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FICHA CATALOGRAFICA

Sousa e Souza José Francisco

Citotaxonomia de Boulengerella (Characiformes: Ctenoluciidae) da regido amazonica

central

Sinopse

Com intuito de verificar quais os mecanismos de evolucdo cromossdmica existentes
nas espécies amazOnicas pertencentes ao género Boulengerella (Ctenoluciidae,
Characiformes), foram estudadas quatro espécies coletadas nos rios Negro e Uatuma (AM).
As analises revelaram um conservadorismo na macroestrutura cromossdémica (nimero e
forma) e no padrdo da regido organizadora de nucléolo. Entretanto, a localizacdo da
heterocromatina C-positiva e dos genes de DNAr 5S, bem como a distribuicdo das
sequéncias de DNAr 18S/teloméricas mostraram-se marcadores resolutivos para evidenciar
processos diferenciais de evolucdo cromossdmica entre as espécies. A presenca de um
heteromorfismo cromossémico relacionado ao par nucleolar, associado com um acimulo
incomum de sequéncias teloméricas, sugere um possivel sistema de cromossomos sexuais
do tipo XX/XY o qual sera objeto de investigagdes futuras.

Palavras—chave: Peixes amazonicos, estudos citogenéticos, DNAr 18S, DNAr 5S,
Fiber FISH, analises evolutivas.
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Resumo

A familia Ctenoluciidae tem sido considerada o provavel grupo-irméo das familias
Erythrinidae, Lebiasinidae e Hepsetidae. Entretanto, ndo existem quaisquer registros
citogenéticos para suas espécies. O género Boulengerella possui cinco espécies validas,
popularmente conhecidas como bicudas. No presente estudo quatro espécies:
Boulengerella cuvieri, B. lateristriga, B. luciuse B. maculata, coletadas nos rios Negro e
Uatumd (Amazonas, Brazil) foram analisadas citogeneticamente por procedimentos
convencionais (coloracdo Giemsa, bandamento C e Ag-RON) e moleculares
[mapeamento cromossémico de DNAr 18S e 5S, 5SHindlll e (TTAGGG)q]. As quatro
espécies possuem 2n=36 cromossomos (14m+16sm+6st e NF=72). O padrdo
heterocroméatico foi espécie-especifico, com bandas C-positivas nas regides
centromeéricas e biteloméricas de varios cromossomos, além de alguns blocos intersticiais.
A regido organizadora do nucléolo (RON) foi localizada na constricdo secundaria
terminal, nos bracos longos do par 18, nas quatro espécies, sendo confirmado pelo
mapeamento do DNAr 18S. O DNAr 5S foi localizado em dois pares cromossomicos: na
regido terminal do braco longo do par 1 nas quatro espécies e na regido centromérica do
par 10 em B. lateristriga, B. maculata e B. Cuvieri e do par 4 em B. lucius. A sonda
telomérica destacou regides terminais em todos 0s cromossomos, com um grande
acumulo no par 18, coincidente com a RON, bem como uma sequéncia intersticial (ITS)
na regido centromérica do par 3 de B. lateristriga, B. maculata e B. cuvieri. Nenhuma
regido positiva para 5S Hindlll foi evidenciada. Deste modo, todas as espécies
apresentaram  caracteristicas  cromossdmicas  semelhantes, indicando  um
conservadorismo para este género, a exce¢do do padrdo heterocromatico que pode ser
considerado espécie-especifico. E notavel um particular heteromorfismo cromossémico
relacionado com a constricdo secundaria do par 18 nos exemplares machos das quatro
especies, onde um dos homdlogos apresenta tamanho bem maior que o outro, sugerindo
um possivel sistema de cromossomos sexuais XX/XY, fato este que sera objeto de futuras
investigacoes.

Palavras chave: Peixes amazOnicos, estudos citogenéticos, marcadores cromossémicos

classicos e moleculares, analises evolutivas.



Abstract

The Ctenoluciidae family has been considered as a probable sibling group for the
families Erythrinidae, Lebiasinidae and Hepsetidae. Until now, there are no cytogenetic
records for their species. The genus Boulengerella (Ctenoluciidae) has five valid species,
popularly known as bicudas. In the present study four species of this genus: Boulengerella
cuvieri, B. lateristriga, B. lucius and B. maculata, from the Negro and Uatuma rivers
(Amazon State, Brazil), were cytogenetically characterized by conventional (Giemsa
staining, C-band and Ag-NOR) and molecular procedures [chromosomal mapping of
rDNA, 5SHindlll and (TTAGGG)n sequences]. All the analyzed species have 2n = 36
chromosomes (14m + 16sm + 6st and NF = 72), with C-positive heterochromatin located
in the centromeric and telomeric regions of several chromosomes. The nucleolar
organizing region (NOR) is located in the terminal secondary constriction of the long
arms of pair 18 in the four species, which was also confirmed by the mapping of 18S
rDNA. 5S rDNA sites are located in the terminal region of the long arms of pair 1 in the
four species, and in the centromeric region of pair 10 in B. lateristriga, B. maculata and
B. cuvieri and pair 4 in B. lucius. FISH with telomeric probes highlighted the terminal
regions of all chromosomes, with a remarkable concentration in the pair 18, coincident
with the NOR, as well as an interstitial sequence (ITS) in the centromeric region of pair
3 of B. lateristriga, B. maculata and B. cuvieri. No 5S HindlIl positive regions were
evidenced in the four species. Thus, in general, all species presented similar chromosomal
characteristics, indicating a conservatism for this genus, except for some chromosomal
markers, as the heterochromatin pattern and 5S rDNA locations. In addition, it was also
highlight a particular male chromosomal heteromorphism related to the secondary
constriction of the pair 18 in all species, suggesting a possible sex chromosome system

of the XX/XY type, which will be object of further investigations.

Key words: Amazon fishes, cytogenetic studies, conventional and molecular markers,

evolutionary analysis.



Sumario

L. INEFOAUGED ...t bbb 1
1.1. Ordem CharaCifOrMES.........cccueiuiiieiieie et eas 1
1.2. FamiliaCtenolUCIIUAE ........ccveuieiiie e 2
1.2.1. Descricdo e distribuicdo das espécies do género Boulengerella........................ 3
1.2.2. Relagdes Filogenéticas de Ctenoluciidae com outros Characiformes................ 6
1.3. Citogenética de ErythrinOidea ..........ccoereiriiieiiniiesese e 8
1.4. A importancia da citogenética em estudos CitotaxondmicCos ...........ccccvrereeeruenen. 9

O o] T LYo 1SR SRORPSN 10
2.1. ODJELIVO GEIAl ..o s 10
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS ..ot 10

3. Material € MELOUOS .........eiueeieeeeiee ettt sre s reene e 11
TR V-1 (=] T | SRS 11
3.2, IMIBLOTOS ...ttt bbbttt reerennean 11
3.2.1. INAUGAD dE MILOSES.....ccvviiveeiictieiteeite ettt ettt re e e e 11
3.2.2.0btengdo de cromossomOos MILOLICOS .......ocerveerererieire e 11
Técnicas CItogeNELiCas CIASSICAS ........civrrirererieesere e 12
3.2.3. Deteccdo das regides organizadoras de nucléolo — RONS...........cccccevveveineenen. 12
3.2.4. Deteccdo da heterocromatina CONStItULIVA ..........cceeveiieeieiieiece e 13

3.2.5. Coloragdo por fluorocromos base-especificosDAPI (AT-especifico) e

Cromomicina A3 (GC—eSPECITICO) .....iiveriiriiriiiiiieiee s 13
3.2.8. FIDEI-FISH.....c.ooiiiiiiii e 13
3.2.7. EXtracao de DNA tOtal.......ccoiiiiiei s 14

3.2.8. Isolamento de sequéncias repetitivas por PCR (polymerase chain reaction).. 14
3.2.9. Marcagao 0as SONUAS .......ccuerverreririiiiresieie ettt bbb 16
3.2.11. Tratamento das [AMINAS ........ccovveiiiieiiee e e 16

3.2.12. Pré-hibridizagao .........ccooeiieiiiieieieseee e 16



3.2.13. Solucao de hibridiZaga0 ........c.ccveveiiiieee e 16

3.2.14. HIDMAIZAGAD . .....cei e 17
3215, LAVAGENS ...ttt 17
3.2.16. DeteCCA0 dO SINAL.......ccccveeieiieiiiese e 17
3.2.17. Montagem das [AMINAS ........cceiveiiiieieeie e 17
3.2.18. ANAIISES CAMOIPICAS ...veuvereeiiiiieeiieie et 17
4, RESUIA00S € DISCUSSED ......cveiueeuieiieietesie sttt 19
5. Referéncias BibliografiCas..........ccoiiiiiriiiiiese e 35

Xii



Lista de Figuras

Figura 1: Boulengerella cuvieri, 19 cm. Fonte: Vari, 1995.
Figura 2: Boulengerella lateristriga, 11,6 cm. Fonte: Vari, 1995.
Figura 3: Boulengerella lucius, 26,6 cm. Fonte: Vari, 1995.
Figura 4: Boulengerella maculata, 16,8 cm. Fonte: Vari, 1995.
Figura 5: Boulengerella xyrekes, 21,5 cm.Fonte: Vari, 1995.

Figura 6: Hipotese filogenética proposta por Vari (1995) para as familias Lebiasinidae,
Hepsetidae, Erythrinidae e Ctenoluciidae.

Figura 7: (a) Hipdtese morfologica sugerida por Buckup (1998), onde a familia
Acestrorhynchidae é colocada como grupo irmdo da superfamilia Erythrinoidea; (b)
Hipotese molecular, com base em dados mitocondriais e nucleares, conforme Calcagnotto
et al. (2005), onde Alestidae e Crenuchidae sdo sugeridas como grupo irmao de
Erythrinoidea.

Figura 8: Hipotese molecular sugerida por Oliveira et al. (2011).
Figura 9: Mapa com os pontos de coleta das quatro espécies de Boulengerella.

Figura 10: Caridtipo das espécies analisadas em coloracdo convencional com Giemsa,
bandeamento C e Ag-RON: (a, b, c) B. lateristriga; (d, e, f) B. cuvieri; (g, h, 1) B.
maculata; (j, k, I) B. lucius. Em destaque o par 18, evidenciando o heteromorfismo da
constricdo secundaria e RON nos espécimes machos.

Figura 11: Caridtipos das especies analisadascom marcadores cromossdmicos
moleculars. Coluna esquerda: “double” FISH com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S
(verde). Coluna direita: FISH com sonda (TTAAGG)n: B. lateristriga(a-b); B. cuvieri (c-
d); B. maculata (e-f); B. lucius (g-h).

Figura 12: Fiber-FISH nas espécies analisadas utilizando sonda de DNAr 18S
(vermelho) e (TTAGGG)n em (verde), a) Boulengerella lateristriga, b) B. cuvieri, c) B.
maculata; d) B. lucius.

Figura 13: Coloracdo por fluorocromos base-especificos: DAPI (AT-especifico), em azul
e Cromomicina A3 (GC-especifico), em verde. Metéafase de fémea e macho de B.
lateristriga em coloragdo por fluorocromo Cromomicina As (GC especifico),
evidenciando sitios positivos correspondentes a localizacdo da regido organizadora de
nucléolo (RON).

Xiii



1. Introducéo

1.1. Ordem Characiformes

Ostariophysi é considerada a segunda maior superordem de peixes teledsteos,
composta por cinco ordens: Gymnotiformes, Siluriformes, Characiformes, Cypriniformes
e Gonorynchiformes, que tem se tornado foco de estudos anatémicos, evolutivos e

genéticos devido sua ampla diversidade ecoldgica e morfoldgica (Nelson 2006).

A ordem Characiformes se destaca dentre os Ostariophysi, por sua ampla
diversidade morfoldgica e ecoldgica, historia evolutiva e seu valor comercial (Lundberg
1993; Reis et al. 2003; Nelson 2006). Atualmente, essa ordem é composta por 24 familias
(Nelson et al. 2016), sendo que quatro ocorrem na Africa (Alestidae, Citharinidae,
Distichodontidae e Hepsetidae), que somam cerca de 200 espécies. As demais familias
ocorrem no sudoeste dos Estados Unidos, México e Américas Central e do Sul
[Acestrorhynchidae, Anostomidae, Bryconidae, Curimatidae, Chalceidae, Characidae,
Chilodontidae, Crenuchidae, Ctenoluciidae, Cynodontidae, Erythrinidae,
Gasteropelecidae, Hemiodontidae, Iguanodectidae, Lebiasinidae, Parodontidae,
Prochilodontidae, Serrasalmidae, Triportheidae e Salminopsidae [(extinto)] (Oliveira et
al. 2011; Albert et al. 2011; Nelson et al. 2016).

Os representantes desta ordem apresentam variagdo na forma corporal, na
estrutura da mandibula, denticdo e anatomia interna (Vari e Malabarba 1998), séo
caracterizados pelo corpo coberto de escamas cicloides, presenca de nadadeira adiposa,
anal e pélvica, linha lateral curvada e, as vezes, incompleta e dentes bem desenvolvidos,
com espécies de grande porte (Hydrocynus goliath), que pode ultrapassar 1m de
comprimento até espécies minusculas como, Microcharacidium weitzmani, que mede 1,2
cm. S&o conhecidos, popularmente, como lambaris, piabas, charutinhos, curimatas,
trairas, bicudas entre outros; habitam diferentes drenagens, desde aguas Iénticas a
correntezas e o habito alimentar abrange detritivoros, herbivoros, planctivoros, até
predadores topo de cadeia (Orti e Meyer 1997; Buckup 1998).

Com uma ampla variagdo morfoldgica e uma historia evolutiva datada de antes da
separagdo total dos continentes americano e africano (Nelson 2006), os Characiformes
representam um dos casos mais extremos de adaptacdo e radiacdo evolutiva entre 0s

grupos atuais de vertebrados (Weitzman 1962), estimando-se que sua divergéncia deve


https://pt.wikipedia.org/wiki/Salminopsidae

ter ocorrido aproximadamente a 106 e 84 milhdes de anos atras, no Cretaceo (Lundberg
1993). A posicao filogenética de grande parte dos representantes da ordem Characiformes
ainda é provisoria, devido a falta de hip6teses consistentes de relacfes de parentesco entre
0s membros da ordem, que em geral sdo formuladas com base em caracteristicas
morfologicas (Uj 1990; Lucena 1993; Vari 1995; Buckup 1998; Malabarba 1998;
Malabarba e Weitzman 2003) e, algumas vezes, caracteristicas moleculares (Orti e Meyer
1997; Calcagnotto et al. 2005).

A superfamilia monofilética Erythrinoidea, por exemplo, tem passado por
diversas reformulacgdes e, atualmente, ndo possui uma filogenia definida. A principio, foi
proposto que essa superfamilia fosse formada por: Ctenoluciidae, Erythrinidae,
Lebiasinidae e Hepsetidae (Lucena 1993; Vari 1995; Buckup 1998; Oyakawa 1998) e,
apesar do avanco nos estudos sobre a ordem Characiformes, algumas dessas familias
continuam com pouco ou nenhum dado que sejam congruentes para formulacdo de uma
hipétese filogenética robusta. Ctenoluciidae que até entéo era considerada membro dessa
superfamilia por diversos autores (Vari 1995; Buckup 1998; Lucena e Menezes 1998;
Oyakawa 1998; Calcagnotto et al. 2005; Netto-Ferreira 2006; 2010), atualmente, é
considerada grupo irmdo da superfamilia Characoidea (Oliveira et al. 2011; Nelson et al.
2016). Essa divergéncia entre os autores se da, em grande parte, devido a falta de
subsidios capazes de sustentar suas hipoteses. Com base nisso, com intuito de fornecer
subsidios citotaxonémicos, para um melhor entendimento dos ctenoluciideos, essa

familia foi o foco do presente estudo.

1.2. Familia Ctenoluciidae

A familia Ctenoluciidae é constituida por dois géneros: Ctenolucius Gill (1861),
com duas espécies e Boulengerella Eigenmann (1903), com cinco espécies (Vari 1995;
2003; Nelson et al. 2016). Possuem corpo alongado, cilindriforme e ligeiramente
comprimido, com mandibulas também alongadas com pequenos e numerosos dentes
conicos voltados para tras e focinho pontudo e duro. O labio superior possui uma extensao
carnosa altamente vascularizada, que permite ao animal sobreviver, caso fique confinado
em uma poca. A nadadeira dorsal esta localizada na metade posterior do corpo, na por¢éo
anterior ou sobreposta em linha vertical a origem ou término da nadadeira anal (Santos et
al. 1984; Vari 1995; 2003; Queiroz et al. 2014). As nadadeiras pélvica e anal apresentam
uma margem preta e a nadadeira caudal uma faixa preta nos raios medianos. Possuem

escamas ctenoides estriadas e asperas ao tato. A coloracéo varia de acordo com a espécie,
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sendo o dorso normalmente cinza, com os flancos e o ventre prateados com inimeras

manchas escuras (Santos et al. 1984; Vari 2003).

O género Ctenolucius ndo ocorre no Brasil, sendo descrito para os rios do Panamé
e da Colébmbia, que desdguam no oceano Pacifico e da Venezuela. O género
Boulengerella ocorre nos rios das Guianas, nas bacias dos rios Orinoco, Amazonas e
Tocantins. Atualmente, Boulengerella abriga cinco espécies: Boulengerella maculata, B.
lateristriga, B. lucius, B.cuvieri e B. xyrekes, sendo que todas ocorrem na Amazonia e
sdao popularmente conhecidas por “bicudas” (Vari 1995; 2003). Sao peixes predadores,

com algumas espécies podendo chegar a medir até 1m de comprimento.

Alimentam-se basicamente de pequenos peixes e insetos, sdo extremamente
vorazes e grandes saltadores. Um dos aspectos marcantes dessas espécies é a capacidade
de saltar fora d'agua quando se alimentam, atacando suas presas com saltos sucessivos e
acrobaticos, impulsionados somente pela nadadeira caudal. Podem habitar dguas Iénticas,
correntezas e aguas rasas, sendo comumente encontrados em &guas claras ou negras,
devido ao seu habito de predador visual. Possuem grande importancia na pesca artesanal
(Santos et al. 1984; 2004) e comercial de subsisténcia e no mercado aquarista ornamental
(Santos et al. 1984; Castro 1986; Vari 1995; 2003) que, segundo Howells e Rao (2003)
tem feito com que as espécies Ctenolucius hujeta, Boulengerella maculata e B. lucius

fossem introduzidas em parques dos EstadosUnidos.

1.2.1. Descricdo e distribuicdo das espécies do género Boulengerella
Boulengerella cuvieri (Agassiz, 1829)

Boulengerella cuvieri (Figura 1) é a maior espécie do género, com o0s adultos
chegando a medir cerca de 1m de comprimento, possui a maior distribuicdo geografica
dentro do género e, por conta disso, possui uma grande variacdo morfologica quanto a
coloracdo, que varia de acordo com a regido onde se encontra. E caracterizada por
apresentar uma macula escura na base do pedunculo caudal, nadadeira dorsal anterior a
nadadeira anal, possui uma faixa escura ligeiramente lateral e algumas manchas na
superficie do corpo. Esta distribuida nas bacias do Essequibo, Orinoco e Amazonas,
Tocantins, Oiapoque, rios costeiros dos Estados do Amapa e Para, bacia do médio e baixo
rio Madeira, nos lagos do Cunia, Puruzinho e Sampaio, rio Machado e rio Manicoré (Vari
1995; Buckup et al. 2007; Queiroz et al. 2014).



Figura 1. Boulengerella cuvieri, 19 cm. Fonte: Vari 1995.

Boulengerella lateristriga (Boulenger, 1895)

Boulengerella lateristriga (Figura 2) € a menor espécie do género, com os adultos
chegando a medir 24 cm, distingue-se das demais espécies do género por possuir uma
extensa faixa horizontal que se estende desde a por¢éo posterior da Orbita até o pedunculo
caudal, possui nadadeira dorsal na altura da nadadeira anal e faixas transversais sobre o
l6bulo da nadadeira caudal. E encontrada nos rios Negro, Amazonas e na por¢éo sul do
Orinoco (Vari 1995; Buckup et al. 2007).

Figura 2. Boulengerella lateristriga, 11,6 cm. Fonte: Vari 1995.

Boulengerella lucius (Cuvier, 1816)

Boulengerella lucius (figura 3) é a segunda maior espécie do género, medindo
cerca de 42cm, sendo algumas vezes confundida com B. maculata nas colegfes. Esta
espécie difere de B. maculata principalmente por possuir a nadadeira dorsal na porcéao
anterior da nadadeira anal, possui algumas maéculas escuras pelo corpo, coloragdo
prateada e faixas transversais sobre a nadadeira caudal. Esta distribuida nas bacias dos

rios Amazonas e Orinoco (Vari 1995; Buckup et al. 2007).

Figura 3. Boulengerella lucius, 26,6 cm.Fonte: Vari 1995.



Boulengerella maculata (Valenciennes, 1849)

Boulengerella maculata (figura 4) € uma espécie de porte médio, chegando a
medir 32 cm, alimenta-se exclusivamente de peixes, possui uma estreita faixa escura
localizada na porcéo parietal antes do opérculo, a linha lateral é interrompida na porcao
anterior do corpo, distingue-se das demais espécies do género por possuir diversas
maculas escuras sobre o corpo. Esta especie difere de B. lucius por possuir nadadeira
dorsal passando da origem da nadadeira anal. Ainda, pode variar quanto a pigmentacéo
na cabeca, corpo, numero de vértebras e escamas da linha lateral, dependendo da regido
onde se encontra. Entretanto, estas variagfes ndo sdo suficientes para distinguir as
populacdes ou justificar seu reconhecimento como formas distintas. E encontrada nos rios
Negro, Amazonas, Madeira, Tapajés, Tocantins e bacia do Orinoco (Vari 1995; Buckup
et al. 2007; Queiroz et al. 2014).

Figura 4. Boulengerella maculata, 16,8 cm.Fonte: Vari 1995.

Boulengerella xyrekes (Vari, 1995)

Boulengerella xyrekes (figura 5) é a mais nova espécie descrita para o género, com
o0s adultos chegando a medir cerca de 39cm, é muito semelhante a B. cuvieri, 0 que causa
confusdo na identificacdo dessas duas espécies. Possui nadadeira dorsal distintamente
anterior a nadadeira anal, passando pela origem da nadadeira peitoral, caracteristica que
a distingue de seus congéneres, exceto de B.lucius e B. cuvieri. Boulengerella xyrekes
difere de B. cuvieri no numero de vértebras e no nimero de escamas da linha lateral. Esta

distribuida nos rios Negro, Amazonas e Orinoco (Vari 1995; Buckup et al. 2007).

Figura 5. Boulengerella xyrekes, 21,5 cm. Fonte: Vari 1995.



1.2.2. Relacdes Filogenéticas de Ctenoluciidae com outros Characiformes

Atualmente, a familia Ctenoluciidae é considerada membro da superfamilia
Erythrinoidea, juntamente com Erythrinidae, Lebiasinidae e Hepsetidae (Lucena 1993;
Vari 1995; Buckup 1998; Oyakawa 1998) e sdo considerados membros de um grupo
natural com 22 sinapomorfias, que suportam a hipdtese de monofiletismo da superfamilia
(Vari 1995). Segundo Vari (1995), Lebiasinidae, de acordo com as caracteristicas listadas
por (Weitzman 1964), seria basal nessa hipotese filogenética (Fig. 6).

Essa hipdtese foi posteriormente corroborada por (Buckup 1998), que ainda
sugere a familia Acestrorhynchidae como grupo irméo de Erythrinoidea. Entretanto, esta
hipotese de Buckup foi refutada por Lucena e Menezes (1998), que consideraram

Acestrorhynchidae como grupo-irméo de Cynodontidae (Fig. 7a).
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Figura 6. Hipdtese filogenética proposta por Vari (1995) para as familias:
Lebiasinidae, Hepsetidae, Erythrinidae e Ctenoluciidae.

Posteriormente, Calcagnotto et al. (2005), com base em dados mitocondriais e
nucleares, propuseram a inclusdo de um clado para Erythrinidae e Crenuchidae, como

grupo irméo de Alestidae, Ctenoluciidae, Lebiasinidae e Hepsetidae (Fig.7b).
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Figura 7. (a) Hipotese morfologica sugerida por Buckup (1998), onde
Acestrorhynchidae é colocada como grupo irmédo da superfamilia Erythrinoidea; (b)
Hipdtese molecular, com base em dados mitocondriais e nucleares, sugerida por
Calcagnotto et al. (2005), onde Alestidae e Crenuchidae sdo sugeridas como grupo
irmao de Erythrinoidea.

Oliveira et al. (2011) propuseram, a partir de dados moleculares, uma nova
formulacdo para superfamilia Erythrinoidea e sugeriram que Anostomidae,
Chilodontidae, Curimatidae, Cynodontidae, Erythrinidae, Hemiodontidae, Parodontidae,
Prochilodontidae e Serrasalmidae sdo membros da superfamilia Erythrinoidea e que
Ctenoluciidae juntamente com Lebiasinidae constituem um grupo, que é considerado

grupo irméo da superfamilia Characoidea (Fig. 8).
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Figura 8. Hipdtese molecular sugerida por Oliveira et al. (2011).
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Embora haja uma quantidade razoavel de estudos acerca das relagdes filogenéticas
de Ctenoluciidae (Vari 1995; Buckup 1998; Lucena e Menezes 1998; Oyakawa 1998;
Calcagnotto et al. 2005, Netto-Ferreira 2006; 2010; Oliveira et al. 2011), ainda ndo ha
um consenso sobre a exata posicdo da mesma, bem como das demais familias que
compdem a superfamilia Erythrinoidea e isso decorre da pouca quantidade de dados para

algumas especies, como por exemplo, para espécies da familia Ctenoluciidae.

1.3. Citogenética de Erythrinoidea

A superfamilia Erythrinoidea j& possui alguns de seus representantes analisados
citogeneticamente e dentre eles, a familia Erythrinidae é a mais estudada. E formada por
Erythrinus Scopoli, 1777, Hoplerythrinus Gill, 1896 e Hoplias Gill, 1903, todos
endémicos da Ameérica do Sul. Possuem grande diversidade cariotipica (Bertollo et al.
1983; 2000; Cioffi et al. 2013).

Hoplias é o género que apresenta a mais ampla distribuicdo geogréafica e tem sete
cariomorfos (A-G) descritos, sendo que o numero diploide varia de 2n=39/40 a 42
cromossomos. Ainda, trés sistemas de cromossomos sexuais foram descritos: XX/XY no
cariomorfo B, X1X1X2Xo/X1X2Y no cariomorfo D e XX/XY1Y2 no cariomorfo G e
XXIXY em estagio preliminar de diferenciacdo no cariomorfo C (Bertollo 2007; Cioffi
et al. 2012). Essa variacdo de sistemas cromossdmicos sexuais é decorrente de
amplificacdes de sequéncias de DNA repetitivo, sendo formados a partir de rearranjos
cromossomicos estruturais (Bertollo et al. 1983; 1997; 2000; Cioffi e Bertollo 2010a).

Em relacéo as regies organizadoras do nucléolo (RON) foram evidenciadas até
10 marcac0es ativas em algumas populacdes de Hoplias malabaricus; RON bitelomérica
e polimorfismos, quando se utilizou sondas DNAr 18S. Varia¢do no nimero e posicao de
sitios de DNAr 5S também foi evidenciada, revelada por FISH (Bertollo et al. 1997; Born
e Bertollo 2000; Vicari et al. 2003; 2005; da Rosa et al. 2009; Cioffi et al. 2009a; b).

Para Hoplias lacerdae (trairdes) foi identificado 2n=50 cromossomos, com uma
estrutura cariotipica conservada e sem ocorréncia de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados, nas populagdes ja estudadas (Morelli et al. 2007;
Blanco et al. 2011; de Oliveira et al. 2015).

Em Hoplerythrinus o nimero diploide varia de 2n=48 a 52 cromossomos com

nameros variaveis de cromossomos acrocéntricos, indicando um possivel complexo de



espeécies e sem presenca de cromossomos sexuais heteromorficos (Diniz e Bertollo 2003;
Rosa et al. 2012).

Atualmente, para o género Erythrinus, apenas a espécie Erythrinus erythrinus
possui estudos citogenéticos, com quatro cariomorfos descritos. O cariomorfo A
apresenta 2n=54 e ndo possui sistema de cromossomos sexuais, o cariomorfo B possui
2n=54/53 cromossomos e sistema sexual do tipo X1 X1X2X2/X1X2Y, os cariomorfos C e
D apresentam 2n=52/51 cromossomos, com sistema sexual X1 X1 X>X2/X1X2Y, contudo,
diferem entre si na estrutura cromossémica, sendo que para esta espécie foram detectados

cromossomos B (Bertollo et al. 2004).

Para a familia Lebiasinidae existem poucos estudos citogenéticos, porém o
namero diploide varia de 24 (Scheel 1973) a 44 (Arefjev 1990), com uma grande

quantidade de cromossomos acrocéntricos.

Até o presente momento, a familia Hepsetidae ndo possui dados citogenéticos e
Ctenoluciidae tem apenas duas citacbes de ndmero diploide: Porto et al. (1992), que
identificaram 2n=36 cromossomos para Boulengerella sp. e Arefjev (1990) que encontrou

2n=36 para Ctenolucius hujeta, o que justifica uma analise citogenética nesta familia.

1.4. A importancia da citogenética em estudos citotaxondmicos

A citogenética de peixes ¢é datada da década de 60, tendo um grande impulso com
os trabalhos de Mc-Phail e Jones (1966). Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais
iniciaram com os trabalhos de Andreata (1971), em Synbranchus marmoratus, sendo
consolidados no Brasil a partir dos trabalhos de Cestari (1973), Bertollo et al. (1978) e
Foresti et al. (1981; 1993), que adaptaram protocolos para obtencdo de cromossomos

mitoticos de peixes.

As técnicas de bandeamento cromossémico e o aprimoramento das técnicas de
hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) fizeram com que a citogenética desse um grande
salto qualitativo no estudo dos cromossomos. A utilizagdo de sondas de DNAr 5S e 18S
tem sido empregada na diferenciacdo de espécies e na compreensdo da organizacéo do

genoma de peixes (Bertollo et al. 1986; Galetti e Martins 2004).

Na familia Erythrinidae, por exemplo, Oyakawa e Mattox (2009) identificaram,
com base em dados morfométricos e meristicos, mais quatro espécies dentro de H.
lacerdae: H. lacerdae, H. intermedius, H. brasiliensis, H. australis e H. curupira, que

apresentam 2n=50 cromossomos e mesma formula cariotipica, no entanto diferencas
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significativas foram observadas quanto a distribuicdo de DNAs repetitivos (Blanco et al.
2011). Por outro lado, Hoplias malabaricus é tida como um complexo de espécies
cripticas, uma vez que dados morfoldgicos ndo separam os cariomorfos (A-G) detectados
pela andlise citogenética, utilizando o mapeamento fisico cromossémico de elementos
repetitivos de DNA (Bertollo 2007).

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Caracterizar citogeneticamente espécies do género Boulengerella que ocorrem na
Amazonia Central e comparar com dados disponiveis para outras familias que compdem

a superfamilia Erythrinoidea.
2.2. Objetivos especificos

a) Detectar as relagbes cariotipicas entre as espécies do género, considerando a
distribuicdo de marcadores cromossémicos classicos e moleculares (nimero diploide,
férmula cariotipica, distribuicdo da heterocromatina C-positiva, Ag-RON, DNAr 5S,
DNAr 18S, 5S Hindlll e DNA telomérico).

b) Detectar as principais diferenciacdes cromossémicas que ocorreram na carioevolucao

das espécies analisadas.

c) Verificar a existéncia de possiveis variagdes intra-especificas indicativas de ocorréncia

de espécies cripticas entre as populacdes estudadas.

d) Contribuir com informac6es citogenéticas para uma melhor compreensao das relacdes

na superfamilia Erythrinoidea.
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3. Material e Métodos

3.1. Material

Individuos de quatro espécies do género Boulengerella foram analisados: B.
lateristriga (7 machos, 7 fémeas) coletados em Novo Airéo; B. cuvieri (6 machos, 8
fémeas) coletados no Rio Negro, proximo ao lago Cataldo; B. maculata (7 machos, 8
fémeas) coletados no Rio Negro, proximo ao lago Cataldo e em Anavilhanas; B. lucius (5

fémeas) coletadas a jusante da hidrelétrica de Balbina, no rio Uatuma (Figura 9).

1- Boulengereila lucius
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E1)
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Figura 9. Mapa com os pontos de coleta das quatro espécies de Boulengerella. (1) UHE
de Balbina, rio Uatumd; (2) Anavilhanas, rio Negro; (3) Novo Airdo, rio Negro; (4)
Cataléo, baixo rio Negro.

3.2. Métodos

3.2.1. Inducé&o de mitoses

Para a obtencdo de um maior numero de células em metafase foi utilizada a técnica
de inducéo de mitoses descrita por Oliveira et al. (1988a), que consiste em preparar uma
solucéo de fermento bioldgico na proporcdo de 0,59 de fermento, 0,59 de acucar e 20 mL
de &gua destilada. Em seguida, esta solucdo foi incubada em estufa a 40 °C por cerca de
20 minutos e, posteriormente injetada na regido intraperitoneal do animal, na proporc¢ao
de 1 mL para cadal00g de peso vivo. Os peixes foram mantidos em aquarios aerados por

um periodo de 24 horas antes da coleta das amostras para analise citogenética.

3.2.2. Obtencao de cromossomos mitoticos
As preparacgdes para obtencdo dos cromossomos mitdticos seguiram o protocolo
descrito por Gold et al. (1990).
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Vinte e quatro horas apés a aplicacdo da solucdo de fermento, os peixes foram
eutanasiados, procedendo-se a retirada do rim, que é o 6rgdo hematopoiético dos peixes.
O material foi transferido para uma cubeta de vidro contendo 15 mL de meio Hank’s ou
RPMI e o tecido foi dissociado com auxilio de uma seringa hipodérmica desprovida de
agulha, com movimentos leves de aspiracdo e expiracdo, para a obtencdo de uma
suspensdo homogeénea de células. Adicionou-se 3a 4 gotas (ou 150uL para cada 2mL de
meio de cultura) de colchicina 0,125% e o material foi ressuspendido, cuidadosamente,

com auxilio de uma pipeta Pasteur e incubado em estufa a 37 °C por 30 minutos.

Apos esse periodo o material foi transferido, com auxilio de uma pipeta Pasteur,
para um tubo de centrifuga e centrifugado por 10 minutos a 1250 rpm; apds esse periodo
foi retirado o sobrenadante, com auxilio de uma pipeta Pasteur, tomando cuidado para
ndo ressuspender o material e acrescentou-se 14 mL de solucdo de KCL 0,075M; o
material foi ressuspendido e deixado em estufa a 37 °C por 40 minutos. Em seguida foi
adicionado 1 mL de fixador (3 metanol: 1 acido acético), seguindo-se nova centrifugacao
por 10 minutos a 1250 rpm.

O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta Pasteur, tomando cuidado
para ndo ressuspender o material, sendo acrescentado 10 mL de fixador. Seguiu-se
centrifugacdo adicional por 10 minutos, sendo este passo repetido mais duas vezes. Apos
a eliminacdo do sobrenadante da Ultima centrifugacdo, adicionou-se cerca de 1,5 mL de
fixador, e 0 material foi transferido para um tubo tipo Eppendorf e armazenado em freezer
(-20 °C).

Técnicas citogenéticas classicas
3.2.3. Deteccdo das regibes organizadoras de nucléolo — RONs

Para a deteccdo das regides organizadoras de nucléolo (RONs) foi utilizada a
técnica descrita por Howell e Black (1980), com algumas modifica¢Ges. Sobre as [aminas
com a suspensdo celular foram adicionadas 2 a 3 gotas de solucdo coloidal de gelatina
(29 de gelatina comercial sem sabor, dissolvida em 100 mL de &gua destilada, acrescida
de 1mL de acido formico) e duas gotas de solucdo aquosa de nitrato de Prata (AgNO3) a
50%. As duas solucbes foram cuidadosamente misturadas agitando-se levemente a

lamina.

O material foi recoberto por laminula e a lamina foi colocada em camara Umida,

em estufa a 50 °C, durante 3 a 8 minutos. Apos esse tempo, quando o material adquiriu
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uma colora¢do marrom dourada, a lamina foi lavada em agua destilada, retirando-se a

laminula e secada ao ar.
3.2.4. Detecgéo da heterocromatina constitutiva

Para a deteccéo da heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica descrita por
Sumner (1972), com algumas modificacdes. As laminas com a suspensao celular foram
tratadas com HCI 0,2N a 45 °C, por 2 minutos e, posteriormente, lavadas rapidamente em
agua destilada a temperatura ambiente e secadas ao ar. Apos isso, as laminas foram
incubadas por cerca de 35 segundos em solugcdo de hidroxido de Bério 5%, recém-
preparada e filtrada, a 42 °C. Posteriormente, a lamina foi rapidamente emergida em
solucdo de HCI 0,2N a temperatura ambiente, lavada em agua destilada e deixada secar
ao ar. Apos a secagem, as laminas foram incubadas em solucéo 2xSSC (cloreto de Sédio
0,3M e citrato trisodico 0,03M, pH 6,8) em banho-maria a 60 °C, durante 30 minutos. Em
seguida, foram lavadas em agua destilada e secadas ao ar. Seguiu-se a coloracdo do

material com solucgdo de iodeto de Propidio (20 pL de antifade e 1 pL de iodeto).

3.2.5. Coloracdo por fluorocromos base-especificos DAPI (AT-especifico) e
Cromomicina As (GC—-especifico)

Para coloracdo com CMA; foi utilizada a técnica descrita por Sola (1992) com
algumas modificacdes. As preparacdes foram inicialmente tratadas com uma solucéo de
Distamicina A (0,3 mg/mL) durante 15 minutos em temperatura ambiente, lavadas em
tamp&o Mcllvaine e secadas ao ar. A seguir, 0 material foi tratado com uma solugéo de
Cromomicina Az (0,5 mg/mL) durante 60 minutos (no escuro), lavado em tampé&o
Mcllvaine e secado ao ar. Foi aplicada sobre a lamina 40 pL de uma solucdo de DAPI
(1,2 pg/mL) + Antifading (Vectashield). O material foi coberto com uma laminula de
vidro e estocado (no escuro) por aproximadamente 30 dias, para a estabilizacdo da
fluorescéncia. A analise foi realizada em microscopia de epifluorescéncia, com filtro de
450-490 nm.

3.2.6. Fiber-FISH
Para realizacdo da técnica de Fiber-FISH foi utilizado o protocolo de Barros et al.

(2011), com algumas modificacGes. As laminas foram lavadas com solugéo salina (PBS
1x) durante um minuto a temperatura ambiente, seguindo-se o tratamento por uma serie
alcoolica (70%, 85% e 100%) dois minutos cada. Na parte superior das laminas

(anteriormente secas e na posicéo horizontal) foram adicionados 400 uL de hidroxido de
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Sodio (NaOH) 0,5 M, diluido em alcool a 30%. Inclinou-se a lamina em 40° e fez-se um
arrasto com o auxilio de uma outra 1dmina, para que ocorresse o alongamento das fibras.
Ap0s esse procedimento, aplicaram-se imediatamente 500 pL de etanol a 100% sobre a
lamina inclinada até sua evaporacdo completa. Este procedimento de fixacdo aumenta o

numero de pontos de fixacdo entre as fibras de DNA e a superficie da lamina.

3.2.7. Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA foi realizada a partir do tecido muscular de Boulengerella
cuvieri, utilizando o protocolo de Sambrook e Russel (2001) com algumas modificagdes.
Foram macerados aproximadamente 20mg de tecido muscular e transferidos para um tubo
de volume de 1,5 mL. Em seguida foram adicionados 500 pL de tampao de lise Tris-HCI
10mM em pH 8,0, NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM, SDS 1%, conforme Estoup et al. (1993).
Posteriormente foram acrescentados 15 pL de proteinase K 10 mg/mL e 6 uL. de RNAse
(10 mg/mL). As amostras foram incubadas a 60 °C por aproximadamente 2 horas para
que o tecido fosse totalmente digerido. Foram adicionados 100 uL de acetato de Amonio
3M, 1 volume 600 uL de fenol-cloroférmio (1:1). Apds agitacdo por inversdo durante
alguns minutos, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 14.000 rpm em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, sendo
adicionados 600 pL de cloroférmio, misturando-se cuidadosamente, por alguns minutos,
por inversdo. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 20 minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foram acrescentados 100 pL de acetato
de Amonio 3M, 1 volume 600 pL de isopropanol gelado e misturados gentilmente por
inversdo. O precipitado foi deixado a -20 °C por cerca de 14 horas. O material foi retirado
do freezer e entdo centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm, descartando-se o
sobrenadante. O pellet foi lavado com 1 mLde etanol 70% e centrifugado por 20 minutos
a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet foi seco em estufa a
55 °C, ressuspendido em 100 puL de TE 0,2X ou agua milli-Q e deixado eluindo por 14
horas. Para possibilitar a analise da quantidade e integridade do material, 0 DNA extraido

foi quantificado em espectrofotdometro NanoDrop 2000 (ThermoScientific).

3.2.8. Isolamento de sequéncias repetitivas por PCR (Polymerase Chain Reaction)
Para obtencdo de sondas de DNAr 5S e 18S foi utilizado o DNA gendmico

extraido do musculo de Boulengerella cuvieri. As sondas foram obtidas por amplificacéo

através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme Saiki et al. (1988),

utilizando os primers:
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a) DNAr 5S: 5S a (5’ -TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC) e 5S b (5° —
CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3”) (Martins e Galetti 1999);

b) DNAr 18S f(5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3") e 18Sr (5’-CCG
AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010);

Para sequéncias teloméricas as amplificacGes foram feitas em auséncia de DNA,
com os primers (TTAGGG) 5e (CCCTAA) 5 (ljdo et al. 1991).

A sequéncia de DNA satélite 5SHindIlI-DNA, com 360 pb, € composta de um
segmento com 95 pb, com similaridade ao gene de RNAr 5S e um segmento com 265 pb,
similar ao NTS da primeira sonda. As sondas foram previamente clonadas em vetores

plasmidiais e propagadas em Escherichia coli DH5 (Martins et al. 2006).
Os ciclos de amplificacdo seguiram as seguintes etapas:

a) DNAr 5S: 2 minutos a 95 °C (desnaturagdo); 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C
(desnaturacao), 0:30 a 59 °C (anelamento dos primers), 1 minuto e 30 segundos a 72 °C
(extens&o), e 5 minutos a 72 °C (extenséo final).

b) DNAr 18S: 2 minutos a 95 °C (desnaturacdo); 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C
(desnaturacao), 0:30 a 59 °C (anelamento dos primers), 1 minuto e 30 segundos a 72 °C

(extenséo), e 5 minutos a 72 °C (extens&o final).

c) Sequéncias teloméricas: 2 minutos a 95 °C (desnaturacao); 30 ciclos de 1
minuto a 94 °C (desnaturagdo), 0:30 a 59 °C (anelamento dos primers), 1 minuto e 30

segundos a 72 °C (extensdo), e 5 minutos a 72 °C (extensao final).

As reacdes de PCR foram feitas em um termociclador Eppendorf — Mastercycler
Gradient, para volume final de 15 puLL 1 uLL de DNA genomico 300 ng; 1,5 uL de Tampao
10X com cloreto de Magnésio 1,5 mM; 0,15 pL de Taq DNA polimerase 5U/uL; 3,0 uL
de dNTP 1 mM; 0,6 puL de cada primer 5 mM; &gua milli-Q para completar o volume).

Os fragmentos foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1% corado
com Gel Red (Biotium) para a verificagcdo quanto ao grau de integridade do DNA. Os
produtos de PCR foram utilizados como sondas para hibridizagdo dos cromossomos

metafasicos, apds marcacao.
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3.2.9. Marcagao das sondas

As sondas foram marcadas pelo método de nick translation, utilizando biotina 14-
dATP (Bio-Nick Translation mix Roche) e/ou digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick
Translation mix Roche). Para tanto, em um tubo Eppendorf de 1,5 mL, foi preparada uma
solugdo contendo 1 uLL. de mix dNTP 10x; 1 uL de sonda de DNA 200 ng/ uL; 1 uL de
mix de enzima 10x; 6 uL de agua milli-Q, totalizando 9 pL para cada lamina a ser
hibridizada.

Esta solucdo foi homogeneizada, centrifugada brevemente e incubada a 16 °C por
90 minutos no termociclador e posteriormente mantida em freezer para posterior

utilizacéo.

3.2.10. Hibridizagdo por fluorescéncia in situ — FISH com duas sondas (Double
FISH)

Foi utilizada a técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) descrita
por Pinkel et al. (1986) com algumas modificagGes. Foram utilizadas como sondas,
sequéncias teloméricas e DNA ribossomais obtidos por PCR.

3.2.11. Tratamento das laminas

As laminas foram incubadas em solucdo de HCI 0,2N por 2 minutos e lavadas
com &gua destilada e secas ao ar. Apos esse periodo foram lavadas em tampdo PBS 1x
por 5 minutos em temperatura ambiente e desidratadas em série alcodlica gelada (70%,

85% e 100%), durante 5 minutos e secas ao ar.

3.2.12. Pré-hibridizacédo
As laminas foram desnaturadas em formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por 3
minutos e novamente desidratadas em etanol gelado 70%, 85% e 100% por 5 minutos

cada.

3.2.13. Solucéo de hibridizacao
Em um tubo Eppendorf foram adicionados 4 pL da sonda 1; 4 pL da sonda 2; 20
uL de formamida; 8 uL de sulfato de dextrano 50% ¢ 4 uL de 20xSSC. O material foi

desnaturado a 99 °C por 10 minutos e transferido imediatamente ao gelo.
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3.2.14. Hibridizacao
Foram colocados 40 pL de solugdo de hibridizagdo sobre uma laminula e a lamina
foi alocada invertida sobre a mesma. As laminas foram mantidas com o material voltado

para baixo em cdmara umida (adgua destilada) a 37 °C por cerca de 14 horas.

3.2.15. Lavagens
As laminulas foram removidas das laminas e estas lavadas uma vez em formamida
15% a 42 °C durante 6 minutos. Em seguida, foi lavada novamente em solugdo Tween

0,5%, durante 5 minutos, em temperatura ambiente.

3.2.16. Deteccéo do sinal

As laminas foram incubadas em tampdo NFDM por 15 minutos. Apds, foram
lavadas duas vezes com solucdo Tween 5% por 5 minutos em temperatura ambiente.
Foram colocadas sobre cada lamina 20 pL de anti digoxigenina-rodamina e 100 pL de
uma solucdo contendo tamp@o NFDM e estreptavidina conjugada ao fluorocromo FITC
(2 pL de estreptavidina estoque em 998 uL. de NFDM). Em seguida, foram cobertas por
laminula e deixadas por 60 minutos em camara Umida com agua destilada.
Posteriormente, as laminulas foram removidas e as laminas foram lavadas trés vezes em
solucéo Tween 5% por 2 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram desidratadas
em série alcodlica 70%, 85% e 100% durante 5 min cada e secadas ao ar.

3.2.17. Montagem das laminas
Sobre cada lamina adicionou-se solucdo de DAPI diluida em antifade VectaShield
(20 pL de antifade e 1 uL de DAPI).

3.2.18. Andlises cariotipicas

Apbs a analise e contagem dos cromossomos ao microscépio Optico foi
estabelecido o numero diploide modal e suas frequéncias relativas para cada individuo.
Pelo menos 30 metafases por individuo foram analisadas. As melhores metafases foram
analisadas e capturadas em fotomicroscépio de epifluorescéncia, em objetiva de imersao.
Para a montagem dos cari6tipos foi utilizado o programa Adobe Photoshop 7.0, versao

CS4, a partir dos cromossomos metafasicos, os quais foram recortados e emparelhados.

Os cromossomos foram medidos, utilizando o programa Image J, agrupados de
acordo com sua morfologia e organizados em ordem decrescente de tamanho. A

morfologia cromossdmica foi determinadade acordo com os critérios de relacdo de bragos
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(RB=BM/Bm, onde BM = brago maior e Bm = braco menor) segundo Levan et al. (1964).
Os cromossomos foram separados em metacéntricos (m), com RB=1,00 a 1,70,
submetacéntricos (sm), com RB=1,71 a 3,00, subtelocéntricos (st), com RB=3,01 a 7,00
e acrocéntricos (a), com RB > 7,00. O numero fundamental (NF) foi determinado de
acordo com o numero de bracos cromossdmicos, considerando-se 0s metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos como tendo dois bragos e acrocéntricos como tendo

apenas um brago.
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4. Resultados e Discussao

Os resultados e sua discussdo estdo sendo apresentados na forma de um artigo
cientifico, a ser submetido para publicag&o.

Evolutionary relationships among Boulengerella species (Ctenoluciidae,
Characiformes): Genomic organization of repetitive DNAs and highly conserved
karyotypes.

José Francisco de Souza e Sousa, Patrik Ferreira Viana, Luiz Antdnio Carlos
Bertollo, Marcelo de Bello Cioffi, Eliana Feldberg
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Resumo

A familia Ctenoluciidae tem sido considerada o provavel grupo-irméo das familias
Erythrinidae, Lebiasinidae e Hepsetidae. O género Boulengerella possui cinco espécies
validas, popularmente conhecidas como bicudas. No presente estudo quatro espécies:
Boulengerella cuvieri, B. lateristriga, B. luciuse B. maculata, coletadas nos rios Negro e
Uatumd (Amazonas, Brazil) foram analisadas citogeneticamente por procedimentos
convencionais e moleculares. As quatro espécies possuem 2n=36 Cromossomos
(14m+16sm+6st e NF=72). O padrao heterocromatico foi espécie-especifico, com bandas
C-positivas nas regides centroméricas e biteloméricas de varios cromossomos, além de
alguns blocos intersticiais. A regido organizadora do nucléolo (RON) foi localizada na
constricdo secundaria terminal, nos bragos longos do par 18, nas quatro espécies, sendo
confirmado pelo mapeamento do DNAr 18S. O DNAr 5S foi localizado em dois pares
cromossémicos: na regido terminal do bragco longo do par 1 nas quatro espécies e na
regido centromérica do par 10 em B. lateristriga, B. maculata e B. Cuvieri e do par 4 em
B. lucius. A sonda telomérica destacou regides terminais em todos 0s cromossomos, com
um grande acumulo no par 18, coincidente com a RON, bem como uma sequéncia
intersticial (ITS) na regido centromérica do par 3 de B. lateristriga, B. maculata e B.
cuvieri. Nenhuma regido positiva para 5S Hindlll foi evidenciada. As caracteristicas
cromossémicas indicam um conservadorismo para este género, a exce¢do do padréo
heterocromatico que foi espécie-especifico. E notavel um particular heteromorfismo
cromossémico do par 18, nos exemplares machos das quatro espécies, onde um dos
homdlogos é bem maior que o outro, sugerindo um possivel sistema de cromossomos
sexuais XX/XY.

Palavras chave: Peixes amazonicos, estudos citogenéticos, marcadores cromossémicos

classicos e moleculares, analises evolutivas.
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Introducéo

Ctenoluciidae (Teleostei, Characiformes) ¢ uma familia de peixes Neotropicais
restrita a agua doce, onde suas espécies sdo popularmente conhecidas como “bicudas”,
devido a sua mandibula e focinho alongados. Atualmente, esta familia compreende dois
géneros: Ctenolucius com duas espécies (C. beani e C. hujeta) e Boulengerella, com cinco
espécies validas (B. cuvieri, B. lateristriga, B. lucius, B. maculata e B. xyrekes) (Vari
1995; 2003).

O género Ctenolucius é descrito para os rios do Panama, da Colémbia e da
Venezuela (Santos et al. 1984; Vari 1995; 2003). J4, as espécies do género Boulengerella
apresentam uma distribuicdo mais ampla, ocorrendo em diferentes drenagens
amazonicas, como os rios das Guianas, Orinoco e Tocantins. Esses peixes possuem
numerosos dentes conicos voltados para tras e sdo excelentes saltadores, sendo
considerados predadores topo de cadeia. Habitam aguas lénticas e de correntezas,
preferencialmente com baixa turbidez, devido ao seu comportamento de predador visual
(Santos et al. 1984; Vari 1995; 2003; Queiroz et al.2014).

A familia Ctenoluciidae tem sido alocada dentro da superfamilia Erythrinoidea,
onde também se incluem as familias Erythrinidae, Lebiasinidae e Hepsetidae (Lucena
1993; Vari 1995; Buckup 1998; Oyakawa 1998). Dados moleculares e citogenéticos para
alguns grupos dessa superfamilia ainda sdo escassos, sendo Erythrinidae a familia mais
estudada até o momento. Esta familia € composta por trés géneros, Hoplias,
Hoplerythrinus e Erythrinus, estendendo-se por toda a América do Sul e apresentando
uma enorme diversidade de cariotipos entre diferentes populagcdes da mesma espécie,
compreendendo cariomorfos distintos. Estudos anteriores demonstraram que alguns
cariomorfos de E. erythrinus e H. malabaricus possuem cromossomos sexuais
heteromorficos bem diferenciados, enquanto que em outros cariomorfos esses
cromossomos ainda se encontram em estado indiferenciados (Bertollo 2007). Esta familia
também representa a Unica dentro de Erythrinoidea, na qual estudos de citogenética
molecular (mapeamento de sequéncias de DNASs repetitivos e experimentos de pintura
cromossémica) foram realizados, evidenciando os processos envolvidos na diversificacao
cariotipica e na evolugdo dos cromossomos sexuais em suas espécies (revisado em Cioffi
et al. 2012).

Entretanto, a auséncia de dados moleculares e citogenéticos para as demais
familias, somada a algumas divergéncias existentes sobre o posicionamento filogenético
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entre os Erythrinoidea (Lucena 1993; Vari 1995; Buckup 1998; Lucena e Menezes 1998;
Calcagnotto et al. 2005; Netto-Ferreira 2006; 2010), deixam ainda em aberto as reais
relagcOes existentes entre esses diferentes grupos de nossa ictiofauna. Oliveira et al.
(2011), com base em dados moleculares, sugeriram que Ctenoluciidae, juntamente com
Lebiasinidae, formariam um clado considerado grupo irméo da superfamilia Characoidea,

proposta esta corroborada por Nelson et al. (2016).

Assim sendo, considerando a escassez de informacgfes citotaxonémicas que
poderiam possibilitar um melhor entendimento das interrelacdes dos Ctenoluciidae com
as demais familias de Erythrinoidea, o presente estudo buscou investigar espécies do
género Boulengerella que ocorrem na Amazénia Central, por procedimentos da
citogenética classica (coloracdo Giemsa e CMA3, bandamento C e RON) e molecular
(mapeamento de diferentes classes de DNAS repetitivos) em quatro espécies do género
Boulengerella. Objetivou-se a obtencdo de marcadores cromossémicos resolutivos que
possibilitem uma analise comparativa entre essas espécies, assim como com espécies de
familias aparentadas, contribuindo assim para o esclarecimento das suas relacbes

evolutivas.
Material e métodos

Quatro espécies do género Boulengerella, dentre as cinco que ocorrem na regiao
Amazonica, foram analisadas: B. lateristriga, B. cuvieri, B. maculata e B. lucius. A
amostragem analisada e os dados relativos aos locais de coleta de cada espécie,
encontram-se na Tabela 1 e Figura 9. Os peixes foram coletados sob autorizacdes do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, de
acordo com as licencas N° 28095-1 e 53878-2 e foram depositados na Colecéo Ictiolégica
do INPA. Os peixes foram eutanasiados, seguindo as recomendacGes das Diretrizes
Brasileiras da Préatica da Eutanasia do CONCEA (CONCEA 2013) e licenciado CEUA-
INPA.
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Tabela 1. Espécies analisadas, numero de individuos e local de coleta. * Material

em processo de depo6sito na colecdo ictioldgica do INPA.

Espécie Numero de | Local de coleta Coordenadas Voucher*
individuos
B. lateristriga 70,79 Novo Airdo (rio Negro) 2°37'28,5"S
60°58'16,8"W
B. cuvieri 60,89 Lago Cataldo (Rio 3°10'30.8"S
Negro) 59°56'30.3"W
B. maculata 79,89 Lago Cataldo e 3°10'30,8"S
Anavilhanas (Rio 59°56'30.3"W,
Negro) 2°33'28.4"S
60°46'29.7"W
B. lucius 49 UHE de Balbina (rio 1°55'02.2"S
Uatuma) 59°2823.7"W

Para obtengdo de um maior nimero de células em metéfase foi utilizada a técnica
de inducdo de mitose, descrita por Oliveira et al. (1988a) e para obtencao de cromossomos

mitoticos foi utilizada a técnica descrita por Gold et al. (1990).

As regides organizadoras de nucléolo foram detectadas por impregnacdo com
nitrato de Prata (Ag-RON), conforme protocolo de Howell e Black (1980). A
heterocromatina C-positiva foi localizada de acordo com Sumner (1972), com pequenas

modificacdes.

Para coloracdo com CMA; foi utilizada a técnica descrita por Sola et al. (1992),
com algumas modificagdes. As preparacdes foram inicialmente tratadas com uma solugéo
de DistamicinaA (0,3 mg/mL) durante 15 minutos, em temperatura ambiente, lavadas em
tamp@o Mcllvaine e secas ao ar. A seguir, o material foi tratado com solugdo de
Cromomicina Az (0,5 mg/mL) durante 60 minutos (no escuro), lavado em tampao
Mcllvaine e seco ao ar. Foi aplicada sobre a lamina 40 pL de solucdo de DAPI (1,2
pug/mL) + Antifading (Vectashield). O material foi coberto com uma laminula de vidro e
estocado no escuro, por aproximadamente 30 dias, para a estabilizacdo da fluorescéncia.

A andlise foi realizada em microscopia de epifluorescéncia, com filtro de 450-490 nm.

Preparacao e marcacao das sondas
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O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido muscular preservado em etanol
100%, utilizando o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). O DNAr 18S e o
DNAr 5S foram amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os
primers 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) e 5Sb (5’ -CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3”) (Martins e Galetti 1999). J4,
as sondas do DNA satélite 5SHindlI11l foram previamente clonadas em vetores plasmidiais

e propagadas em Escherichia coli DH5a (Martins et al. 2006).

A sonda de DNAr 5S foi marcada por nick-translation com biotina-14-dATP, de
acordo com especificacdes do fabricante (Bionick Labeling System, Invitrogen, San
Diego, CA, USA). As sondas de DNAr 18S e 5SHindll1-DNA foram marcadas por nick-
translation com DIG-11-dUTP, de acordo com especificacdes do fabricante (Roche,
Mannheim, Germany). Adicionalmente, uma sonda de DNA telomérico (TTAGGG), foi
gerada por PCR (PCR FITC-Probe Synthesis Kit, Roche) na auséncia de um DNA molde,
utilizando os primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s (ljdo et al. 1991).

Hibridizagdo Cromossdmica

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi realizada sob altas condicGes de
extringéncia (Pinkel et al. 1986). Os cromossomos foram incubados com RNAse (40
pg/mL) por 1 hora a 37 °C. Apos a desnaturacdo do DNA cromossémico em formamida
70%, 2 x SSC a 70°C, as prepara¢des foram incubadas em 2 x SSC por 4 mina 70 °C. A
mistura de hibridizacdo (100 ng da sonda desnaturada, 10 mg/mL de sulfato de dextrano,
2 x SSC e formamida 50% em um volume final de 30 pL) foi aplicada sobre as laminas
e a hibridizag&o foi realizada durante uma noite a 37 °C, em uma camara Umida contendo
2 x SSC. Duas lavagens poés-hibridizacdo foram realizadas em um agitador (150 rpm) a
37 °C, a primeira em formamida 50%, 2 x SSC por 15 min, e a segunda em 2 x SSC por
15 min. A lavagem final foi realizada em 4 x SSC a temperatura ambiente, por 15 min.
Avidina-FITC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada para a deteccdo do sinal da
sonda de DNAr 5S e anti-digoxigenina rodamina (Roche, Mannheim, Alemanha) foi
utilizada para detectar as sondas de DNAr 18S e 5SHindl1I-DNA. Os cromossomos foram
corados com DAPI (1,2 pg/mL) em solucdo de Antifading (Vector, Burlingame, CA,
EUA).

Fiber-FISH
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Para realizacdo da técnica de Fiber-FISH foi utilizado o protocolo de Barros et al.
(2011), com algumas modificagdes. As laminas foram lavadas com solugéo salina (PBS
1x) durante um minuto & temperatura ambiente, seguida de uma série alcodlica (70%,
85% e 100%) dois minutos cada. Na parte superior das laminas (anteriormente secas e na
posicao horizontal) foram adicionados 400 pL de uma solucdo de hidroxido de Sédio 0,5
M (NaOH), diluido em &lcool a 30%. Inclinou-se a lamina em 40° e fez-se um arrasto
com o auxilio de uma outra lamina para que ocorresse o alongamento das fibras. Apos
esse procedimento aplicou-se imediatamente 500 pL de etanol a 100% sobre a lamina
inclinada, até a evaporacdo completa. Este procedimento aumenta o nimero de pontos de
fixacdo entre as fibras de DNA e a superficie da ldmina. Em seguida foi realizado o
procedimento da FISH com as sondas DNAr 18S e telomérica.

Andlise dos Resultados

As preparagdes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio
de campo claro, estabelecendo-se o nimero diploide modal de cromossomos para cada
espécie. Cerca de 30 células foram analisadas para cada metodologia proposta. As
imagens das melhores metéafases foram capturadas com a utilizacdo do software
CooISNAP-pro, Image Pro Plus 4.1 (Media Cybernetic). As preparacdes com
fluorocromos e hibridizagdo fluorescente in situ foram analisadas em microscopio de
epifluorescéncia Olympus Bx50, com os filtros apropriados, sendo as imagens capturadas
também com a utilizacdo do mesmo software. Os cromossomos foram classificados
conforme a relacdo de bragos (Levan et al. 1964), sendo classificados em metacéntricos
(m), com RB=1,00 a 1,70, submetacéntricos (sm), com RB=1,71 a 3,00, subtelocéntricos
(st), com RB=3,01 a 7,00 e acrocéntricos (a), com RB > 7,00. O nimero fundamental
(NF) foi determinado de acordo com o nimero de bragos cromossémicos, considerando-
se 0s metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos como tendo dois bragos e

acrocéntricos como tendo apenas um brago.
Resultados

As quatro espécies analisadas apresentaram 2n=36 cromossomos, sendo o
cariotipo composto por 14m+16sm+6st e numero fundamental (NF) =72 (Figura 10 a, d,
9, )-

As regibes organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs) encontram-se localizadas nos
bracos longos do par cromossémico 18, coincidentemente com uma constri¢cdo secundaria
a qual apresenta um heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos nos especimes
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machos (Figura 10 c, f, i, I). A RON foi confirmada pelo mapeamento do DNAr 18S
(Figura 11 a, c, e, g; par 18 do outro sexo em destaque) e pela coloragdo com
Cromomicina Az (CMA3) (Figura 13, destacando a espécie B. lateristriga).

A distribuicdo da heterocromatina C-positiva evidenciou um padréo centromérico
e bitelomérico na maioria dos cromossomos nas quatro espécies, com acimulo diferencial
entre machos e fémeas no par nucleolar (par 18). Entretanto, alguns cromossomos
também apresentam blocos heterocromaticos espécie-especificos, a exemplo de
marcacdes intersticiais nos bragos longos dos pares 12 e 13 de B. lateristriga, do par 8 de
B. lucius, dos pares 9, 13, 15, 16 de B. cuvieri, assim como no braco curto do par 8 desta

ultima espécie, conforme evidenciado na Figura 10 (b, e, h, k).

O mapeamento do gene ribossomal 5S evidenciou marcagéo terminal nos bragos
longos do par 1 nas quatro espécies e uma marcacao pericentromérica no par 10 nas
espécies B. lateristriga, B. cuvieri, B. maculata e pericentromérica no par 4 em B. lucius
(Figura 11 a, c, e, g - coluna esquerda). MarcacGes de 5SHindIlI-DNA ndo foram

evidenciadas em nenhuma das espécies analisadas.

Sequéncias (TTAGGG) mostraram-se presentes em todos 0s Cromossomos na
regido terminal, assim como em sitios intersticiais (ITS) no par 3, exceto em B. lucius.
Um acumulo incomum destas sequéncias foi evidenciado na constricao secundaria do par
18 (Figura 11 b, d, f, h - coluna direita).

A fiber-FISH, utilizando sonda de DNAr 18S e sonda (TTAGGG), evidenciou
sequéncias de DNAr 18S entre dois blocos de sequéncias teloméricas nos machos e
fémeas de B. lateristriga, o que difere das demais espécies analisadas onde estes dois
tipos de sequéncias se apresentam intercaladas (Figura 12).
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Figura 10: Caridtipo das espécies analisadas em coloracdo convencional com Giemsa,
bandeamento C e Ag-RON: (a, b, c¢) B. lateristriga; (d, e, f) B. cuvieri; (g, h, i) B.
maculata; (j, k, 1) B. lucius. Em destaque o par 18, evidenciando o heteromorfismo da
constricdo secundaria e RON nos espécimes machos.

27




18S rDNA M 55 rDNA B (TTAGGG)n

Figura 11: Caridtipos das espécies analisadas com marcadores cromossomicos
moleculares. Coluna esquerda: “double” FISH com sondas de DNAr 18S (vermelho) e
5S (verde). Coluna direita: FISH com sonda (TTAAGG)n (verde). B. lateristriga (a-b);
B. cuvieri (c-d); B. maculata(e-f); B. lucius(g-h).
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Fiber-FISH: DAPI +18$ + (TTAGGG)n Fiber-FISH: DAPI +18S + (TTAGGG)n

DAPI DAPI DAPI d DAPI DAPI DAPI DAPI DAPI DAPI
+ + + + + * + + +
185 (TTAGGG)n 185 + (TTAGGGIn 185 (TTAGGG)n 185 + (TTAGGG)n 188 (TTAGGG)n 185 + (TTAGGG)n

Fiber-FISH: DAPI +18S + {TTAGGGIn Fiber-FISH: DAPI +185 + (TTAGGG)n

Figura 12: Fiber-FISH nas espécies analisadas, utilizando sonda de DNAr 18S
(vermelho) e (TTAGGG)n (verde): a) Boulengerella lateristriga (a), B. cuvieri (b), B.
maculata (c); B. lucius (d).

Em B. lateristriga, o bloco heterocromatico, coincidente com a RON (par 18), foi
0 Unico segmento que se apresentou rico em GC pela coloracdo com o fluorocromo base-

especifico Cromomicina Az (Figura 13).

DAPI + CMA3

Figura 13. Metéafase de fémea e macho de B. lateristriga em coloracéo pelo fluorocromo
Cromomicina As, evidenciando sitios GC-positivos correspondentes a localizacdo da
regido organizadora de nucléolo (RON) (verde).
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Discussao

Atualmente, duas linhas distintas de evolugado cromossémica vém sendo propostas
para a ordem Characiformes, onde alguns grupos apresentam uma alta variabilidade
cromossdmica numérica e estrutural (e.g. Erythrinidae e Characidae) e outros um
conservadorismo na macroestrutura cariotipica (2n e NF), como ¢é o caso das familias
Anostomidae, Prochilodontidae e Hemiodontidae (revisado em Oliveira et al. 2005). Tal
conservadorismo parece ser também o caso da familia Ctenoluciidae, onde se evidencia
2n= 36 para as quatro espécies do género Boulengerella ora analisadas, assim como para

uma das duas espécies do género Ctenolucius (Arefjev 1990).

Algumas hipdteses preconizam que a diversificacdo cariotipica em peixes esta
intimamente relacionada ao seu comportamento ecoldgico, como por exemplo, grupos
gue possuem uma maior vagilidade tendem a apresentar padrGes cariotipicos
relativamente mais conservados, em contraste a grupos que apresentam baixa vagilidade,
0s quais tendem a apresentar ampla variagdo cromossomica (Oliveira et al. 1988b). A
formagéo de pequenas populacdes, em grupos de baixa vagilidade, muitas vezes ocasiona
a interrupcdo do fluxo génico entre elas, o que pode ocasionar a fixacdo de rearranjos
cromossémicos diferenciais entre as populagdes, possibilitando o surgimento de padrdes
cariotipicos distintos, tanto numérico como estrutural, com uma consequente diversidade
cariotipica. Tal é o caso que parece ocorrer entre 0s Erythrinoidea, onde a espécie nominal
Hoplias malabaricus (Erythrinidae), que forma pequenas populacGes e tem baixa
vagilidade apresenta extensa variacdo cariotipica interpopulacional (Bertollo 2007). Por
sua vez outros grupos, como H. lacerdae (Oliveira et al. 2015), que tem maior vagilidade,
assim como os ctenolucideos aqui analisados, apresentam uma macroestrutura cariotipica
conservada entre suas espécies.

Outros marcadores cromossdmicos investigados também possibilitaram uma
analise comparativa informativa entre as espécies de Boulengerella (Ctenoluciidae) e
especies de Erythrinidae, as quais correspondem as duas familias dentre os Erythrinoidea,
com dados cromossdmicos disponiveis até entdo. Neste sentido, destaca-se a ocorréncia
de RONs simples nos Ctenoluciidae, em contraste com RONs mdltiplas encontradas na
maioria dos representantes de Erythrinidae (Dergam e Bertollo 1990; Bertollo et al. 1997;
Born e Bertollo, 2000; Vicari et al. 2005, Cioffi et al. 2010a, Cioffi e Bertollo 2010b;
Cioffi et al. 2011). De fato, nesta familia € comum a ocorréncia de RONs multiplas, com

até 8 sitios em H. malabaricus e Erythrinus erythrinus, e de 4 a 6 sitios em Hoplerythrinus
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unitaeniatus, com excecdo de H. lacerdae que apresenta RONs simples (Bertollo 2007;
Martinez et al. 2016; Oliveira et al. 2016). Por sua vez, o par nucleolar mostra-se
homedlogo nas quatro espécies de Boulengerella, com um grande bloco heterocromatico
C-positivo e heteromdrfico quanto ao tamanho nos espécimes machos. Tal polimorfismo
estd tambeém associado com a distribuicdo diferencal do sitio de DNAr 18S nesta regido.
Coincidentemente, tal heteromorfismo é similar ao encontrado no cariomorfo B de H.
malabaricus (2n=42; 22m+18sm+2st, XX/XY). De fato, o padrdo heterocromatico deste
cariomorfo apresenta, além de varias marcacGes centroméricas e telomericas, também um
bloco C-positivo conspicuo ocupando grande parte do braco longo do cromossomo X,
subtelocéntrico e um pequeno bloco distal no brago longo do cromossomo Y (Cioffi et
al. 2010b).

A andlise do DNAr 18S e 5S, por dupla-FISH, evidenciou que estes sitios se
encontram em diferentes pares cromossémicos em todas as espécies de Boulengerella.
Segundo Martins e Galleti (1999) e Martins (2007), tal caracteristica é relativamente
comum entre os peixes de dgua doce, o0 que poderia evitar rearranjos desvantajosos entre
estas duas regides do genoma. Especificamente, quanto ao DNAr 5S, foram evidenciados
sitios em dois pares cromossémicos, em posicdao terminal e pericentromérica,
respectivamente. Entretanto, enquanto que em B. lateristriga, B. cuvieri e B. maculata o
sitio pericentromérico situa-se no par 10, em B. lucius, este ocorre no par 4. Assim,
embora 0s mecanismos evolutivos ndo tenham produzido grandes mudancas nos
cariotipos das diferentes espécies de Boulengerella, seus genomas estdo em evolugdo
continua, como demonstrado pelas variagdes cromossdmicas em relagao ao DNAr 58,
bem como em relacdo a alguns blocos heterocromaticos espécie-especificos. De fato, a
fracao repetitiva do genoma escapa a pressao seletiva que atua nos segmentos nao
repetitivos, representando assim bons marcadores evolutivos para detectar eventos
recentes de evolucgéo (Cioffi et al. 2009a). Neste sentido, a localizacdo diferencial dos
sitios 5S encontrada em B. lucius representa também um importante marcador
citotaxondémico, possibilitando sua facil diferenciacdo de B. maculata, espécies estas

comumente confundidas pela sua similaridade morfoldgica.

Entre as espécies de Erythrinidae, o DNAr 5S apresenta uma distribuicdo variavel
em namero e posicdo no cariotipo das diferentes espécies e cariomorfos (Cioffi et al.
2009a), mostrando inclusive variagdes entre distintas populacdes de um mesmo

cariomorfo (Cioffi et al. 2009b). Em E. erythrinus verifica-se um aumento surpreendente
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de loci DNAr 5S em associagcdo com o retrotransposon Rex3, contrastando
acentuadamente com o que ocorre no cariomorfo A desta mesma espécie, que apresenta
apenas dois sitios 5S (Cioffi et al. 2010a). Contrariamente, espécies do grupo lacerdae
sdo caracterizadas por apresentarem apenas um par de cromossomos com sitios 5S em
posicao intersticial (de Oliveira et al. 2015).

Outro marcador analisado no presente estudo foi o0 DNA repetitivo 5S HindllI-
DNA, o qual foi isolado e caracterizado a partir do genoma de H. malabaricus (Martins
et al. 2006). Esta sequéncia compartilha semelhancas com o DNAr 5S, com localizagédo
exclusiva na regido centromérica dos cromossomos (Martins et al. 2006). Em
Erythrinidae, este marcador tem se mostrado exclusivo de H. malabaricus (Ferreira et al.
2007; Cioffi et al. 2009a). As espécies de Boulengerella também ndo evidenciaram
marcacgdo para esta sequéncia, fato que reforca a exclusividade deste marcador para H.
malabaricus, sustentando a hipétese de que esta sequéncia teve uma origem independente
ou foi perdida apos a divergéncia de H. malabaricus das demais espécies de Erytrhinidae
(Ferreira et al. 2007).

O mapeamento cromossémico com sonda telomérica apresentou o padrdo
caracteristico esperado, ou seja, marcacdes nos telémeros de todos 0s cromossomos.
Entretanto, em B. lateristriga, B. cuvieri e B. maculata foi também evidenciado um sitio
telomérico intersticial (ITS) na regido centromérica do par 3. Tal ITS pode ser indicativo
de rearranjos cromossdmicos ocorridos durante a evolucdo cariotipica deste grupo, tal
como inversao ou fusdo céntrica, conforme ja evidenciado para diferentes organismos
(Meyne et al. 1990; Wiley et al. 1992; Rosa et al. 2012), ou mesmo de um procedimento
da telomerase para reparar quebras cromossdmicas, onde sequéncias teloméricas sdo
acrecentadas a regides ndo terminais dos cromossomos (Flint et al. 1994; Azzalin et al.
2001; Nergadze et al. 2007). Por outro lado, ITS nem sempre sdo passiveis de serem
detectadas no caridtipo, devido a perda ou reducgéo das sequéncias telomericas durante o0s
rearranjos cromossdmicos, 0 que poderia explicar sua auséncia em B. lucius, que
representa a unica espécie investigada com auséncia de ITS. Entre os eritrinideos, ITS
tém sido correlacionadas com rearranjos cromossdmicos que deram origem a sistemas de
cromossomos sexuais multiplos. Tal é o caso do cariomorfo D de H. malabaricus, onde
uma ITS no brago longo do cromossomo neo-Y evidencia a origem deste cromossomo, a
partir da fusdo in tandem de um dos homoélogos do par 20 com o cromossomo Y do
cariomorfo C, originando um sistema X1 XY (Cioffi e Bertollo 2010a). Fato semelhante

foi também encontrado em E. erythrinus, onde a localizacdo de uma ITS na regido
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centromérica do cromossomo Y corrobora a hipdtese de uma fusdo céntrica entre dois
cromossomos acrocéntricos ndo homdlogos, dando origem a esse cromossomo (Cioffi et
al. 2010a).

Um acumulo sinténico de sequéncias teloméricas com DNAr 18S é compartilhado
pelas espécies de Boulengerella no par 18 do caridtipo. Adicionalmente, esta regido
mostrou-se rica em GC em B. lateristriga. Embora a associagdo de sequéncias teloméricas
e ribossomais (DNAr 18S) ndo seja muito frequente, ela j& foi observada em pelo menos
12 espécies de peixes pertencentes as ordens Anguilliformes, Mugiliformes,
Salmoniformes e Syngnathiformes (Gournung et al. 2004; Rossi et al. 2005) e em trés
espécies de Salvelinus (Reed e Phillips 1995; Ocalewicz et al. 2004; Pomianowski et al.
2012). Segundo os autores, a co-localizagdo dessas sequéncias nessas espécies também
estd associada a regides ricas em GC, as quais estdo envolvidas em varios processos de
rearranjos cromossdmicos e polimorfismo de tamanho e localizacdo das RONs. Analises
de fiber-FISH, utilizando sondas de DNAr 18S e (TTAGGG)n confirmaram a sintenia de
tais regides em Boulengerella, revelando, contudo, padrdes diferenciais de localizagéo
entre as espécies. Em B. lateristriga a sequéncia ribossomal 18S encontra-se localizada
entre dois blocos de sequéncias teloméricas, enquanto que nas demais espécies essas
sequéncias se apresentam intercaladas. E sabido que sequéncias teloméricas, localizadas
internamente nos cromossomos sdo consideradas “hotspots” para recombinacdo, quebra
e rearranjos cromossdmicos (Cherry e Blackburn 1985; Wyman e Blackburn 1991;
Ashley e Ward 1993; Slijepcevic 1998; Nergadze et al. 2007).

Merece destaque entre os resultados obtidos, o heteromorfismo de tamanho
presente em um dos homdélogos do par 18 nos espécimes machos das diferentes espécies
de Boulengerella. Tal heteromorfismo se associa com a constricdo secundaria existente
neste cromossomo, a qual se evidencia como uma regido heterocromatica C-positiva, rica
em GC, compartilhada com a localizacéo de sitios de DNAr 18S e acumulo de sequéncias
teloméricas. Tal fato assemelha-se ao que ocorre no cariomorfo B de H. malabaricus,
onde o cromossomo X diferenciou-se do cromossomo Y por um acumulo de
heterocromatina GC positiva, associada a sitios de DNAr 18S (Born e Bertollo 2000;
Cioffi et al. 2010a). Particularmente, este caso contrasta com a maioria dos exemplos
conhecidos de evolugdo do par sexual, onde o cromossomo sexo-especifico (Y/W) é
aquele que esté sujeito a um processo de diferenciagdo em relacdo ao cromossomo X ou
Z (Cioffi et al. 2010b). O papel de sequéncias ribossomais, no processo de evolugdo dos

cromossomos sexuais, ja foi igualmente evidenciado em outras espécies de peixes, tanto
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em relacdo a sistemas XX/XY (Reed e Philips 1995) como ZZ/ZW (Yano et al. 2016).
Assim sendo, é sugestivo considerar que a manutencdo e a amplificagdo dos sitios de
DNAr em apenas um dos homologos nos machos de Boulengerella, em associa¢do com
sequéncias teloméricas, possa estar relacionado a um processo de diferenciacdo de
Cromossomos sexuais neste grupo, merecendo futuras investigacdes mais pormenorizadas

neste sentido.

6. Conclusodes

As quatro espécies de Boulengerella mantém a macroestrutura cariotipica
conservativa, constrastando assim com o0 cenario existente entre as espécies da familia
Erythrinidae, filogeneticamente relacionada, onde uma elevada diversidade cariotipica
inter- e intra-especifica € geralmente encontrada. Entretanto, a localizacdo da
heterocromatina C-positiva e dos genes de DNAr 5S, bem como a distribuicdo das
sequéncias de DNAr 18S/teloméricas mostraram-se marcadores resolutivos para
evidenciar processos diferenciais de evolucdo cromossémica entre as espécies. Contudo,
nenhuma evidéncia de diferenciagdes intra-especificas, indicativas de possiveis espécies
cripticas, foi detectada. O heteromorfismo cromossdémico relacionado ao par nucleolar,
associado com um acumulo incomum de sequéncias teloméricas, € uma caracteristica de
particular interesse, propiciando subsidios para futuras investigacdes. De fato, tal
ocorréncia sugere um possivel sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY,
compartilhado pelo menos por trés das espécies investigadas, tendo em vista que em B.
lucius apenas espécimes fémeas puderam ser por ora analisados. Neste sentido,
Boulengerella e H. malabaricus (cariomorfo B) seriam portadores de um sistema XX/XY
similar, no tocante ao seu processo de diferenciacdo, associado ao acimulo de DNAs
repetitivos em um dos cromossomos do par sexual. Entretanto, € bem provavel que tais
sistemas ndo compartilham uma origem comum, tendo em vista os dados ja conhecidos
em Hoplias, onde a evolugdo dos sistemas XX/XY dos cariomorfos B e C de H.
malabaricus seguiu uma trajetoria evolutiva independente entre eles (Cioffi et al. 2013).

34



7. Referéncias Bibliograficas
Albert, J.S.; Reis, R.E. 2011. Historical biogeography of Neotropical freshwater fishes.
Univ. of California Press, Berkeley, Los Angeles, London.

Andreata, M. 1971. Contribuicdo ao estudo da biologia e do cariétipo do mucum

Synbranchus marmoratus. Ciéncia e Cultura, 23: 103-104.

Arefjev, V.A. 1990. Karyotypic diversity of characid families (Pisces, Characidae).
Caryologia, 43: 291-304.

Ashley, T.; Ward, D.C. 1993. A “hot spot” of recombination coincides with an interstitial
telomeric sequence in the Armenian hamster. Cytogenetics and Cell Genetics, 62:
169-171.

Azzalin, C.M.; Nergadze, S.G.; Giulotto, E. 2001. Human intrachromosomal telomeric
like repeats: sequence organization and mechanisms of origin. Chromosoma, 110:
75-82.

Barros, A.V; Sczepanski, T.S.; Cabrero, J.; Camacho, J.P.M.; Vicari, M.R.; Artoni, R.F.
2011. Fibra-FISH revela diferentes padrdes de mapeamento fisico de alta

resolucdo para o DNA repetitivo em peixes. Aquicultura, 322: 47-50.

Bertollo, L.A.C.; Takahashi, C.S.; Moreira-Filho, O. 1978. Cytotaxonomic
considerations on Hoplias lacerdae (Pisces, Erytrinidae). Revista Brasileira
deGenética, 1: 103-120.

Bertollo, L.A.C.; Takahashi, C.S.; Moreira Filho, O. 1983. Multiple sex chromosomes in
the genus Hoplias (Pisces: Erythrinidae). Cytologia, 48: 1-12.

Bertollo, L.A.C.; Moreira-Filho, O.; Galetti Jr, P.M. 1986. Cytogenetics and taxonomy:
considerations  based on  chromosome  studies of  freshwater
fish. Journal of Fish Biology, 28: 153-159.

Bertollo, L.A.C.; Fontes, M.S.; Fenocchio, A.S.; Cano, J. 1997. The X1X2Y sex
chromosome system in the fish Hoplias malabaricus. I. G-, C- and chromosome

replication banding. Chromosome Research, 5(7): 493-499.

Bertollo, L.A.C.; Born, G.G.; Dergam, J.A.; Fenocchio, A.S.; Moreira-Filho, O. 2000. A
biodiversity approach in the Neotropical Erythrinidae fish, Hoplias malabaricus.
Karyotypic survey, geographic distribution of cytotypes and cytotaxonomic

considerations. Chromosome Research, 8: 603—613.

35



Bertollo, L.A.C.; Oliveira, C.; Molina, W.F.; Margarido, V.P.; Fontes, M.S.; Pastori,
M.C.; Falcdo, J.N.; Fenocchio, A.S. 2004. Chromosome evolution in the
erythrinid fish, Erythrinus erythrinus (Teleostei: Characiformes). Heredity, 93:
228-233.

Bertollo, L.A.C. 2007. Chromosome evolution in the Neotropical Erythrinidae fish
family: an overview. p. 195-211. In: Pisano, E.; Ozouf-Costaz, C.; Foresti, F.;
Kapoor, B.G. (Eds.). Fish Cytogenetics. Oxford and IBH Publishing Co., New
Delhi.

Blanco, D.R.; Lui, R.L.; Vicari, M.R.; Bertollo, L.A.C.; Moreira-Filho, O. 2011.
Comparative cytogenetics of giant trahiras Hoplias aimara and H. intermedius
(Characiformes, Erythrinidae): chromosomal characteristics of minor and major
ribosomal DNA and cross-species repetitive centromeric sequences mapping
differ among morphologically identical karyotypes. Cytogenetics Genome
Research, 132: 71-78.

Born, G.G.; Bertollo, L.A.C. 2000. An XX/XY sex chromosome system in a fish species,
Hoplias malabaricus, with a polymorphic NOR-bearing X chromosome.
Chromosome Research, 8: 111-118.

Buckup, P.A. 1998. Relationships of the Characidiinae and phylogeny of characiform
fishes (Teleostei: Ostariophysi). p.123-144. In: Malabarba, L.R.; Reis, R.E.; Vari,
R.P.; Lucena, Z.M.S.; Lucena, C.A.S. (Ed.). Phylogeny and classification of

Neotropical fishes. Edipucrs, Porto Alegre.

Buckup, P.A.; Menezes, N.A.; Ghazzi, M.S. 2007.Catalogo das espécies de peixes de
agua doce do Brasil. VVol. 1. Rio de Janeiro: Museu Nacional, 195pp.

Calcagnotto, D.; Schaefer, A.S.; De Salle, R. 2005. Relationships among characiform
fishes inferred from analysis of nuclear and mitochondrial gene sequences.

Molecular phylogenetics and evolution, 36(1): 135-153.

Castro, D.M. 1986. Los principales peces ornamentales de Puerto Inirida. Boletin de la
Facultad de Biologia Marina, 8: 7-14.

Cestari, A.N. 1973. Métodos de estudo dos cromossomos de vertebrados. In Azevedo,
T.L.; Costa, S.0O.P. (Org.) Exercicios Praticos de Genética, p. 29-31.

36



Cherry, E.H.; Blackburn, J.M. 1985. The internally located telomeric sequences in the
germ-line chromosomes of Tetrahymena are at the ends of transposon-like
elements. Cell, 43: 747-758.

Cioffi, M.B.; Martins, C.; Bertollo, L.A.C. 2009a. Comparative chromosome mapping of
repetitive sequences. Implications for genomic evolution in the fish, Hoplias
malabaricus. BMC Genetics, 10: 34.

Cioffi, M.B.; Martins, C.; Centofante, L.; Jacobina, U.; Bertollo, L.A.C. 2009b.
Chromosomal Variability among Allopatric Populations of Erythrinidae Fish
Hoplias malabaricus: Mapping of Three Classes of Repetitive DNAs.
Cytogenetics and Genome Research, 125: 132-141.

Cioffi, M.B.; Bertollo, L.A.C. 2010a. Initial steps in XY chromosome differentiation in
Hoplias malabaricus and the origin of an X1X2Y sex chromosome system in this
fish group. Heredity, 105: 554-561.

Cioffi, M.B.; Martins, C., Bertollo, L.A. 2010b. Chromosome spreading of associated
transposable elements and ribosomal DNA in the fish Erythrinus erythrinus.
Implications for genome change and karyoevolution in fish. BMC Evolutionary
Biology, 10(2): 271.

Cioffi, M.B.; Camacho, J.P.M.; Bertollo, L. A.C. 2011. Repetitive DNAs and
Differentiation of Sex Chromosomes in Neotropical Fishes. Cytogenetic and
Genome Research, 132: 188-194.

Cioffi, M.; Dorado, J.; Baeuerle, P.A.; Heeschen, C. 2012. EpCAM/CD3-Bispecific T-
cell engaging antibody MT110 eliminates primary human pancreatic cancer stem
cells. Clinical Cancer Research, 18(2): 465-474.

Cioffi, M.B.; Liehr T.; Trifonov V.; Molina W.F.; Bertollo L.A.C. 2013. Independent sex
chromosome evolution in lower vertebrates: A molecular cytogenetic overview in

the Erythrinidae fish family. Cytogenetics and genome research, 141: 86-194.

CONCEA. 2013. Diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA. Ministério da Ciéncia,

Tecnologia e Inovagéo. Brasil, Distrito Federal. 54pp.

da Rosa, R.; Laforga-Vanzela, A.L.; Rubert, M.; Martins-Santos, I.C.; Giuliano-Caetano,
L. 2009. Differentiation of Y chromosome in the XiXiXoXa/X1X2Y sex

37


http://lattes.cnpq.br/0242034365085727
http://lattes.cnpq.br/7069073110550804

chromosome system of Hoplias malabaricus (Characiformes, Erythrinidae).

Cytogenetic and Genome Research, 127: 54-60.

de Oliveira, E.A.; Bertollo, L.A.C.; Yano, C.F.; Liehr, T.; Cioffi, M.B. 2015.
Comparative cytogenetics in the genus Hoplias (Characiformes, Erythrinidae)
highlights contrasting karyotype evolution among congeneric species. Molecular
Cytogenetics, 8(1): 1-10.

Dergam, J.A; Bertollo, L.A. 1990. Karyotypic diversification in Hoplias malabaricus
(Osteichthyes, Erythrinidae) of the S&o Francisco and alto Parana basins, Brazil.
Brazilian Journal of Genetics, 13(4): 755-766.

Diniz, D.; Bertollo, L.A.C. 2003. Karyotypic studies on Hoplerythrinus unitaeniatus
(Pisces, Erythrinidae) populations. A biodiversity analysis. Caryologia, 56: 303-
313.

Estoup, A.; Presa, P.; Krieg, F.; Vaiman, D.; Guyomard, R. 1993. (CT)n and (GT)n
microsatellites: a new class of genetic markers for Salmo trutta L. (brown trout).
Heredity, 71: 488-496.

Ferreira, I.A.; Bertollo, L.A.C.; Martins, C. 2007. Comparative chromosome mapping of
5S rDNA and 5S Hindlll repetitive sequences in Erythrinidae fishes
(Characiformes) with emphasis on the Hoplias malabaricus ‘species complex’.
Cytogenetic Genome Research, 118: 78-83.

Flint, J.; Craddock, C.F.; Villegas, A. et al. 1994. Healing of broken human chromosomes
by the addition of telomeric repeats. The American Journal of Human Genetics,
55: 505-512.

Foresti, F.; Almeida-Toledo, L.D.; Toledo F.S.A. 1981. Polymorphic nature of nucleolus

organizer regions in fishes. Cytogenetic and Genome Research, 31(3): 137-144.

Foresti, F.; Oliveira, C.; Almeida-Toledo, L.F. 1993. A method for chromosome
preparations from large fish specimens using in vitro short-term treatment with

colchicines. Experientia, 49: 810-813.

Galetti Jr., P.M.; Martins, C. 2004. Contribuicdo da hibridizacdo in situ para o
conhecimento dos cromossomos de peixes. p. 61-88. In: Guerra, M.S. (Org.).
FISH: Conceitos e Aplicagdes na Citogenética. Ribeirdo Preto, SP: Sociedade

Brasileira de Genética.

38



Gold, J.R.; Li, C. Shipley, N.S.; Powers, P.K. (1990). Improved methods for working
with fish cromossomes with a review of metaphase chromosome banding. Journal
of Fish Biology, 37: 563-575.

Gornung, E; Mannarelli, M.E; Rossi, A.R; Sola, L. 2004. Chromosomal evolution in
Mugilidae (Pisces, Mugiliformes): FISH mapping of the (TTAGGG)n telomeric
repeat in the six Mediterranean mullets. Hereditas, 140: 158-1509.

Gross, M.C.; Schneider, C.H.; Valente, G.T.; Martins, C.; Feldberg, E. 2010. Variability
of 18S rDNA locus among Symphysodon fishes: chromosomal rearrangements.
Journal of Fish Biology, 76: 1117-1127.

Howell, W.M.; Black, D.A. 1980. Controlled silver staining of nucleolus organizer
regions with a protective colloidal developer: a 1-step method. Experientia, 3:
1014-1015.

Howells, R.G.; Rao, J.B. 2003. Prohibited exotic fshes, shellfshes, and aquatic plants
found by Texas parks and wildlife personnel in Harris Country, Texas: 1995- 1996
and 2001 thorough mid-2003. Management Data Series, 218: 1-11.

ljdo, J.W.; Wells, R.A.; Baldini, A.; Reeders, S.T. 1991. Improved telomere detection
using a telomere repeat probe (TTAGGG)n generated by PCR. Nucleic Acids
Research, 19: 4780.

Levan, A.; Fredga, K.; Sandberg, A.A. 1964. Nomenclature for centromeric position on

chromosomes. Hereditas, 52: 201-220.

Lucena, C.A.S. 1993. Estudo filogenético da familia Characidae com uma discussao dos
grupos naturais propostos (Teleostei, Ostariophysi, Characiformes). Tese de
doutorado, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo. 158pp.

Lucena, C.A.; Menezes, N.A. 1998. A phylogenetic analysis of Roestes Glinther and
Gilbertolus Eigenmann, with a hypothesis on the relationships of the
Cynodontidae and Acestrorhynchidae (Teleostei: Ostariophysi: Characiformes).
p. 261-278. In: Malabarba, L.R.; Reis, R.E; Vari, R.P.; Lucena, Z.M.S.; Lucena,
C.A.S. (Ed.). Phylogeny and Classification of Neotropical Fishes. Porto Alegre:
EDIPUCRS.

39



Lundberg, J.G. 1993. African-South American freshwater fish clades and continental
drift: problems with paradigm. p. 156-199. In: Goldblatt, P. (Ed.). Biological
Relationships between Africa and South America. Yale University Press. New
Haven. 630 pp.

Malabarba L.R. 1998. Monophyly of the Cheirondontinae, characters and major clades
(Ostariophysi: Characidae). p. 193-234. In: Phylogeny and Classification of the
Neotropical Fishes, Porto Alegre, Edipucts.

Malabarba, L.R.; Weitzman, S.H. 2003. Description of a new genus with six new species
from Southern Brazil, Uruguay and Argentina, with a discussion of a putative
characid clade (Teleostei: Characiformes: Characidae). Comunicac¢des do Museu
de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS. Série Zoologia/Porto Alegre, 16 (1): 67-
151.

Martins, C.; Galetti, P.M. 1999. Chromosomal localization of 5S rDNA genes in
Leporinus fish (Anostomidae, Characiformes). Chromosome Research, 7: 363-
367.

Martins, C.; Ferreira, .A.; Oliveira, C.; Foresti, F.; Galetti, P.M. 2006. A tandemly
repetitive centromeric DNA sequence of the fish Hoplias malabaricus
(Characiformes: Erythrinidae) is derived from 5S rDNA. Genetica, 127: 133-141.

Martins, C. 2007. Chromosomes and repetitive DNAs: a contribution to the knowledge
of fish genome. p. 421-453. In: Pisano, E.; Ozouf-Costaz, C.; Foresti, F.; Kapoor,
B.G. (eds). Fish Cytogenetics, Inc., Science Publisher, New Hampshire, USA.

Martinez, J.F.; Lui, R.L.; Traldi, J.B.; Blanco, D.R.; Moreira-Filho, O. 2016. Comparative
Cytogenetics of Hoplerythrinus unitaeniatus (Agassiz, 1829) (Characiformes,
Erythrinidae) Species Complex from Different Brazilian Hydrographic Basins.
Cytogenetic and Genome Research, 149(3): 191-200.

McPhail, J.D.; Jones, R.L. 1966. A simple technique for obtaining chromosomes from
teleost fishes. Journal of the Fisheries Board of Canada, 23(5): 767-768.

Meyne, J.; Baker, R.J.; Hobart, H.H.; Hsu, T.C.; Ryder, O.A.; Ward, O.G.; Wiley, J.E.;
Wurster-Hill, D.H.; Yates, T.L.; Moyziz, R.K. 1990. Distribution of non telomeric
sites of the (TTAGGG)n telomeric sequence in vertebrate chromosomes.
Chromosoma, 99: 3-10.

40



Morelli, S.; Vicari, M.R.; Bertollo, L.A.C. 2007. Evolutionary cytogenetics of the
Hoplias lacerdae, Miranda Ribeiro, 1908 group: a particular pathway concerning
the other Erythrinidae fish. Brazilian Journal of Biology, 67(4): 897-903.

Nelson, J.S. 2006. Fishes of the World. John Wiley & Sons, p. 182-183.

Nelson, J.S.; Grande, T.C.; Wilson, M.VH. 2016. Fishes of the World. John Wiley &

Sons.

Nergadze, S.; Santagostino, M.; Salzano, A.; Mondello, C.; Giulotto, E. 2007.
Contribution of telomerase RNA retrotranscription to DNA double-strand break

repair during mammalian genome evolution. Genome Biology, 8: 260.

Netto-Ferreira, A.L. 2006. Relacbes filogenéticas dos géneros de Lebiasinidae
(Ostariophysi, Characiformes). Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil, 374pp.

Netto-Ferreira, A.L. 2010. Revisdo taxon6mica e relacdes interespecificas de
Lebiasininae (Ostariophysi: Characiformes: Lebiasinidae). Tese de doutorado,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil, 443p.

Ocalewicz K; Sliwifiska, A; Jankun, M. 2004. Autosomal localization of internal
telomeric sites (ITS) in brook trout, Salvelinus fontinalis (Pisces, Salmonidae).

Cytogenetics Genome Research, 105: 79-82.

Oliveira, C.; Almeida-Toledo, L.F; Foresti, F.; Toledo-Filho, S.A. 1988a. Supernumerary
chromosomes, Robertsonian rearrangement and multiple NORs in Corydoras

aeneus (Pisces, Siluriformes, Callichthyidae). Caryologia, 41: 227- 236.

Oliveira, C.; Almeida- Toledo, L.F.; Foresti, F.; Britski, H.A.; Toledo Filho, S.A. 1988b.
Chromosome formulae of Neotropical freshwater fishes. Revista Brasileira de
Genética,11: 577-624.

Oliveira, M.1.B.; Sanguino, E.C.B.; Falcdo, J.N. 1992. Estudos citogenéticos em
Pyrrhulina sp. (Teleostei, Characiformes, Lebiasinidae). IV. Simp. Citogenet.
Evol. E Aplic. De Peixes Neotropicais: 13. Rio de Janeiro, RJ (abstract).

Oliveira, C.; Almeida-Toledo, L.F.; Foresti, F. 2005. Karyotypic evolution in Neotropical
fishes. p. 1-49. In: Pisano, E.; Ozouf-Costaz, C.; Foresti, F.; Kapoor, B.G. (Org.).
Fish Cytogenetics. 1ed. Enfield: Science Publisher Inc.

41


http://lattes.cnpq.br/0297419882161114
http://lattes.cnpq.br/2601667366344802
http://lattes.cnpq.br/0804793944846367

Oliveira, C.; Avelino, G.S.; Abe, K.T.; Mariguela, T.C.; Benine, R.C.; Orti, G.; Castro,
R.M.C. 2011. Phylogenetic relationships within the speciose family Characidae
(Teleostei: Ostariophysi: Characiformes) based on multilocus analysis and
extensive ingroup sampling. BMC Evolutionary Biology, 11: 275.

Oliveira, M.L.M.D.; Utsunomia, R.; Pansonato-Alves, J.C.; Scacchetti, P.C.; Primo,
C.C.; Vicari, M.R.; Foresti, F. 2016. Microstructural chromosome reorganization
in the genus Trichomycterus (Siluriformes: Trichomycteridae). Neotropical
Ichthyology, 14(2):

Orti, G.; Meyer, A. 1997. The radiation of characiform fishes and the limits of resolution

of mitochondrial ribosomal DNA sequences. Systematic Biology, 46: 75-100.

Oyakawa, O.T. 1998. Relagdes filogenéticas das familias Pyrrhulinidae, Lebiasinidae e
Erythrinidae (Osteichthyes: Characiformes). Tese de doutorado, Universidade de

Séo Paulo, Séo Paulo. 200pp.

Oyakawa, O.T.; Mattox, G.M.T. 2009. Revision of the Neotropical trahiras of the Hoplias
lacerdae species-group (Ostariophysi: Characiformes: Erythrinidae) with

descriptions of two new species. Neotropical Ichthyology, 7: 117-140.

Pinkel, D.; Straume, T.; Gray, J.W. 1986. Cytogenetic analysis using quantitative, high
sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedings of the Natural Academy of
Science, 83: 2934-2938.

Pomianowski, L.; Jankun, M.; Ocalewicz, K. 2012. Detection of interstitial telomeric
sequences in the Arctic charr (Salvelinus alpinus, Linnaeus 1758) (Teleosteli,
Salmonidae). Genome, 55: 26-32.

Porto, J.I.R.; Feldberg, E.; Nakayama, C.M.; Falcdo, J.N. 1992. A checklist of
chromosome numbers and karyotypes of Amazonian freshwater fishes. Revue
d’Hydrobiolgie Tropicale, 25: 287-299.

Queiroz, L.J; Torrente-Vilara, G.; Barros, B.S.F; Vari, R.P. 2014. Peixes do Rio Madeira.
1. ed. Séo Paulo: Dialeto, v. 2. 91pp.

Reed, K.; Phillips, R.B. 1995. Molecular cytogenetic analysis of the double-CMAS3
chromosome of lake trout, Salvelinus namaycush. Cytogenetics Cell Genetics, 70:
104-107.

42



Reis, R.E.; Kullander, S.O.; Ferraris, C. 2003. Check List of the Freshwater Fishes of
South and Central America (CLOFFSCA), EDIPUCRS, Porto Alegre, 729 pp.

Rosa, R.; Rubert, M.; Martins-Santos, I.C.; Giuliano-Caetano, L. 2012. Evolutionary
trends in Hoplerythrinus unitaeniatus (Agassiz 1829) (Characiformes,
Erythrinidae). Reviews in Fish Biology and Fisheries, 22: 467-475.

Rossi, A.R.; Gornung, E.; Sola, L.; Nirchio, M. 2005. Comparative molecular cytogenetic
analysis of two congeneric species, Mugil curema and M. liza (Pisces,
Mugiliformes), characterized by significant karyotype diversity. Genetica, 125:
27-32.

Saiki, R.K.; Gelfand, D.H.; Stoffel, S.; Scharf, S.J.; Higuchi, R.; Horn, G.T.; Mullis, K.B.;
Erlich, H.A. 1988. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostable DNA polymerase. Science, 239: 487-491.

Sambrook, J.; Russel, D.W. 2001. Molecular cloning. A laboratory manual. (3th edition).
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Santos, G.M.; Jégu, M.; Merona, B. 1984. Catalogo de peixes comerciais do baixo rio
Tocantins. Projeto Tucurui Eletronorte/CNPg/INPA, 1.ed. Manaus/AM, 86 pp.

Santos, G.M.; Merona, B.; Juras, A.A.; Jégu, M. 2004. Peixes do baixo rio Tocantins; 20

anos depois da Usina Hidrelétrica Tucurui. Eletronorte, Brasilia. 215pp.

Scheel, J.J. 1973. Fish chromosomes and their evolution. Internal Report of Danmarks
Akvarium, Charlottenlund, Denmark. O-50.

Slijepcevic, P. 1998. Telomeres and mechanisms of Robertsonian fusions. Chromosoma,
107: 136-140.

Sola, L.; Rossi, A.R.; Laselli, V.; Rasch, E.M.; Monaco, P.J. 1992. Cytogenetics of
bisexual/unisexual species of Poecilia Il. Analysis of heterochromatin and
nucleolar organizer regions in Poecilia mexicana mexicana by C-banding and
DAPI, quinacrine, chromomycin A3, and silver staining. Cytogenetics Cell
Genetics, 60: 229-235.

Sumner, A.T. 1972. A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatic.
Experimental Cell Research, 75: 304-306.

43



Uj, A. 1990. Etude comparative de [’osteologie cranienne dés poissons de La famille
Characidae et son importance phylogenetique. Tese de Doutorado. Faculté des

Scienses de I’Université de Geneve.

Vari, R.P. 1995. The Neotropical Fish Family Ctenoluciidae (Teleostei: Ostariophysi:
Characiformes): Supra and Intrafamilial Phylogenetic Relationships, with a

Revisionary Study. Smithsonian Contributions to Zoology, 564: 1-97.

Vari, R.P.; Malabarba, L.R. 1998. Ictiologia neotropical: uma viséo geral. Filogenia e

classificacdo de peixes neotropicais,1, 1-12.

Vari, R.P. 2003. Family Ctenoluciidae. p. 252-253. In: Reis, R.E.; Kullander, S.O.;
Ferraris Jr., C. Check list of freshwater fishes of South and Central America. (Ed.),
Porto Alegre.

Vicari, M.R.; Artoni, R.F.; Bertollo, L.A.C. 2003. Heterochromatin polymorphism
associated with 18S rDNA: a differential pathway among Hoplias malabaricus

fish populations. Cytogenetic Genome Research, 101: 24-28.

Vicari, M.R.; Artoni, R.F.; Bertollo, L.A.C. 2005. Comparative cytogenetics of Hoplias
malabaricus (Pisces, Erythrinidae). A population analysis in adjacent

hydrographic basins. Genetics and Molecular Biology, 28(1): 103-110.

Weitzman, S.H. 1962. The osteology of Brycon meeki, a generalized characid fish, with
an osteological definition of the family. Stanford Ichthyolohy Bulletim, 8(1): 1-
77.

Wiley, J.E.; Meyne, J.; Little, M.L.; Stout, J.C. 1992. Interstitial hybridization sites of the
(TTAGGG)n telomeric sequence on the chromosomes of some North American
hylid frogs. Cytogenetic Cell Genetic, 61: 55-57.

Wyman, C.; Blackburn, E.H. 1991. Tel-1 transposon-like elements of Tetrahymena
thermophila are associated with micronuclear genome rearrangements. Genetics,
129: 57-67.

Yano, C.F.; Bertollo, L.A.C.; Liehr, T.; Troy, W.P.; Cioffi, M.B. 2016. W Chromosome
Dynamics in Triportheus Species (Characiformes, Triportheidae): An Ongoing

Process Narrated by Repetitive Sequences. Journal of Heredity, 107(4): 342-348.

44



