies de Metynnis (Characiformes,

Serrasalmidae) revelando cromossomo B restrito a fémeas
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Resumo

Serrasalmidae € uma familia de peixes de dgua doce comercialmente importantes e endémicos
da regido Neotropical. Dados citogenéticos disponiveis para os serrasalmideos indicam a
existéncia de consideravel variagdo inter e intraespecifica, embora a maioria dos dados estejam
restritos a poucos géneros (Colossoma, Piaractus e Serrasalmus). Diante disso, 0 presente
estudo analisou individuos de Metynnis lippincottianus e Metynnis maculatus de ocorréncia
natural para investigar o processo de evolucdo cromossdmica no género e a possivel existéncia
de cromossomos B. As andlises foram baseadas em bandamento C e mapeamento fisico
cromossémico de DNAs ribossomais. Ambas as espécies apresentaram um ndmero diploide de
62 cromossomos, e a existéncia de um pequeno cromossomo B foi verificada em fémeas de M.
lippincottianus. A banda C revelou heterocromatina nas por¢des pericentroméricas e terminais
dos cromossomos de ambas as espécies, enquanto o cromossomo B foi inteiramente
heterocromatico. A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) revelou DNAr 18S em dois pares
de cromossomos nas duas espécies, com um grande bloco também sendo observado no
cromossomo B, enquanto sitios de DNAr 5S foram detectados no primeiro par de cromossomos
subtelocéntricos em ambas as espécies, e com o par 4 marcado apenas em M. maculatus. Em
M. lippincottianus, os retroelementos foram dispersos ao longo de praticamente todos o0s
cromossomos do complemento, com excecdo do cromossomo B. Apesar da aparente
conservacao de algumas caracteristicas citogenéticas dos serrasalmideos, foram encontradas
variacOes inter e intraespecificas no género, em particular a presenca do cromossomo B nas

fémeas de M. lippincottianus.

Palavras-chave: DNA repetitivo, evolucdo cromossémica, FISH, supranumerario, silver

dollar.
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Introducéo

Serrasalmidae é uma familia da ordem Characiformes composta por 97 espécies validas
distribuidas em 16 géneros viventes e um extinto (Eigenmann 1915; Jégu 2003; Cione et al.
2009; Fricke et al. 2018). Esses peixes, geralmente conhecidos como piranhas, pacus e “silver
dollars”, sdo exclusivos dos ambientes de agua doce e endémicos da regido Neotropical, com
ampla distribuicdo nos rios da América do Sul, onde sdo especialmente abundantes nas bacias
amazonica, do Orinoco e Parana-Paraguai. Aproximadamente 40 espécies de serrasalmideos
ocorrem na bacia amazonica (Jégu 2003; Orti et al. 2008; Nelson et al. 2016; Fricke et al.
2019).

Metynnis Cope 1878 é um dos géneros mais diversos de serrasalmideos, com 15
espécies validas, distribuidas nas bacias amaz6nica, Orinoco, Paraguai, Parana e S&o Francisco,
e nos sistemas fluviais costeiros das Guianas e Nordeste do Brasil (Zarske e Géry 1999; 2008;
Jégu 2003; Pavanelli et al. 2009; Ota et al. 2016). Metynnis pode ser diferenciado dos demais
serrasalmideos pela base da nadadeira adiposa alongada, que excede a distancia entre a insercédo
da nadadeira dorsal e a origem da nadadeira adiposa (Eigenmann 1915; Jégu 2003).

O género foi recuperado como monofilético, tanto por analises morfolégicas (Machado-
Allison 1982; 1983; Jégu 2004) quanto por analises moleculares (Orti et al. 1996; 2008;
Calcagnotto et al. 2005; Thompson et al. 2014). Porém, a taxonomia de Metynnis é confusa
principalmente pela grande variacdo ontogenética e dimorfismo sexual existente entre 0s
individuos, que inclui a presenga de um lobo na nadadeira anal de machos maduros,
alongamento do primeiro raio da nadadeira dorsal, e variacdo no padrdo de coloracdo, com
machos geralmente apresentando colorido mais visivel que fémeas (Zarske e Géry 1999; Ota
et al. 2016).

Relativamente poucos dados citogenéticos estdo disponiveis para os serrasalmideos, e
estes sdo restritos a um pequeno numero de espécies. O numero diploide varia entre 54
Cromossomos nos géneros mais basais, Colossoma Eigenmann & Kennedy 1903, Mylossoma
Eigenmann e Kennedy 1903, e Piaractus Eigenmann 1903 (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al.,
2014), e 64 em Serrasalmus hollandi, representante mais derivado (Muramoto et al. 1968). Em
Metynnis, o Unico pardmetro citogenético conhecido é o numero diploide de 62 cromossomos,
registrado em Metynnis lippincottianus (Cope 1870) (Arefjev 1989) e Metynnis maculatus
(Kner 1858) (Baroni et al. 2009). Baroni et al. (2009) também relataram a presenca de um
cromossomo B em M. maculatus, associado a sequéncias de RNAr 18S.

Os cromossomos B sdo elementos supranumerarios, ndo-homologos do complemento

cromossémico, compostos por familias multigénicas e sequéncias repetitivas (Camacho 2005;
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Baroni et al. 2009), e podem estar relacionados a variagdes na razdo sexual de populacbes
(Maistro et al. 1992; Vicente et al. 1996; Mizoguchi e Martins-Santos 1997; Yoshida et al.
2011). Estes cromossomos foram observados em uma variedade de espécies de peixes de
diferentes ordens (Neo et al. 2000; Moreira-Filho et al. 2004; da Silva et al. 2016), mas poucos
foram registrados em peixes da bacia do rio Amazonas (por exemplo, Cichla monoculus,
Cichla sp. e Crenicichla reticulata) (Feldberg et al. 2004).

O Unico caso registrado em serrasalmideos € o de M. maculatus (Baroni et al. 2009),
envolvendo espécimes da bacia do rio Parana. A ocorréncia desta espécie na bacia do rio Parana
é controversa, e é considerada um erro de identificacdo resultante de sua similaridade
morfolégica com M. lippincottianus (Graca e Pavanelli 2007; Jalio Janior et al. 2009; Ota
2015; Ota et al. 2018). Tanto M. maculatus quanto M. lippincottianus foram descritas na bacia
do rio Amazonas e a ocorréncia natural de M. lippincottianus no rio Parana ainda é contestavel
(Ota 2015).

Portanto, o presente estudo foi baseado no mapeamento cromossémico de sequéncias
repetitivas em exemplares de M. lippincottianus e M. maculatus, além da verificacdo da
ocorréncia de cromossomos B em ambas as espécies. Os resultados contribuem para o

entendimento da evolugdo cromossémica do género.

Material e Métodos

Os individuos analisados no presente estudo incluiram 10 Metynnis lippincottianus (6
machos e 4 fémeas) (Figura 1b-c) do Rio Oiapoque no Estado do Amapa, e oito Metynnis
maculatus (6 machos e 2 fémeas) (Figura 1a) da bacia do Rio Amazonas, no estado do Para.
Todos os individuos foram identificados usando a chave taxonémica de Ota (2015) para o
género Metynnis, sendo o sexo determinado pela analise microscopica das gbnadas. A coleta
dos individuos foi autorizada pelo IBAMA (licenca 28095-1) e procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA) em Manaus (processo numero 027/2017). Os espécimes foram
depositados na colecéo de peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA57688

- Metynnis lippincottianus e INPA 57687 - Metynnis maculatus).
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Figura 1. Vouchers de espécies de Metynnis: M. maculatus, bacia do rio Amazonas, Para, INPA
57687, macho, 114,8 mm SL, (a); M. lippincottianus, bacia do rio Oiapoque, estado do Amapa,
INPA 57688, fémea, 66,6 mm SL (b); macho, 63,5 mm SL (c).

As suspensdes celulares foram obtidas de tecido renal, segundo protocolo de Gold et
al. (1990). O bandeamento C foi baseado no protocolo de Sumner (1972), com pequenas
modificacBes. As Regibes Organizadoras de Nucleos (RONs) foram identificadas usando a
técnica Ag-RON descrita por Howell e Black (1980).

A extracdo de DNA total foi realizada a partir de tecido muscular, utilizando o Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo orientac¢des do fabricante. A quantificacdo
do material extraido foi realizada em gel de agarose 1,5% com marcador de peso molecular
conhecido e em NanoVue™ Plus (GE Healthcare). As sequéncias de DNAr 18S, DNAr 5S, e
sequéncia telomérica foram amplificadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando os primers a seguir: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3") ¢ 18Sr (5°-
CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010); 5Sa (5>-TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC-3"), ¢ 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3’) (Martins e Galetti
1999); e (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (ljdo et al. 1991). Visando correlacionar sequéncias
repetitivas e cromossomos B, foram amplificados e mapeados os retroelementos Rex1, Rex3,
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Rex6, utilizando os seguintes primers: RTX1-F1 (5’-TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC-
3’) e RTX1-R1 (5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3") (Volff et al. 2000);
RTX3-F3 (5’- CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3") e RTX3-R3 (5’-TGG CAG ACN
GGG GTG GTG GT-3’) (Volffetal. 1999); Rex6-Medfl (5°TAA AGC ATA CAT GGA GCG
CCAC) e Rex6-Medf2 (5’AGG AAC ATG TGT GCA GAA TATG) (Volff et al. 2001b).

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito
por Pinkel et al. (1986), com condicdo de estringéncia de 77%. Os produtos da PCR do gene
DNAr 18S e sequéncia telomérica foram marcados por nick translation com digoxigenina-11-
dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S, os retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6
com biotina-14-dATP (Biotin Nick Translation mix; Roche), seguindo as instrucdes do
fabricante. A detecgéo dos sinais de hibridizagéo foi realizada com anti digoxigenina-rodamina
(Roche Applied Science) para as sondas de DNAr 18S e sequéncia telomérica e estreptavidina
(Sigma-Aldrich) para as sondas de DNAr 5S, Rex1, Rex3 e Rex6. Em seguida 0S cromossomos
foram contracorados com DAPI, analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus

BX51 e classificados de acordo com Levan et al. (1964).

Resultados

Todos os individuos de Metynnis maculatus analisados apresentaram 0 mesmo numero
diploide (2n = 62) e formula cariotipica 32m+26sm+4st, sem variacdo intraespecifica ou sexual
(Figura 2a). A heterocromatina constitutiva foi distribuida nas regides centroméricas de todos
0s cromossomos do complemento e em pequenos blocos terminais, exceto nos pares 2, 4, 11,
13, 14, 15 e 16 (Figura 2b).

Metynnis lippincottianus também apresentou 2n = 62 cromossomos, com uma férmula
cariotipica de 32m+28sm+2st. Nesta espécie, entretanto, um pegqueno Cromossomo extra
acrocéntrico também foi observado nas fémeas, estando presente em 100% das metéafases
analisadas (Figura 2c). Regides heterocrométicas foram detectadas nas regides centroméricas
e terminais da maioria dos cromossomos (exceto nos pares n° 4, 10, 15, 16, 19, 23, 24, 26, 28
e 31). O cromossomo extra, considerado B, das fémeas foi inteiramente heterocromatico
(Figura 2d).

As sequéncias ribossdmicas 18S e 5S em M. maculatus apresentaram o0 mesmo padrédo
de distribuicdo em ambos o0s sexos. Os sitios de DNAr 18S foram observados na porcao

intersticial do brago longo do par 19 e na regido pericentromérica do par 22 (Figura 3a). O
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RNAr 5S esteve presente em dois pares, na regido intersticial do braco longo do par n° 4 e na
porc¢do terminal do braco curto do par n° 30 (Figura 3a).

Em M. lippincottianus, os sinais de DNAr 18S também foram detectados nos pares 19
e 22, em posicao pericentromérica, em ambos 0s sexos, embora as fémeas apresentassem um
sinal adicional no cromossomo B (Figura 3b), que néo foi revelado por coloracdo com nitrato
de prata (dados ndo mostrados). Os sitios DNAr 5S foram detectados em apenas um par
(primeiro par de subtelocéntricos), terminalmente no brago curto, com heteromorfismo de
tamanho entre os homdlogos (Figura 3b). Sequéncias teloméricas foram detectadas apenas nas
regibes terminais dos cromossomos, incluindo do cromossomo B de fémeas de M.
lippincottianus (Figura 3 f, g).

O mapeamento dos retroelementos da familia Rex em M. lippincottianus encontrou
esses elementos dispersos ao longo do complemento cromossémico. As sequéncias Rex1, Rex3
e Rex6 tiveram uma distribuicéo similar, com blocos conspicuos sendo observados em regifes
pericentroméricas de alguns cromossomos submetacéntricos. Esse padrdo difuso de
distribuicdo foi observado em machos e fémeas, embora nenhum retroelemento tenha sido
detectado no cromossomo B (Figura 3c, d, e).
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Figura 2. Cariotipos das duas espécies de Metynnis analisadas no presente estudo. M. maculatus: (a)
coloracdo com Giemsa; (c) Banda C. M. lippincottianus: (b) coloragdo com Giemsa; (d) Banda C. Barra de

escala =10 pm.
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Figura 3. FISH das sequéncias repetitivas nas duas espécies de Metynnis analisadas. M. maculatus:
(@) 5S (verde) e 18S (vermelho); (f) sequéncia telomérica. M. lippincottianus: (b) 5S (verde) e 18S
(vermelho); (c) Rexl; (d) Rex3; (e) Rex6; (g) sequéncias teloméricas. As setas indicam o
cromossomo B sem marcacdo em (c, d, e). Barra de escala = 10 pm.




Discusséo

As filogenias de Serrasalmidae, baseadas em analises morfoldgias (Machado-Allison
1982; 1983; Jégu 2004) e moleculares (Orti et al. 2008; Thompson et al. 2014), consideram
essa familia monofilética. Entretando, a proposta molecular divide os serrasalmideos em trés
clados: “pacu”, “Myleus” e “piranha”. A maioria dos dados citogenéticos disponiveis refere-se
aos clados “pacu” (Colossoma, Mylossoma e Piaractus) e “piranha”. No clado "pacu”, todas
as espécies tém 2n = 54 cromossomos (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). No clado
“piranha”, a maioria das espécies de Serrasalmus possui 2n = 60 cromossomos (Nakayama et
al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012), enquanto Metynnis maculatus tem 2n = 62 (Baroni et al.
2009). No caso do clado “Myleus”, apenas Myleus micans (Lutken 1875) foi analisada e tem
2n = 58 (Moreira-Peres et al. 2006).

Apesar de limitados, os dados cromossdmicos disponiveis para os serrasalmideos
indicam que o numero diploide de cada género é constante (Arefjev 1989; Baroni et al. 2009;
presente estudo), com excecdo de uma nova espécie de Serrasalmus, que é semelhante a S.
rhombeus (Linnaeus 1766) e tem um namero diploide de 58 cromossomos (Nakayama et al.
2002; 2012) e de S. hollandi com um namero diploide de 64 (Muramoto et al. 1968).

A distribuicdo de blocos heterocromaticos em posicGes centroméricas e terminais,
como observado em M. lippincottianus e M. maculatus, parece ser tipica dos serrasalmideos
(Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). Nas duas espécies
analisadas no presente estudo, a heterocromatina constitutiva também coincidiu com a
distribuicdo dos genes ribossomais 18S e 5S. Essa associacdo entre a heterocromatina e sitios
18S ja havia sido observada em outras espécies de serrasalmideos, como o sinal RNAr 18S na
porcao terminal dos cromossomos das espécies de Serrasalmus, em Colossoma macropomum
(Cuvier 1816) e Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) (Nakayama et al. 2008; 2012;
Ribeiro et al. 2014), e em regibes centroméricas em Myleus micans (Moreira-Peres et al. 2006).

No entanto, 0 mapeamento do RNAr 5S destacou as diferencas entre as duas espécies
estudadas. Enquanto ambas as espécies apresentaram um sinal terminal nos cromossomos
subtelocéntricos maiores (pares 30 e 31), um sitio adicional foi detectado na regido intersticial
do par n° 4 em M. maculatus. Em ambas as espécies, sitios de DNAr 5S foram observados em
regibes heterocromaticas, o que também parece ser comum em serrasalmideos. Em todas as
espécies de Serrasalmus analisadas até o momento, por exemplo, um grande bloco
heterocromatico associado ao DNAr 5S foi observado no par n° 7 (Nakayama et al. 2008;
2012), associacdo também observada nos cromossomos portadores de 5S de Colossoma,

Piaractus e Mylossoma (Ribeiro et al. 2014).
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Embora as espécies analisadas no presente estudo apresentem uma série de
caracteristicas tipicas de serrasalmideos, a presenca de um cromossomo B nas fémeas de M.
lippincottianus (que possui um sitio de DNAr 18S) é de grande relevancia para o entendimento
da evolucdo cromossémica nessa familia. Baroni et al. (2009) analisaram 10 individuos
identificados como M. maculatus, coletados no rio Grande (em S&o Paulo), um afluente do rio
Parana. Um pequeno cromossomo B foi encontrado em quatro dos 10. Apds a consulta de dois
espécimes-testemunho deste estudo (MZUSP 88516), e considerando os achados do presente
estudo, é provavel que os quatro individuos com cromossomos B eram do sexo feminino,
embora os autores ndo tenham identificado o sexo dos mesmos.

Como mencionado, entretanto, M. maculatus ndo é encontrada na bacia do Parana, uma
vez que sua distribuicdo geografica é restrita a bacia amazonica, incluindo os rios Branco,
Negro e Trombetas, no Escudo das Guianas, e o0s rios Purus, Madeira e Paraguai, no Escudo
Brasileiro (Ota 2015). Em revisao das espécies de peixes encontradas na planicie inundada do
alto Parand, Graca e Pavanelli (2007) ja haviam estabelecido que M. lippincottianus é a Gnica
espécie de Metynnis encontrada nesta regido, e alertaram que esta espécie era comumente
confundida com M. maculatus. As duas espécies compartilham aspectos de sua coloracéo,
como manchas escuras no corpo, que dificultam a diferenciacao entre elas.

A ocorréncia de M. lippincottianus na bacia do Parana foi confirmada por diversos
estudos (Julio Janior et al. 2009; Makrakis et al. 2007; Ota 2015; Ota et al. 2018), embora Ota
(2015) postule que as espécies podem ter sido introduzidas na regido. Mesmo assim, as espécies
encontradas nesta bacia tém sido erroneamente identificadas (ex. Langeani et al. 2007; Julio
Junior et al. 2009).

Dadas todas essas consideracdes, parece razodvel supor que os dados citogenéticos
apresentados por Baroni et al. (2009) referem-se, de fato, a M. lippincottianus, ao invés de M.
maculatus, e que as caracteristicas citogenéticas desta espécie foram descritas pela primeira
vez no presente estudo. Neste caso, enquanto 0os cromossomos B estdo presentes em M.
lippincottianus, eles ndo sdo encontrados em M. maculatus.

A presenga de um cromossomo B nas fémeas de M. lippincottianus ndo é uma
ocorréncia comum, uma vez que, até 0 momento, cromossomos supranumerarios s6 foram
encontrados em aproximadamente duas mil espécies de animais, plantas e fungos (Camacho
2005). No entanto, cromossomos B heterocromaticos, como 0s observados no presente estudo,
ja foram registrados em um grande numero de espécies de peixes (Pauls e Bertollo 1983;
Mizoguchi e Martins-Santos 1997; Poleto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011). Nestas espécies,

a constancia dos cromossomos B nas células e sua alta frequéncia sdo consistentes com a
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existéncia de mecanismos para sua manutencao e segregacéo durante a divisao celular, os quais
ainda nao foram elucidados adequadamente (Valente et al. 2017).

A presenca de sequéncias ribossomais em cromossomos B foi registrada em Astyanax
Baird & Girard 1854 e Haplochromis Hilgendorf 1888. Em Astyanax fasciatus (Cuvier 1819),
da Silva et al. (2016) observaram sequéncias ribossémicas ativas, enguanto em Astyanax
paranae Eigenmann 1914 (Silva et al. 2014a) e Haplochromis obliquidens (Hilgendorf 1888)
(Poletto et al. 2010), nenhuma atividade foi detectada nos sitios de RNAr 18S pelo AgRON,
como no presente estudo. A presenca e manutencao de sequéncias RNAr 18S nos cromossomos
B pode ser explicada pelo aumento nas taxas de transcri¢éo dessa sequéncia ribossémica, o que
resultaria em uma vantagem para o0s individuos gue possuem esses Cromossomos
supranumerarios (ver revisdo em Camacho et al. 2000).

Entretanto, este ndo parece ser o caso das fémeas de M. lippincottianus, uma vez que
nenhuma atividade foi observada nesses cistrons quando impregnados com nitrato de prata. Os
sinais de DNAr 18S detectados pelo FISH podem, assim, representar sequéncias inativas, o
que justificaria sua presenca em cromossomos supranumerarios totalmente heterocromaticos.
Uma das hipoteses utilizadas para explicar a presenca de sequéncias ribossémicas nos
cromossomos B é que elas se originam do complemento A, uma vez que as regides da RON
podem representar vestigios de quebra cromossdmica, que deram origem aos cromossomos B,
como ja sugerido (Camacho et al. 2000).

Esses cromossomos supranumerarios podem ser compostos de familias multigénicas e
sequéncias repetitivas de DNA, como satélites e elementos moveis (Camacho 2005). Uma
associacdo entre elementos retrotransponiveis e cromossomos B foi observada em
Haplochromis latifasciatus Regan 1929, com os elementos Rex1 e Rex3 sendo dispersos por
todo o cromossomo supranumerario, embora a sequéncia Rex6 estivesse ausente (Fantinatti et
al. 2011). Em M. lippincottianus, no entanto, o cromossomo B ndo esta relacionado a elementos
transponiveis da familia Rex, sem nenhum sinal sendo detectado para qualquer um dos
retroelementos, Rex1, Rex3 ou Rex6. Em contraste, 0s outros cromossomos do complemento
de M. lippincottianus apresentam as trés sequéncias Rex, que estdo bem dispersas ao longo dos
cromossomos, um padrao tipico da maioria dos peixes (Ferreira et al. 2010; Borba et al. 2013;
Daniel et al. 2015). Em C. macropomum e P. mesopotamicus, por exemplo, 0 mesmo padrao
de dispersdo dos elementos Rex3 e Rex6 foi observado no cariétipo (Ribeiro et al. 2017),
indicando que a falta de compartimentalizacdo desses retroelementos € comum em

serrasalmideos.
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A presenca de cromossomos B exclusivamente em fémeas de M. lippincottianus é
consistente com o padrédo observado em alguns outros caraciformes. Néo et al. (2000) néo sé
observaram cromossomos B mais frequentemente em fémeas de Astyanax scabripinnis (Jenyns
1842) em comparagdo com 0s machos, mas também nos individuos de altitudes mais elevadas
(entre 1800m e 1920m acima do nivel do mar). As maiores frequéncias de cromossomos B
foram registradas em trés populacdes de A. scabripinnis e, em uma delas, foi encontrada uma
associacgéo entre a frequéncia desses cromossomos e um desvio na razdo sexual (Vicente et al.
1996).

O papel dos cromossomos B na determinacdo do sexo do individuo tem sido relatado
em Varias espécies, uma vez que esses Cromossomos possuem caracteristicas distintas em
comparacdo com os do complemento A, como a distribui¢do da cromatina, o acimulo de DNA
repetitivo e a perda da funcdo do gene (Camacho 2005). Em Lithochromis rubripinnis
Seehausen, Lippitsch & Bouton 1998, por exemplo, cromossomos B foram encontrados em
fémeas, sendo que a presenca desses cromossomos tende a influenciar a razdo sexual,
ligeiramente em favor do género feminino (Yoshida et al. 2011). Na analise de duas populacdes
de A. scabripinnis, Mizoguchi e Martins-Santos (1997) também encontraram cromossomos B
restritos as fémeas, encontrando entre 0 e 2 desses cromossomos por célula em uma das
populacdes analisadas. Clark et al. (2017) também encontraram uma associacdo entre a
presenca de cromossomos B e o sexo feminino em alguns ciclideos africanos.

Em geral, os resultados do presente estudo indicam que Metynnis conserva muitas das
caracteristicas cromossdémicas de Serrasalmidae, como a distribuicdo da heterocromatina, a
associacdo entre sequéncias ribossémicas e blocos heterocromaticos, e o nimero diploide
conservado em cada género. Entretanto, a presenca de cromossomo B restrito a um dos sexos
de M. lippincottianus evidencia uma variacdo intraespecifica com papel importante na
evolucdo cariotipica do género. A presenca desta pequena modificacdo cromossdmica em uma
espécie de Metynnis reforca a necessidade de dados citogenéticos sobre as outras espécies do
género, que poderdo fornecer informagdes importantes sobre a evolugdo cromossomica deste
grupo de peixes amazonicos, bem como uma melhor compreensdo dos processos que

determinam a ocorréncia de cromossomos B em geral.
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3.3 - Tendéncias na evolucdo cromossdémica da familia Serrasalmidae (Characiformes).
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Resumo

Apesar de ser considerada monofilética, a familia Serrasalmidae é dividida, com base
em hipdteses moleculares, em trés grandes clados (“pacus”, “Myleus” ¢ “piranhas”) e apresenta
grande diversidade morfolégica e cromossdmica. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo analisar por meio de técnicas citogenéticas classicas e moleculares espécies dos clados
“Myleus” (Myloplus asterias, M. lobatus, M. rubripinnis, M. schomburgkii e Tometes
camunani) e “piranha” (Metynnis cuiaba, M. hypsauchen, M. longipinnis), afim de
compreender a evolugdo cromossémica da familia. As quatro espécies do género Myloplus e
T. camunani apresentaram 2n = 58, enquanto as especies de Metynnis 2n= 62 cromossomos. A
distribuicdo da heterocromatina se deu predominantemente em regides pericentroméricas em
todas as espécies. Tometes e Myloplus evidenciaram apenas um sitio portador de DNAr 5S, e
marcacGes multiplas de DNAr 18S foram vistas em T. camunani, M. asterias, M. lobatus, M.
rubripinnis e M. schomburgkii. J4, para Metynnis, observou-se sintenia dos DNAr 18S e 5S nas
trés espécies, além de uma marcacdo adicional de 5S em M. longipinnis. Esses dados, quando
sobrepostos a filogenia da familia, sugerem uma tendéncia ao aumento do nimero diploide de
54 para 62 cromossomos, o qual ocorreu de forma ndo linear entre os clados e é resultante de
varios tipos de rearranjos cromossémicos. Além disso, as diferentes formulas cariotipicas e
localizagbes das sequéncias ribossomais podem ser utilizadas como marcadores
citotaxondmicos e auxiliar na identificacdo de espécies dada a dificuldade e as incertezas

taxondmicas ainda existentes sobre a familia.

Palavras-chave: DNA repetitivo, mapeamento cromossémico, FISH, pacu.
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Introducéo

Serrasalmidae é uma familia de peixes endémicos da regido Neotropical, que se
distribuem principalmente nas bacias Amazénica, Orinoco e Parana-Paraguai (Jégu 2003; Orti
et al. 2008; Nelson et al. 2016). Apesar da ocorréncia de algumas espécies em ambientes de
corredeiras, habitam tipicamente lagos e planicies alagadas (Ota et al. 2013). Abriga 98
espécies validas, distribuidas em 16 géneros viventes, com aproximadamente 40 espécies
ocorrendo na bacia amazénica (Jégu 2003; Cione et al. 2009; Fricke et al. 2019). Diferem
quanto aos habitos alimentares, tendo carnivoria, frugivoria, herbivora e lepidofagia
(consumidor de escamas) presentes na familia (Goulding 1980; Orti et al. 2008).

Apesar das diversas estratégias de alimentacdo, algumas caracteristicas morfoldgicas
sdo comuns a familia, tais como: corpo muito alto e comprimido, presenca de uma quilha
ventral, composta por espinhos derivados de escamas abdominais modificadas e a presenca de
um espinho pré-dorsal, anteriormente direcionado, o qual é ausente apenas em Colossoma
Eigenmann & Kennedy, 1903, Mylossoma Eigenmann & Kennedy, 1903 e Piaractus
Eigenmann, 1903 (Jégu 2003; Orti et al. 2008). Embora possua algumas relacdes filogenéticas
confusas, com muitos géneros definidos apenas por caracteres relacionados a denticdo, bem
como pela descoberta recente de novas linhagens (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019),
¢ uma familia considerada monofilética (Machado-Allison 1982; 1983; Calcagnotto et al.
2005) e dividida em trés grandes clados: “pacus”, “Myleus” e¢ “piranhas” (Orti et al. 2008;
Thompson et al. 2014).

O numero diploide (2n) na familia apresenta variacdo: 54 cromossomos ocorrem nos
géneros Colossoma (Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2012), Mylossoma (Ribeiro
et al. 2014) e Piaractus (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014), 62 cromossomos s&o
observados no género Metynnis (Arefjev 1989; Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019) e 60
cromossomos ocorrem em Serralsamus, Pygocentrus Miller & Troschel, 1844, sendo este o
2n mais comum para as espécies ja cariotipadas (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008;
2012).

Além das diferencas no numero diploide, variacdes intra e interespecificas quanto a
férmula cariotipica ja foram relatadas. Em Serralsamus, por exemplo, essa diversidade pode
ser vista em S. rhombeus Linnaeus 1766, do Lago Cataldo - AM, onde foram encontrados trés
cariomorfos ocorrendo em simpatria, 0s quais variaram tanto no 2n, quanto na formula
cariotipica (Nakayama et al. 2001; Texeira et al. 2006; capitulo 1). Diferentes cariomorfos

também foram observados em exemplares de S. spilopleura (S. maculatus) da bacia do Parana-
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Paraguai (Cestari e Galetti Jr. 1992a) e S. maculatus (descrita como S. spilopleura) da bacia
amazonica (Nakayama et al. 2000; Centofante et al. 2002).

Estudos citogenéticos em serrasalmideos tém avancado nos Gltimos anos com diferentes
abordagens, que variam desde caracterizagdo cromossémica de espécies como Pygocentrus
cariba Humboldt & Valenciennes, 1821 (Gaviria et al. 2005), Myleus micans Lutken, 1875
(Moreira Peres et al. 2006), uso de marcadores citogenéticos como a identificacdo de hibridos
entre Colossoma e Piaractus (Ribeiro et al. 2017), e a descri¢do de cromossomo B restrito a
fémeas em M. lippincottianus (Favarato et al. 2019).

Diante da diversidade de dados cromossémicos vista em Serrasalmidae, o presente
trabalho teve como objetivo analisar espécies do clado “Myleus” e de Metynnis, género basal
do clado “piranha”, para inferir se existe uma tendéncia ao aumento do nimero diploide na

familia.

Material e Métodos

No presente estudo analisamos um total de 39 individuos alocados em oito espécies e
trés géneros (Tabela 1). A coleta dos individuos foi autorizada pelo IBAMA (licenca 28095-1)
e 0s procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) (processo numero 027/2017).

As suspensdes celulares foram obtidas a partir de tecido renal, segundo protocolo de
Gold et al. (1990). O bandeamento C foi baseado no protocolo de Sumner (1972), com
pequenas modificacdes e coradas com iodeto de propidio (Lui et al. 2012). A extracdo de DNA
total foi realizada a partir de tecido muscular, utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega), segundo orientacGes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado em Gel de
agarose a 1,5% com NanoVueTM Plus (GE Healthcare). As sequéncias de DNAr 18S, DNAr
5S, e sequéncia telomérica foram amplificadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando os primers a seguir: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3) e 18Sr (5’-
CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010); 5Sa (5>-TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC-3") e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3’) (Martins e Galetti
1999); e (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (ljdo et al. 1991).

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito
por Pinkel et al. (1986), com condicdo de estringéncia de 77%. Os produtos da PCR do gene
DNAr 18S e sequéncia telomérica foram marcados por nick translation com digoxigenina-11-
dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S com biotina-14-dATP (Biotin Nick

Translation mix; Roche), seguindo as instrugdes do fabricante. A deteccdo dos sinais de
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hibridizacéo foi realizada com anti digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) para as
sondas de DNAr 18S e sequéncia telomérica, e com estreptavidina (Sigma-Aldrich) para as
sondas de DNAr 5S. Em seguida os cromossomos foram contracorados com DAPI, analisados
em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 e classificados de acordo com Levan et
al. (1964).

Tabela 1. Espécies e nimero de individuos analisados, com seus respectivos pontos de coleta.
Numero de
Espécies individuos Localidade Voucher
Machos Fémeas

Anavilhanas (AM), Rio

Metynnis cuiaba 0 1 INPA-ICT 059049
Negro

Metynnis hypsauchen 3 6 Balbina (AM), Rio o 1T 050050
Uatuma

Metynnis longipinnis 1 2 A”a""haszz r(OAM)’ RO | NPA-ICT 059051

Myloplus asterias 1 1 CaSta”haXEQ)’ 1g3rape | \PA-ICT 059052

Myloplus lobatus 3 0 Manaus (AM), Lago 1T 059056
Cataldo

Myloplus rubripinnis 4 4 Belém (PA), Rio Guama INPA-ICT 059053

Myloplus schomburgkii 9 3 Altamira (PA) INPA-ICT 059054

Tometes camunani 1 0 Belém (PA) INPA-ICT 059055

AM = Amazonas; PA = Para.

Resultados
As quatro espécies do género Myloplus e T. camunani tém 2n=58, enquanto as espécies
de Metynnis tém 2n= 62 cromossomos (Figuras 1 e 2). As formulas cariotipicas e/ou niUmero

fundamental (NF) foram espécie-especificas (Tabela 2).
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Figura 1: Cari6tipos das espécies com 2n=58, corados com Giemsa (coluna da esquerda) e com banda
C (coluna da direita): (a, b) T. camunani; (c, d) M. asterias; (e, f) M. schomburgkii; (g, h) M. lobatus;

(i, j) M. rubripinnis. Barra de escala=10 pm.
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Figura 2: Caridtipos de M. longipinnis (a, b); M. cuiaba (c, d); M. hypsauchen (e, f), corados com
Giemsa (a, ¢, €) e Banda C (b, d, f). Barra de escala=10 pum.

Tabela 2. Espécies analisadas com seus respectivos nimeros diploide, fundamental e férmula
cariotipica  (2n=nimero  diploide; NF=NUmero  Fundamental; = m=metacéntrico;
sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico).

Espécies 2n NF Formula cariotipica
Metynnis cuiaba 62 122 34m+26sm+2a
Metynnis longipinnis 62 122 40m+20sm+2a
Metynnis hypsauchen 62 120 38m+20sm+4a
Myloplus asterias 58 94 20m+16sm+22a
Myloplus schomburgkii 58 116 34m+24sm
Myloplus lobatus 58 116 32m+26sm
Myloplus rubripinnis 58 96 20m+18sm+20a
Tometes camunani 58 104 20m+22sm+4st+12a

A distribuicdo da heterocromatina se deu principalmente nas regides pericentroméricas
de todos os cromossomos de todas as espécies analisadas, além de blocos nas porgdes terminais

de alguns cromossomos (Figuras 1 e 2). Algumas espécies também apresentam bragos curtos
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inteiros heterocromaticos de alguns pares, como o par 12 de T. camunani (Figura 1b), pares 7,
13, 14 e regido proximal dos pares 19 e 27 de M. asterias (Figura 1d), pares 2, 5, 18 e 28 de M.
schomburgkii (Figura 1f), pares 19, 20, 23, 26 e 29 de M. lobatus (Figura 1h), par 11 de M.
rubripinnis (Figura 1j), pares 21 e 29 M. cuiaba (Figura 2d) e os pares 1, 2,14, 17, 21 de M.
hypsauchen (Figura 2f). Ainda, observou-se heteromorfismo de tamanho do bloco
heterocromatico no par 2 de M. lobatus (Figura 1h) e par 24 de M. cuiaba (Figura 2d).

O mapeamento da sequéncia de DNAr 5S evidenciou apenas um par marcado na porgao
pericentromérica das espécies dos géneros Tometes e Myloplus, sendo o par 2 de T. camunani
(Figura 3a), 14 de M. asterias (Figura 3b) e de M. rubripinnis (Figura 3e), 19 de M.
schomburgkii (Figura 3c) e 5 de M. lobatus (Figura 3d). Em relacdo ao DNAr 18S as marcac6es
foram evidenciadas em trés pares cromossémicos em quatro espécies, sendo: T. camunani,
porgdo terminal, braco curto, dos pares 22, 25 e 27 (Figura 3e), M. asterias, regido intersticial
do braco curto do par 13, terminal do braco longo do par 19 e pericentromérica do par 25
(Figura 3b), M. lobatus, regido intersticial do brago curto dos pares 2, 8, 22 (Figura 3d) e M.
rubripinnis, terminal nos pares 20, 22, 24 (Figura 3e). J4, em M. schomburgkii quatro pares

foram marcados na regido intersticial dos bracos curtos: 2, 3, 5 e 21 (Figura 3c).
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Figura 3: Cari6tipo das cincos espécies analisadas por Double-FISH com DNAr 18S (vermelho) e
DNAr 5S (verde) e contra coradas com DAPI: (a) T. camunani; (b) M. asterias; (c) M. schomburgkii;
(d) M. lobatus; (e) M. rubripinnis. Barra de escala=10 pm.

Para 0 género Metynnis, as trés especies tém sintenia dos DNAr 18S e 5S, na por¢édo

intersticial dos bragcos longos de um par, sendo 3, 29 e 10, respectivamente (Figura 4a-c). Em




M. longipinnis, além da ja citada marcacdo de 5S detectamos mais uma na por¢éo terminal no
par 31 (Figura 4a). Com relacdo aos sitios do DNAr 18S, os mesmos foram visualizados
também na porcao intersticial dos bragos longos do par 23 em M. longipinnis e M. hypsauchen
(Figura 4 a, c) e pericentromérica do par 8 em M. cuiaba (Figura 4 b). As sequéncias
teloméricas foram detectadas apenas nas porcdes terminais dos cromossomos, de todas as

espécies (Figura 5).

Figura 4: Double-FISH em Metynnis: (a) M. longipinnis; (b) M. cuiaba; (c) M. hypsauchen, sendo
DNAr 18S (vermelho); DNAr 5S (verde) e contra coradas com DAPI. Barra de escala=10 pm.
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Figura 5: Metéafases das oito espécies de Serrasalmidae, analisadas por FISH com sonda telomérica e
contracoradas com DAPI: (a) T. camunani; (b) M. asterias; (c) M. schomburgkii; (d) M. lobatus; (e) M.
rubripinnis; (f) M. longipinnis; (g) M. cuiaba; (h) M. hypsauchen. Barra de escala=10 pm.




Discusséo

Os dados citogenéticos, obtidos no presente trabalho para dois géneros do clado
“Myleus” e mais um género do clado “piranha”, evidenciam a manutencao do nimero diploide
dentro de cada género, ou seja, todas as especies de Metynnis tém 2n=62 cromossomos
(Favarato et al. 2019; presente trabalho) e as de Tometes e Myloplus tém 2n=58 (presente
trabalho). Essa preservacdo do numero diploide por género ja foi relatada para Colossoma,
Piaractus e Mylossoma (2n=54) (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014) e Serrasalmus e
Pygocentrus (2n=60) (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012; capitulo 1). Essa
manutencdo da macroestrutura cromossémica também pode ser vista dentro da superfamilia
Curimatoidea (Betancur-R et al. 2018), onde 2n=54 é compartilhado por todas as familias que
a compdem, podendo ser considerada uma sinaporfomia da superfamilia (Porto et al. 1993;
Feldberg et al. 1993; Martinez et al. 2004; Pastori et al. 2009; Terencio et al. 2012; Traldi et
al. 2016; Barros et al. 2016). Tal numero diploide também esta presente nas espécies do clado
“pacu” em Serrasalmidae (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014).

Um outro aspecto interessante de Serrasalmidae € que os dados citogenéticos
corroboram a hipétese filogenética com base molecular de Orti e colaboradores (2008) que a
divide a familia nos trés clados ja mencionados anteriormente, onde o clado “pacu” possui
2n=54 cromossomos em todas as espécies (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014) e o clado
“Myleus” 2n=58 (Porto 1999; Moreira Peres et al. 2006; presente trabalho). Ja, no “clado
piranha”, o mais derivado dentro de Serrasalmidae, o nimero diploide varia de 2n=60 em
Serrasalmus e Pygocentrus (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012; Gaviria et al.
2005) a 2n=62 em Metynnis (Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019; presente trabalho) (Figura
6).
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Figura 6: Cladograma adaptado de Thompson et al. (2014), indicando a variacdo do nimero diploide
entre os géneros e o provavel nimero diploide ancestral do grupo. (%) Dados ndo publicados. (%)
Numero diploide referente ao cariomorfo de S. cf. rhombeus.

Considerando o monofiletismo da familia (Machado-Allison 1982; 1983; Calcagnotto
et al. 2005; Orti et al. 2008; Thompson et al. 2014) e sua divisdo hipotética em trés clados,
propde-se que 2n=54 cromossomos seja 0 nimero diploide ancestral do grupo, com uma
tendéncia ao aumento do nimero diploide de 54 para 62 cromossomos. Estudos anteriores ja
chamaram a atencdo para esse fato, sugerindo que este aumento seria por fissdes
cromossomicas, visto que no clado basal a totalidade dos cromossomos é do tipo meta e
submetacéntricos enquanto no ‘“clado piranha” ja se verifica a presenga de cromossomos
acrocéntricos (Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014). O aumento do numero diploide
juntamente com uma maior quantidade de cromossomos dos tipos subtelocéntrico/acrocéntrico
associado a fissdes cromossdmicas ja foi relatado em espécies de Hypostomus (Siluriformes:
Loricariidae), no entanto, os autores ndo descartam a ocorréncia de outros rearranjos
envolvidos na evolugdo do género (Artoni e Bertollo 2001).

Em Serrasalmidae, entretanto, esta mudanc¢a nao ocorreu de forma linear do “clado
pacu” ao “clado piranha” uma vez que M. asterias e M. rubrippinis possuem 2n=58 e varios
cromossomos acrocéntricos (20a e 22a, respectivamente), enquanto em Metynnis observa-se

um maior numero cromossémico (2n=62) e com elevado numero de meta e submetacéntricos
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e poucos cromossomos acrocéntricos. Isso sugere que além de fissGes, translocagdes e
inversdes pericéntricas estiveram envolvidas na evolucéo deste grupo de peixes, modificando
0 nimero diploide e formulas cariotipicas entre os clados.

Com relacéo a distribuicdo da heterocromatina em Serrasalmidae, a predominancia de
blocos heterocromaticos nas regides pericentroméricas e terminais dos cromossomos parece
ser mantida entre as espécies, estando presente tanto no clado basal (Nirchio et al. 2003;
Ribeiro et al. 2014) quanto no derivado (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; Favarato et al.
2019). A presenca de bragos curtos totalmente heterocromaticos, como em M. schomburgkii e
M. lobatus, ja foi observada em espécies do género Serrasalmus (S. compressus e S. elongatus)
(Nakayama et al. 2002) e, possivelmente, esta relacionada a variagcfes interespecificas em
Myloplus. Este padrdo é semelhante ao de outros Characiformes, como em algumas espécies
de Anostomidae (Barros et al. 2016) e de Ctenoluciidae (Souza e Sousa et al. 2017).

Nas espécies analisadas neste trabalho, alguns blocos heterocroméaticos mostraram-se
associados as sequéncias ribossomais mapeadas, fato relatado em varios grupos de peixes
(Favarato et al. 2016; Souza e Sousa et al. 2017). Em Serrasalmidae, essa associagédo foi
descrita em diferentes espécies de Serrasalmus (Nakayama et al. 2008; 2012), em Colossoma
macropomum e Piaractus mesopotamicus (Ribeiro et al. 2014) e em Myleus micans (Moreira-
Peres et al. 2006).

O padréo de localizacdo dos sitios de DNAr 18S e 5S visto nas espécies de Myloplus e
Tometes assemelha-se ao ja descrito na familia, com marcagdes simples de 5S e multiplas de
18S, como visto nas espécies de Serrasalmus (Nakayama et al. 2008; 2012). Em contrapartida,
a sintenia entre as sequéncias 18S e 5S, observada nas espécies de Metynnis, ainda ndo havia
sido relatada nem para espécies do clado basal (Ribeiro et al. 2014) e nem para espécies do
clado derivado (Nakayama et al. 2008; 2012), podendo ser considerado um carater inédito para
a familia. Além do par sinténico, mais um par cromossémico apresentou sitios de DNAr 18S,
coincidindo com o nimero de marcagdes de M. maculatus e M. lippincottianus (Favarato et al.
2019).

A presenca dessas sequéncias no mesmo par cromossémico ndo € algo tdo comum em
peixes, mas ja foi relatada em espécies de algumas ordens, como Cypriniformes (Inafuku et al.
2000; Bordn et al. 2006), Siluriformes, sendo o género Ancistrus um grupo com diversas
espécies portadoras de sintenia entre os cistrons ribossomais 18S e 5S (Mariotto et al. 2011;
Favarato et al. 2016) e em Characiformes, onde a distribuicdo dos sitios ribossomais em

sintenia foi relatada em espécies de Astyanax Baird & Girard (Ferro et al. 2001; Mantovani et
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al. 2005; Castro et al. 2014), Prochilodus Agassiz (Vicari et al. 2006), Semaprochilodus
(Terencio et al. 2012), Triportheus (Diniz et al. 2009) e Hoplias Gill (Cioffi et al. 2009).

Assim como o namero diploide, os dados acerca dos DNAr também evidenciam uma
aparente conservacao e organizagdo dentro dos clados/géneros da familia. A sequéncia DNAr
5S é observada em por¢oes pericentroméricas em dois pares em C. macropomum, Mylossoma
spp. e Piaractus mesopotamicus (pertencentes ao clado “pacu”) (Ribeiro et al. 2014), enquanto
em Myleus micans (clado “Myleus”), Serralsamus, Pygocentrus e Metynnis (clado “piranha’)
apenas um par meta/submetacéntrico € portador desse sitio ribossomal (Moreira-Peres et al.
2006; Nakayama et al. 2008; 2012; Favarato et al. 2019). Ja, para 0 DNAr 18S € visto um
aumento no numero de sitios do clado basal em dire¢do ao clado derivado. No clado “pacu” as
espécies possuem 1 a 3 pares portadores de 18S (Nirchio et al. 2002; Ribeiro et al. 2014), no
clado “Myleus” a maioria das espécies analisadas apresentou trés pares com marcagdes 18S
(presente trabalho), enquanto no clado “piranha” todas as espécies de Serralsamus e
Pygocentrus possuem pelo menos cinco pares portadores dessa sequéncia (Nakayama et al.
2008; 2012).

Embora Metynnis possua caracteristicas proprias, como a presenca de sintenia nas trés
espécies analisadas, um sitio adicional de 18S e a presenca de uma marcacao de 5S no par
acrocéntrico de M. longipinnis, de forma geral, observa-se uma tendéncia a conservacdo do
namero de sitios das sequéncias ribossomais em cada clado. Sugerindo que ha uma manutencéo
da estrutura cromossémica em Serrasalmidae, e que, embora 0 mapeamento das sequéncias
teloméricas ndo tenha evidenciado nenhum rearranjo, as variacdes em relacdo ao nimero e
posicionamento das sequéncias de DNAr 18S e 5S entre as espécies, provavelmente séo
resultantes de rearranjos cromossdmicos como translocacOes e inversdes (paracéntricas e
pericéntricas).

A macroestrutura cromossdmica das espécies, agora representando os trés clados, tem
se mostrado de uma certa forma conservada dentro de cada género e tem corroborado esta
divisdo da familia em trés clados, mostrando forte relacdo dos dados cromossdmicos com as
filogenias propostas. Além disso, as diferentes formulas cariotipicas e localizagGes das
sequéncias ribossomais, vistas em algumas espécies do mesmo género, podem ser utilizadas
como marcadores citotaxondémicos e auxiliar na identificacdo de espécies, dada a dificuldade e

as incertezas taxondmicas que a familia ainda possui.
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4. Conclusdes Gerais

Com base nos dados mostrados €é possivel concluir que:

- A evolugdo cromossomica de Serrasalmidae envolveu diferentes rearranjos (fissoes,
translocacdes e inversdes pericéntricas) que resultaram em um namero diploide conservado a
cada clado e num aumento de 54 para 62 cromossomos, do clado basal para clado derivado.

- Espécies pertencentes a um mesmo clado apresentam diferencas citogenéticas que nao
se restringem as formulas cromossémicas, ou seja, alem dos rearranjos, sequéncias repetitivas
também influenciaram na diferenciacéo cariotipica do grupo, seja pela localizacao diferenciada
de sequéncias ribossomais e de elementos transponiveis, seja pela presenca de DNAr 18S num
cromossomo B. A atuacdo, em conjunto, de todos esses eventos permitiram a reorganizacédo de
sequéncias de DNA que, provavelmente, desempenhou papel importante na diferenciacéo das
espécies.

- Ainda existe grandes dificuldades e incertezas taxondémicas nos serrasalmideos, mas
uma abordagem integrativa parece ser uma ferramenta eficaz em anéalises de variacao
interespecifica e identificacdo de espécies.

- A combinacdo de dados citogendmicos com dados de analises morfoldgicas e
filogenéticas deixa evidente a complexidade da familia, que € vista em todos os aspectos ja

estudados, e mantém a divisdo da familia em trés clados.
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