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O desenvolvimento da ciéncia e das
atividades criativas do espirito exige uma
liberdade que consiste na independéncia
do pensamento em relacdo as restricdes
do preconceito autoritario e social, e isso
exige cultivar mentes livres e espiritos
livres; um espirito de tolerédncia. O
fundamento da tolerancia é a humildade —
a conviccdo de que ninguém tem o direito

de impor ideias e crengas aos outros.

Albert Einstein

Se ndo podemos pensar por nGs mesmos, se
ndo estamos dispostos a questionar a
autoridade, somos apenas massa de manobra
nas maos daqueles que detém o poder. Mas,
se os cidaddaos sdo educados e formam as
suas préprias opinides, aqueles que detém o
poder trabalham para nés. Em todo pais,
deveriamos ensinar as nossas criangcas o
meétodo cientifico e as razdes para uma
Declaracéo de Direitos. No mundo assombrado
por Demonios que habitamos em virtude de
sermos humanos, talvez seja apenas isso 0 que

interpde entre nos e a escuridao circundante.

Carl Sagan
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RESUMO

Steindachneridion € um género endémico das bacias hidrogréaficas
brasileiras do leste, sdo peixes que possuem corpo coberto por couro e
apresentam grande variacdo no tamanho e na cor e nenhum dimorfismo
sexual. A revisdo mais recente do género foi realizada por Julio César
Garavello em 2005, que sugeriu a ocorréncia de seis espécies: S. amblyurum
endémica do Rio Jequitinhonha, S. doceanum endémica do Rio Doce, S.
parahybae endémica do Rio Paraiba do Sul, S. melanodermatum endémica do
Rio Iguagu, S. scriptum e S. punctatum com maior distribuicdo na bacia do
Parana. No presente trabalho foram aplicadas ferramentas da citogenética
classica e molecular em S. melanodermatum na tentativa de averiguar a
ocorréncia de um sistema de cromossomos sexuais tipo XX/XY nessa espécie,
além disso, foram aplicados marcadores moleculares RAPD para verificar o
nivel de similaridade genética e heterozigose em estoque reprodutor e
cultivado. Analises de segmentos de mtDNA da regido D-Loop também foram
realizadas em S. melanodermatum, S. parahybae, S. scriptum, S. doceanum,
Sorubim lima e Zungaro zungaro. Os resultados indicaram a ocorréncia de
polimorfismos cromossémicos na espécie S. melanodermatum relacionados a
um heteromorfismo das regifes organizadoras de nucléolo e outro polimorfismo
envolvendo dois cromossomos submetacéntricos do complemento. A
similaridade genética foi encontrada com menor amplitude de variacdo e
relativamente maior quando comparada a espécie S. scriptum. A heterozigose
no estoque analisado ndo esta comprometida. Relacdes evolutivas entre as
espécies foram estabelecidas e um cenario filogeogréfico foi proposto. As
informacdes aqui levantadas contribuiram para o0 reconhecimento das

tendéncias, padrdes e processos evolutivos ocorrentes nessas espécies.



ABSTRACT

Steindachneridion is an endemic genus from hydrographic basins of east
Brazilian, are hide fish that change in length and colour and show little sexual
dimorphism. The more recent review of genus was performed by Julio Cesar
Garavello at 2005, which suggested the occurrence of six species: S.
amblyurum endemic from Jequitinhonha River, S. doceanum endemic from
Doce River, S. parahybae endemic from Paraiba do Sul River, S.
melanodermatum endemic from Iguagu River, S. scriptum and S. punctatum
with greater distribution in Parana Basin. In this work were applied molecular
and classical cytogenetical tools on S. melanodermatum to verify the
occurrence of a sexual chromosomal system XX/XY in this species,
furthermore, were applied molecular markers RAPD to verify the genetic
similarity and heterozigosity in spawners and cultured stock. Segments of
MtDNA D-Loop region were also analyzed on S. melanodermatum, S.
parahybae, S. scriptum, S. doceanum, Sorubim lima and Zungaro zungaro. The
results indicated the occurrence of chromosomal polymorphisms in S.
melanodermatum related to nucleolus organizers regions and another involving
two submetacentric chromosomes of complement. The similarity genetic ranged
between 0,57 and 0,95. The heterozygosity in the stock analyzed is high.

Evolutionary relationships among the species were established and a
phylogeographic scenario was proposed. The informations of this study
contributed for the characterization of tendencies and evolutionary process in

these species.
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Capitulo |

Introducéo Geral - Biologia evolutiva do género Steindachneridion

1. 1 — Caracterizacao taxdnomica e filogenética

Segundo LUNDBERG e LITTMANN (2003) os pimelodideos fazem parte
de uma familia de peixes neotropicais rica em espécies endémicas para a
América do Sul, com cerca de 90 espécies e 30 géneros conhecidos. Dentre
essas espécies algumas sao atualmente reconhecidas e ainda nao descritas.
Muitos pimelodideos sé@o carnivoros ou onivoros e consomem grande numero
de pequenos peixes e invertebrados. Alguns sdo excelentes predadores como
Brachyplatystoma, que utiliza estratégia de busca ativa, enquanto outros, a
exemplo do Pseudoplatystoma sdo mais sedentarios utilizando estratégia de
captura do tipo senta e espera. Em diversas regides do Brasil os pimelodideos
de grande porte sdo particularmente importantes por constituirem o principal
recurso pesqueiro explorado nas comunidades ribeirinhas. Estes sao peixes de
couro que variam muito em tamanho e coloracdo, com pouca evidéncia de
dimorfismo sexual. Algumas espécies migram longas distancias para se
reproduzirem e ocupam mais frequentemente ambientes de corredeiras e estao
quase ausentes em riachos de montanhas ou florestas (BATISTA e ALVES-
GOMES, 2006).

Apesar do monofiletismo da familia Pimelodidae ser suportado por
caracteres morfologicos, PINNA (1998) argumenta que os grandes bagres
(Sorubim, Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma, Zungaro e Steindachneridion)
constituem a maior politomia na filogenia dos pimelodideos e sua taxonomia em

nivel genérico ainda necessita de especial atencéo da sistematica filogenética.
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Na intencdo de estabelecer relacdes filogenéticas mais concretas entre 0s
géneros de Pimelodidae, alguns autores propuseram a divisdo da familia em
subfamilias como unidades taxonomicamente distintas: Surubiminae,
Luciopimelodinae e Callophysinae, (GOSLINE, 1945; GREENWOOD et al.,
1966; RINGUELET et al., 1967). Entretanto, LUNDBERG et al., (1991)
propuseram a existéncia de trés unidades monofiléticas bem definidas:
Pimelodidae, Heptapteridae e Pseudopimelodidae.

Steindachneridion € um género distinto de pimelodideo do leste do Brasil
com relacdes taxonémicas incertas, mas possivelmente relacionado ao género
Zungaro o qual estd amplamente distribuido pelas bacias Amaz6nica e do Prata

(LUNDBERG, 1998).

1. 2 — Distribuicdo geografica e biologia reproduti  va

GARAVELLO (2005) fez a revisao mais recente do género
Steindachneridion e comentou sobre as diversas razdes pelas quais pouca
informacdo se encontra disponivel sobre o grupo, citando principalmente o
pequeno numero de espécies e as dificuldades de coleta. Segundo esse autor
sdo atualmente reconhecidas seis espécies de Steindachneridion distribuidas
pelas drenagens costeiras do leste e alto Parana incluindo o rio lguacgu. S.
amblyurum é endémica para a bacia do rio Jequetinhonha, S. doceanum é
endémica para a bacia do rio Doce, S. parahybae é endémica para a bacia do
rio Paraiba do Sul, S. scriptum e S. punctatum possuem uma distribuicdo mais
ampla pelas bacias dos rios Uruguai e Alto Paranad e S. melanodermatum é

uma espécie endémica para a bacia do rio Iguacu.
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Duas espécies fbésseis sdo identificadas para o0 género
Steindachneridion, S. iheringi localizada nos campos do Terciario Tremembé no
Estado de S&do Paulo (WOODWARD, 1898) e S. silvasantosi dos campos do
Terciario da Bacia de Taubaté também no Estado de Sao Paulo (FIGUEIREDO
e COSTA-CARVALHO, 1999). Quanto a sua biologia ha uma significativa
contribuicdo feita por NAKATANI et al. (2001) que descreveram diferencas
consistentes para a biologia reprodutiva e o desenvolvimento ontogenético de
ovos e larvas de S. scriptum do rio Parana e S. melanodermatum do rio Iguagu.

Em relagdo as espécies de Steindachneridion ocorrentes nas bacias
hidrogréaficas do Estado do Parana destacam-se os trabalhos desenvolvidos por
AGOSTINHO et al. (1997) gue reconhecem a espécie S. scriptum como rara na
bacia do rio Parana e altamente vulneravel a alteracbes ambientais por
apresentar habito migratério com escassez na pesca experimental,
comportamento reofilico e distribuicdo restrita a um Unico ambiente, e
SHIBATTA et al. (2002) também descrevem a ocorréncia de S. scriptum na
bacia do rio Tibagi, colocando esta espécie sob alto risco de extincdo devido a
diferentes impactos por acdo antropica, destacando a perda de nichos como o
principal fator de risco.

Na bacia do rio Paraiba do Sul, a CESP (Companhia Energética de Séo
Paulo), implementou um programa de reprodugéo e repovoamento de peixes.
Basicamente duas espécies locais tem sido alvo deste investimento, o surubim
do Paraiba (S. parahybae) e a piabanha (Brycon insignis) (HILSDORF e
PETRERE Jr., 2002). Mais recentemente LUDWIG et al. (2005) apresentaram
alguns procedimentos desenvolvidos na Estacdo Experimental de Estudos

Ictiolégicos na Usina Ney Braga da Companhia de Energia Elétrica do Parana
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(COPEL) para a reproducao induzida do surubim S. melanodermatum, esse
programa vem sendo desenvolvido desde 1996 tendo como principal objetivo a
recuperacdo ambiental por repovoamento da bacia do rio Iguacu em areas de
ocorréncia natural dessa espécie. De acordo com LUDWIG et al. (2005) ha
intenso canibalismo entre as larvas de S. melanodermatum, apds 48 horas de
eclosdo, periodo em que absorvem totalmente o saco vitelinico e, portanto,
nessa fase € necessario transferir os animais para tanques maiores e
enriquecer a alimentacdo com 45% de proteina animal bruta. Aparentemente
esse canibalismo préprio das espécies que constituem o grupo dos grandes
bagres se constitui no principal entrave para o total sucesso dos programas de
cultivo em cativeiro dessas espécies. Embora o cultivo bem sucedido em
viveiros com diferentes intensidades de manejo seja relatado para diferentes
espécies como Pseudoplatystoma coruscans e  Steindachneridion
melanodermatum (CAMPOS, 2005; LUDWIG et al. 2005).

Independentemente das controvérsias que cercam 0S programas de
repovoamento de rios por peixes cultivados e da transposicdo de ictiofauna,
ressalta-se a importancia de investigar a variabilidade genética de populacdes
naturais e cultivadas para melhor compreender seus processos evolutivos, sua
distribuicdo geogréfica e reconhecer Unidades Evolutivamente Significativas
para programas de manejo orientados para a producao e conservacao geneética

de peixes.

1.3 — Estudos citogenéticos na familia Pimelodidae
Entre os Siluriformes ha cerca de 2.405 espécies (NELSON, 1994),

dentre as quais a familia Pimelodidae é uma das mais diversificadas contando
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com 93 espécies (FERRARIS, 2007), tendo 54 ja cariotipadas (SOUZA et al.,
2004). Destas espécies, 23 apresentam um cariotipo considerado padréo para
0 grupo com 2n=56 cromossomos (OLIVEIRA e GOSTONYI, 2000). De fato, os
dados observados em diversos estudos citogenéticos tém levado a conclusao
de que um padrdo de evolucdo do tipo conservado € mais comumente aceito
para a familia Pimelodidae (FENOCCHIO e BERTOLLO, 1992; BORIN e
MARTINS-SANTOS, 2004). Embora alguns autores tenham sugerido a
ocorréncia de um padrdao mais divergente que conservado para explicar as
tendéncias evolutivas na familia (DIAS e FORESTI, 1993). Essas tendéncias
estariam  diretamente relacionadas a presenca de polimorfismos
cromossOmicos tais como Ccromossomos supranumerarios e rearranjos por
inversdes pericéntricas (VASCONCELLOS e MARTINS-SANTOS, 2000), ou
ainda por problemas de condensacdo dos cromossomos levando a falsa
identificacdo na classificagdo dos mesmos com diferentes medidas cariotipicas
(SWARCA et al., 1999; SOUZA et al., 2003; CARVALHO e DIAS, 2005;).

Os polimorfismos cromossdmicos e as alteracdbes do numero
fundamental na familia Pimelodidae tém sido extensivamente relatados na
literatura, e sdo atribuidos aos rearranjos do tipo inversdes pericéntricas e
translocacdes Robertsonianas (GIULIANO-CAETANO, 1998; VASCONCELOS
e MARTINS-SANTOS, 2000).

GARCIA e MOREIRA-FILHO (2005), analisando trés espécies de
Pimelodus: P. fur, P. maculatus e Pimelodus sp. da bacia do S&o Francisco
encontraram numero diploide 2n=54 cromossomos para a espécie P. fur,
sugerindo eventos de fusdo e translocacdo como possivel causa para a

ocorréncia desse numero dipldide menor que 2n=56. Segundo esses autores 0
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namero dipldide 2n=56 €& considerado uma plesiomorfia para 0 género
Pimelodus e os numeros dipldides 2n=54 de P. fur e/ou 2n=58 como verificado
para P. blochii (OLIVEIRA e GOSZTONYI, 2000) poderiam representar
caracteristicas apomorficas.

O padrédo mais comum de distribuicdo das regibes organizadoras de
nucléolos, verificado pela impregnacdo com nitrato de prata coloidal (Ag-
RONSs), entre os pimelodideos parece corresponder a presenca de uma unica
marcacdo na posicao terminal do braco longo de um par de cromossomos
subtelocéntricos, embora com relativo heteromorfismo de tamanho entre os
homélogos como verificado por SWARCA et al. (1999) em Pinirampus
pirinampu, SWARCA et al. (2001) em Zungaro zungaro; GARCIA e MOREIRA-
FILHO (2008) em Pimelodus fur; TRECO et al., (2008) em Pimelodus maculatus
e RIBEIRO et al., (2008) em Iheringichthys labrosus. Essa condi¢ao
heteromorfica das regibes organizadoras de nucléolo € uma caracteristica
comum entre os pimelodideos e provavelmente se deve a rearranjos de
segmentos cromossomicos homologos, duplicacdes génicas, transposicao ou
crossing—over desigual.

Em relacado a localizacdo dos DNAs ribossomais 5S e 18S, destacam-se
algumas abordagens recentes, usando como principal ferramenta a técnica de
hibridizacédo fluorescente in situ (FISH). Em Pinirampus pirinampu SWARCA et
al., (2001) encontraram regides de 18S rDNA coincidentes com aquelas
detectadas pela impregnacao por prata, situando estas regiées no brago curto
do maior par subtelocéntrico, e com a presenca de um heteromorfismo de
tamanho entre os homologos; em Pimelodella aff. avanhandavae SWARCA et

al., (2003) empregaram a FISH também para detectar as regiées 18S rDNA,
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nessa espécie essas regides estdo localizadas no braco curto de um par
submetacéntrico sem evidéncia de heteromorfismo. Segundo os autores, o
heteromorfismo detectado somente pela técnica de coloracdo por prata teria
uma origem funcional ndo estando relacionado a um maior nimero de coépias
do gene 18S em um dos homdélogos. Ainda na familia Pimelodidae SOUZA et
al., (2004) detectaram as regides 18S em cinco espécies do género Pimelodus:
P. heraldoi, P. argenteus, P. maculatus, P. mysteriosus e Pimelodus sp. e
encontraram um padrdo conservado de localizacdo dos cistrons ribossomais
nesse género, que se localizou em um par subtelocéntrico. Entretanto, essas
regides foram variaveis quanto ao numero e localizagdo cromossOmica de
copias dos genes nestas espécies. Em P. fur, P. maculatus e Pimelodus sp.
GARCIA e MOREIRA-FILHO (2005) encontraram um heteromorfismo de
tamanho envolvendo P. fur, confirmada tanto por Ag-RONs quanto por FISH,
além disso, as regifes 5S variaram em posicao e numero de copias dos genes
nas espécies analisadas. De acordo com os autores o alto grau de conservagao
envolvendo as regides organizadoras de nucléolo em termos de numero e
posicdo indicaria forte relacdo evolutiva entre as trés espécies analisadas
reforcada pela homologia da macroestrutura cariotipica em relagcdo aos 20
primeiros pares cromossémicos. As diferencas observadas entre os cariétipos
das trés espécies devido as inversdes indicariam que eventos dessa hatureza
teriam desempenhado um papel destacado na evolugéo cariotipica do género.
As regibes heterocrométicas na familia Pimelodidae bem como nas
espécies de grandes bagres estdo localizadas preferencialmente nas por¢cdes
teloméricas e centroméricas de alguns cromossomos (VASCONCELLOS e

MARTINS — SANTOS, 2000; SWARCA et al., 2001; SOUZA et al., 2003;
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CARVALHO et al., 2004; SOUZA et al., 2004; CARVALHO e DIAS, 2005;
SWARCA et al., 2005). Entretanto, a localizacéo intersticial da heterocromatina
em algumas espécies da familia Pimelodidae ja foi relatada para
Pseudoplatystoma tigrinum (FENOCCHIO e BERTOLLO, 1992); Hemisorubim
platyrhynchos (MARTINS—-SANTOS et al.,, 1996) Iheringichthys labrosus
(VISSOTTO et al., 1999), Pimelodus maculatus (TRECO et al.,, 2008).
Caracteristica comum para a familia Pimelodidae quanto a distribuicdo da
heterocromatina € a presenca de pelo menos um par de cromossomos
fortemente marcados em ambos o0s teldbmeros (marcagcdo bitelomérica)
(VASCONCELLOS e MARTINS-SANTOS, 2000; SWARCA et al. 2003;
RIBEIRO et al., 2008) e que s&o considerados cromossomos marcadores
basais que poderiam ser utilizados na compreensao das relagdes filogenéticas
do grupo (SOUZA et al. 2004; TRECO et al., 2008).

Quanto a presenca de sistemas de cromossomos sexuais, a familia
Pimelodidae sempre se destacou pela total auséncia de descricdo e
diferenciacdo de tais cromossomos. Entretanto SWARCA et al. (2006), ao
analisarem a espécie Steindachneridion melanodermatum do rio lguagu (citado
como Steindachneridion sp.) relataram a existéncia de formulas cariotipicas
distintas para machos e fémeas descrevendo a ocorréncia de um sistema de
cromossomos sexuais do tipo XY. O cromossomo Y, exclusivo dos machos, se
apresentou heteromérfico com tamanho relativo maior do que o X e putativo
uma vez que nao foi verificada a presenca de blocos heterocromaticos
destacados como na maioria dos sistemas simples de cromossomos sexuais

encontrados em peixes.



Daniele Aparecida Matoso 22

1.4 — Estudos citogenéticos no género  Steindachneridion

Um estudo a respeito da citogenética dos grandes bagres foi realizado
por SWARCA (2003) em quatro espécies, destacando a presenca de um
incipiente  mecanismo de cromossomos sexuais do tipo XY em S.
melanodermatum da bacia do rio Iguagu. Segundo essa autora, este
heteromorfismo sexual seria uma condicdo apomoérfica dentre as espécies do
género.

SWARCA (2003) defendeu seu ponto de vista alegando que S.
melanodermatum seria endémica para o rio Iguacu e a presencga de um sistema
cromossOmico sexual simples poderia ser consequéncia do isolamento
geografico desta espécie.

SWARCA et al. (2005), realizaram a primeira inferéncia citogenética para
a espécie Steindachneridion scriptum do alto rio Parana e encontraram o
namero dipléide 2n = 56 cromossomos sem nenhuma diferenca cromossémica
detectavel entre os sexos. As regides teloméricas foram visivelmente mais ricas
em heterocromatina do que as demais regides cromossémicas e a regiao
organizadora de nucléolo presente no par 25 do complemento. Segundo 0s
autores estas caracteristicas também sdo comuns as outras espécies de
pimelodideos o que reforca a hipétese de que mesmo para espécies endémicas
como € o caso das espécies do género Steindachneridion o padrao
evolucionario experimentado tem sido ao longo do tempo altamente
conservativo, pelo menos em relacdo a macroestrutura cariotipica.

Mais recentemente SWARCA et al. (2006) publicaram seus dados
referentes a diferenciacdo sexual cromossOmica verificada na espécie S.

melanodermatum. Conforme sugerem o0s autores, as analises meidticas
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suportaram fortemente a presenca de um sistema cromossomico sexual
simples do tipo XY nessa espécie, e 0 maior tamanho do cromossomo Y em
relacdo ao cromossomo X foi explicado como um possivel evento de duplicacao
de DNA repetitivo, similar a seqiéncias Alu, ocorrido nos bragos longo e curto
desse cromossomo.

Até o presente momento nenhum outro estudo citogenético envolvendo

as espécies do género Steindachneridion foi suficientemente resolutivo.

1.5 — Marcadores moleculares na conservacdo genétic a de peixes
Neotropicais

TORRES et al. (2004) fizeram um levantamento sobre a aplicacado de
marcadores moleculares aplicados as espécies de peixes de agua doce
neotropicais e constataram que o primeiro artigo versando sobre a aplicacédo de
marcadores moleculares em espécies de peixes dessa regido se deve a
ALVES-GOMES et al. (1995). Dos diversos trabalhos citados, os autores
destacaram aqueles cujo enfoque esteve voltado para a analise da diversidade
geneética, isolamento geografico e estruturacdo populacional.

Foi com essa finalidade que DERGAM et al. (1998) aplicaram
marcadores RAPD em populacbes de Hoplias malabaricus das bacias
hidrograficas dos rios Iguacu, Parand e Tibagi e encontraram estruturacao
populacional bem definida dessa espécie nas bacias dos rios Tibagi e Parana
com altos niveis de variacdo genética dentro e entre essas populacdes. Para
explicar esse alto indice de diversidade os autores postularam a ocorréncia de
populacbes ou espécies diferenciadas nessas bacias. Os resultados obtidos

nao corroboraram a hipoétese inicial segundo a qual a populacdo de Hoplias
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malabaricus do rio Iguacu teria se originado de um evento fundador de animais
oriundos do rio Tibagi.

ALMEIDA e SODRE (1999) analisando seis espécies de pimelodideos
da bacia do rio Tibagi encontraram perfis RAPD espécie-especificos. Dois
grupos foram identificados. Um formado pelas espécies Pimelodus maculatus,
P. aff. absconditus, lheringichthys labrosus e Pinirampus pirinampu e outro
formado pelas espécies Pimelodella aff. avanhandavae e P. aff. meeki. Essa
separacdo corroborou a classificacdo de PINNA (1998) na qual foram
colocadas as espécies de Pimelodella e Rhamdia na subfamilia antes
denominada de Rhamdiinae e posteriormente de Heptapterinae e as demais na
subfamilia Pimelodinae, ambas pertencentes a familia Pimelodidae.

DERGAM et al. (2002), usando como metodologia o sequenciamento do
gene ribossomal 16S bem como marcadores RAPD, interpretaram as
diferencas verificadas em Hoplias malabaricus da bacia do rio Doce como
resultado de uma complexa histéria filogeografica dessa bacia e as adjacentes.
Os autores enfatizaram que a bacia dos rios Doce, Paraiba do Sul e Grande
compartilharam vertentes e foram separadas pela formacdo da Serra da
Mantiqueira durante o periodo Plio-Pleistosceno.

Quanto a aplicacdo de marcadores moleculares em populagbes de
peixes ocorrentes nas bacias hidrograficas do Estado do Parana, destacam-se
os trabalhos de PRIOLI et al. (2002a; 2002b), MATOSO et al. (2004) e
TORRES (2006). PRIOLI et al. (2002a) ao utilizarem sequéncias de DNA
mitocondrial e marcadores RAPD em espécies de Astyanax conseguiram
separar populacdes de A. altiparanae e A. bimaculatus do rio Iguacu e

verificaram seu nivel de endemismo, isolamento geografico e similaridade
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genética. Segundo os autores a espécie denominada A. bimaculatus deveria
ser identificada como A. altiparanae a qual teria sido introduzida nesse sistema,
com a manutencado de altos niveis de diversidade intrapopulacional e auséncia
de estruturacéo genética.

Na tentativa de gerar marcadores espécie-especificos para identificar e
diferenciar Pseudoplatystoma corruscans de P. fasciatum, e visando futuras
avaliacdes de monitoramento, PRIOLI et al. (2002b), aplicaram as técnicas de
RAPD, SPAR e sequenciamento da regido D-Loop do mtDNA conseguindo
diferenciar ambas as espécies bem como identificar um individuo hibrido
gerado pelo cruzamento de uma fémea P. fasciatum provavelmente
proveniente de escape de piscicultura. Além disso, os autores concluiram que
nado havia na natureza evidéncia de hibridacdo entre as espécies embora
tenham apontado para um risco potencial de introgressao génica do hibrido
para a populacao natural de P. corruscans.

Em relacéo a bacia do rio S&o Francisco, WASKO e GALETTI (2002) e
HATANAKA e GALETTI (2003), analisaram populagcbes de Brycon lundii e
Prochilodus margravii, respectivamente. Os autores de ambos os trabalhos
postularam a ocorréncia de modelos de estruturacado genética para explicar os
diversos niveis de diversidade observados em ambas as espécies nos diversos
sitios de coleta e inferiram a existéncia de um mecanismo de homing,
comumente observado em peixes marinhos. O processo de homing é verificado
para varias espécies animais, incluindo aves, mamiferos, répteis e peixes
marinhos e consiste na migracdo desses animais até o seu local de nascimento

para completar seu ciclo reprodutivo.
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Novamente considerando o grupo dos pimelodideos, com a intencéo de
gerar dados acerca da estruturacdo genética para fins de conduta de
conservagao, ALMEIDA et al. (2003), estudaram populacdes de Pimelodus
maculatus das bacias hidrograficas do Tieté e Paranapanema. Os marcadores
RAPD forneceram um resultado de diferenciacdo genética entre as populacdes
do alto Paranapanema e as demais populagdes do mesmo rio. Por outro lado,
nao foi caracterizada estruturacdo genética para nenhuma das populacdes do
Tieté.

Em relacdo a bacia hidrografica do rio Tibagi, MATOSO et al., (2004)
analisando populacbes de Astyanax fasciatus (citado como Astyanax sp.),
pertencentes ao Parque Estadual de Vila Velha e regido de cabeceira
concluiram que; embora geograficamente isoladas, as populacdes do parque
apresentavam niveis consideravelmente altos de diversidade genética e que o
tempo de isolamento geografico ndo teria sido suficiente para promover
acentuada diferenciacdo genética entre as populacdes, mesmo essas
populacdes apresentando caracteristicas morfo-anatbmicas muito peculiares
(GROSS et al., 2004).

Resultados similares quanto ao processo de homing para espécies de
agua doce foram obtidos por BATISTA e ALVES-GOMES (2006), no estudo
realizado com o bagre amazodnico migrador Brachyplatystoma rousseauxii.
Esses autores apds sequenciarem toda a regido D-Loop de 45 individuos dessa
espécie observaram uma acentuada diminuicdo da diversidade genética das
populacbes em direcdo a parte oeste da Amazodnia, ou seja, da regido de
cabeceira para a jusante da bacia. Eles explicaram seus resultados como

consequéncia da ndo aleatoriedade dos individuos reprodutores na escolha dos
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tributarios amazonicos, ndo encontrando evidéncias que suportassem a
estruturacado genética de estoques reprodutores.

TORRES (2006) gerou dados de RFLP do gene mitocondrial citocromo
b, para verificar se uma espécie identificada como Plagioscion squamosissimus
era uma espécie invasora nos ambientes naturais da espécie congénere P.
ternetzi e concluiu que pela andlise desse marcador ndo havia diferenca em
nivel molecular especifico entre a amostra supostamente identificada como P.
squamosissimus e aquela de P. ternetzi.

Além dos estudos mencionados, inidmeros outros existem citando as
mais diversas estratégias de abordagem genética, com ampla gama de
enfoques correlacionados. Apesar dos esforcos empreendidos pela
comunidade cientifica na busca de informacdes relevantes sobre a ictiofauna
neotropical, € notério o fato de que em funcdo da extraordinaria diversidade
genética e morfologica existente nas bacias hidrogréaficas brasileiras, muito
trabalho ainda deverd ser desenvolvido. A aplicacdo de marcadores
moleculares em espécies do género Steindachneridion a exemplo de RAPD e
sequenciamento de genes mitocondriais e nucleares poderdo auxiliar no
entendimento de sua diversidade, sua distribuicdo geografica, eventos de
especiacdo e na deteccdo das MOTU (Unidades TaxonOGmicas Operacionais
definidas Molecularmente), importantes para os planos de manejo sobre

conservagao.
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1.6 — Marcadores moleculares no género  Steindachneridion

A aplicacdo de marcadores moleculares em espécies do género
Steindachneridion é bastante recente, contando apenas com uma abordagem
voltada para a andlise da variabilidade genética na espécie S. scriptum.
RAMELLA et al., (2006), usando marcadores RAPD, avaliaram o nivel de
variabilidade genética em 13 exemplares de S. scriptum capturados em
diversas localidades da bacia hidrografica do rio Uruguai. Os autores
encontraram elevados indices de similaridade genética, que estariam de
acordo com o indice de identidade de Nei proposto por THORPE (1982) para
populac6es de Salminus. brasiliensis. Nas analises de RAMELLA et al., (2006)
oito espécimens apresentaram coeficiente de similaridade superior a 0,5 e seis
apresentaram coeficiente de similaridade igual a 1.00, embora estas amostras
tenham agrupado em dois diferentes grupos. Esses resultados parecem estar
de acordo com o padréo evolutivo proposto para o género Steindachneridion e
para grandes bagres que seria o de um modelo mais conservativo, pelo menos
em relacdo a macroestrutura cariotipica das espécies. Além disso, apesar de
ser um peixe migratério, em uma fase da vida, as espécies de
Steindachneridion possuem um habito peculiar de formarem populacdes que se
estabelecem em regides profundas nos canais principais dos grandes rios. O
rio Uruguai é caracteristico por apresentar grande quantidade de barragens ao
longo de sua extenséo, o que favoreceria as populacdes de Steindachneridion
ao estruturamento genético. Apesar disso, um determinado nivel de
estruturacdo genética seria esperado mesmo em bacias hidrograficas néo

barradas devido ao comportamento da espécie em sua fase adulta.



Daniele Aparecida Matoso 29

1.7 — A molécula de DNA mitocondrial, os estudos ev  olutivos em peixes e
as perspectivas de aplicacdo em Steindachneridion

Em menos de meio século os marcadores moleculares mudaram a viséo
cientifica da natureza, pois permitiram aos ecologistas e bidlogos evolutivos
determinar a arquitetura genética de uma ampla variedade de organismos
proximamente relacionados (ALI et al., 2004). A aplicacéo correta da inferéncia
filogenética esta diretamente ligada ao grupo taxonémico a ser analisado e as
hipoteses a serem testadas e, portanto cada técnica possui suas vantagens e
desvantagens (PAGE e HOLMES, 1998).

De acordo com a literatura, dados provenientes de marcadores
moleculares, e mais especificamente de sequenciamento do DNA geram uma
grande quantidade de informacdo sendo, portanto muito vantajosos para as
reconstrucdes filogenéticas em relacdo a dados provenientes da taxonomia
tradicional. Independentemente das controvérsias geradas pela discussao
sobre a quantidade e qualidade dos dados, a analise de grandes filogenias tem
sido realizada com dados de sequéncias nucleotidicas tanto de regides
codificantes como néo codificantes. Dentro dessa perspectiva muitos trabalhos
tém sido desenvolvidos com o0 genoma mitocondrial, o qual apresenta
caracteristicas peculiares de grande interesse para estudos sobre as relagfes
evolutivas dos grupos e para a inferéncia filogenética. Essa molécula esta
presente em grande quantidade nas células e esta associada a um padrédo de
heranca materno ndo mendeliano, possui genoma compacto em torno de 14 a
40 kb, evolui rapidamente em alguns segmentos e mais lentamente em outros.
Codifica 13 proteinas muito similares em varios grupos taxonémicos, possui

poucos espacos intergénicos e esta organizada de forma conservada contendo
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37 genes que podem estar rearranjados em diferentes organismos (BOORE,
1999).

No genoma mitocondrial uma regido denominada Displacement Loop (D-
Loop ou regido controle), contém os sitios de inicio de replicacdo do mtDNA.
Essa regido € a mais variavel desse genoma e tem sido utilizada em estudos
filogenéticos em diversos niveis taxondémicos (STEPIEN e KOCHER, 1997,
FABER e STEPIEN, 1997)

Para as espécies de peixes da regido Neotropical sdo ainda poucos 0s
estudos a utilizarem a analise de sequéncias nucleotidicas do mtDNA na
averiguacdo das relacbes evolutivas entre os taxons, haja vista a ampla
diversidade de grupos existentes nessa regidao (ALVES-GOMES et al., 1995,
PRIOLI et al., 2002, CALCAGNOTTO et al., 2005). No grupo dos grandes
bagres destaca-se o trabalho de BATISTA e ALVES-GOMES (2006) em
Brachyplatystoma rousseauxii, desenvolvido na regido da Amazonia brasileira.

Nesse contexto o trabalho aqui desenvolvido teve como objetivo explorar
inferir as relacdes filogenéticas de oito espécies de grandes bagres usando

como marcador molecular sequéncias D-loop do mtDNA.
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Figura 1.1 — Organizacdo do genoma mitocondrial de

vertebrados.
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2 - Objetivos

Usando marcadores citogenéticos e moleculares o presente trabalho
visou incentivar uma discussdo mais aprofundada a respeito da existéncia de
um sistema de determinacdo sexual do tipo simples com heterogametia
masculina na espécie S. melanodermatum, bem como levantar dados acerca
das relacdes filogenéticas e filogeograficas do género Steindachneridion com
seus correlatos, e inferir o nivel de similaridade genética existente em matrizes
mantidas em cativeiro na Estacdo Experimental de Estudos Ictiologicos da
Usina Ney Braga da COPEL.

Foram consideradas como metas especificas de estudo:

a) Coletar, amostrar e constituir banco de tecido de trés géneros de grandes
bagres pimelodideos: Steindachneridion, Zungaro e Sorubim;

b) Realizar ensaios de cariotipagem, RAPD e sequenciamento da regiao
controle (D-Loop) do mtDNA na espécie S. melanodermatum;

c) Executar o sequenciamento da regido controle (D-Loop) do mtDNA nas
espécies  Steindachneridion  scriptum,  Steindachneridion  doceanum,
Steindachneridin parahybae, Steindachneridion melanodermatum, Zungaro
zungaro e Sorubim lima;

d) Analisar a diversidade e a distancia genética nessas espécies;

e) Inferir sobre as tendéncias evolutivas do género Steindachneridion;

f) Estabelecer relacdes filogenéticas e filogeograficas entre as espécies do
género Steindachneridion em relacdo aos grupos externos Brachyplatystoma

rousseauxii, Brachyplatystoma vaillantii, Zungaro zungaro e Sorubim lima.
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3 — Material e Métodos
3.1 — Objeto de estudo e locais de coleta

Nesse estudo foram amostrados 88 espécimes de grandes bagres,
pertencentes a seis diferentes espécies de Pimelodidae. Cinqlienta e cinco
exemplares foram amostrados para a espécie S. melanodermatum do rio
Iguacu (PR), 13 exemplares da espécie S. scriptum do rio Uruguai (SC), seis da
espécie Steindachneridion scriptum do rio Tibagi (PR), 10 da espécie S.
parahybae do rio Paraiba do Sul (SP) e dois da espécie S. doceanum do rio
Doce (MG) (Figura 1.3). Um exemplar da espécie Sorubim lima e outro da
espécie Zungaro zungaro ambos do rio Paraguai (MT), foram amostrados e
relacionados como grupo externo nas analises filogeograficas. Os exemplares
de Steindachneridion foram provenientes de quatro bacias hidrogréaficas
brasileiras: bacia do rio Tibagi, bacia do rio Iguacu, bacia do rio Uruguai e bacia
do rio Paraiba do Sul (Figura 1.2). Os exemplares foram identificados segundo
0s critérios propostos por Garavello (2005) e depositados no Laboratério de

Citogenética e Evolucéo da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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Figura 1.2 — Distribuicdo pelo territorio brasileir o de todas as espécies

descritas de Steindachneridion, segundo J. C. Garavello (2005).
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Figura 1.3 — Exemplares do género Steindachneridion. a) S. parahybae, b)

S. doceanum, c) S. scriptum, d) S. melanodermatum. (créditos J. C.

Garavello, 2005).
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3.2 — Metodologias
3.2.1 — Obtencéo de metafases mitoticas

Para obtencdo de um maior nimero de metafases mitoticas foi utilizada
a técnica de LEE e ELDER (1980), que consiste em injetar previamente nos
animais uma solucdo de fermento biolégico na musculatura proxima a

nadadeira dorsal.

3.2.2 — Obtencdo de metafases mitéticas — método di  reto (Bertollo et al.,
1978)

Injetar intraperitonialmente no peixe, entre as nadadeiras peitorais e
ventrais, solucdo de colchicina (0,025%), na proporcao de 1ml por 100g de
massa corporea do animal;

Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 40 minutos
sacrificando-o posteriormente para a retirada de seu 6rgdo hematocitopoiético:
rim anterior ou posterior;

Colocar o tecido em 10 ml de solucéo hipotonica de KCI (0,075M) previamente
aguecida a 37°C;

Fragmentar esse material, com auxilio de pinca de disseccao desprovida de
agulha, aspergindo e expirando o material até que figue homogéneo;

Transferir o sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, para um tubo
de centrifuga. Deixa-lo em estufa ou banho-maria a 37°C por 20 minutos
(pedacos de tecidos ainda ndo desfeitos séo descartados);

Acrescentar 1ml de fixador Carnoy recém preparado (alcool metilico : acido
acético 3:1), e ressuspender o material deixando-0 em temperatura ambiente

por 5 minutos, centrifuga-lo durante 10 minutos a 1,19x10%g;
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Descartar o sobrenadante com uma pipeta Pasteur;

Adicionar 6-8 ml de fixador;

Ressuspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur e centrifugar por
10 minutos a 1,19x10%g;

Descartar o sobrenadante e repetir esse procedimento;

Apoés a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, adicionar uma
quantidade de fixador suficiente para se obter uma suspenséao celular que néao
esteja muito diluida e nem muito concentrada (cerca de 1 ml de fixador para 0,5
ml de sedimento). Ressuspender o material com cuidado até ficar homogéneo;
Colocar uma lamina limpa em agua a 60° C. Pingar trés gotas da suspensao
com o auxilio de uma pipeta Pasteur sobre a lamina pré-aquecida e secar ao
ar;

O material deve ser guardado em tubos tipo eppendorf e mantidos em freezer a

-20°C.

3.2.3 — Obtencdo de metafases mitoticas — método in direto in vitro
(Fenocchio et al., 1991)

Retirar aproximadamente 3mm?® da porcdo anterior do rim e colocar em
uma placa de Petri contendo 5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro
bovino fetal e antibidtico;

Desagregar o material com pinga de ponta fina com posterior aspersao e
expiracao da solucdo com uma seringa de vidro sem agulha;

Incubar a solucéo de células em estufa a 29° C por 7 horas em média;
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Pingar trés gotas de colchicina (0,025%) em cada recipiente 25 minutos antes
de completar o tempo. Agitar suavemente a placa de Petri para homogeneizar o
material e manter em estufa até o término do tempo;

Transferir a cultura para um tubo de ensaio e centrifugar por 10 minutos a
9,64x10%g;

Descartar o sobrenadante e completar o tubo de ensaio até 8 ml com solugéo
hipoténica de KCI (0,075M). Ressuspender a solugéo e incubar por cerca de 30
minutos a uma temperatura de 37° C;

Preparar solucao fixadora com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e manter sob refrigeracdo. Apés o tempo da hipotonizacdo, pingar
algumas gotas do fixador em cada tubo;

Ressuspender o material até ficar homogéneo, e centrifugar por 10 minutos a
9,64x10%g;

Descartar o sobrenadante e em seguida completar o tubo até o volume de 8 ml;
Novamente ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos a 9,64x10*g;
Repetir a etapa anterior por duas vezes;

Descartado o sobrenadante, colocar 1,5 ml do fixador e ressuspender o
material. Armazenar a solu¢cdo em tubo tipo eppendorf mantendo-o em freezer

a-20°C.

3.2.4 - Método de coloragdo convencional Giemsa
Para analisar o numero e morfologia dos cromossomos, as laminas
preparadas com a suspensao celular foram coradas com solu¢do do corante

Giemsa, diluido em tampéo fosfato pH 6,8 (KH,PO,4 + Na;HPO,) a 5% durante
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aproximadamente 10 minutos e em seguida foram lavadas em agua corrente e

secas ao ar.

3.2.5 — ldentificacdo cromossdémica

A identificacdo cromossdmica foi realizada baseada nos critérios da relacdo de
bracos (RB), proposta por LEVAN et al, (1964) e classificados como
metacéntricos (m) (RB= 1,00 a 1,70); submetacéntricos (sm) (RB= 1,71 a 3,00);
subtelocéntricos (st) (RB= 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB>7,00). As
metafases foram capturadas por camara CCD Olympus DP71 com resolucao
de 13mp acoplada a um Microscopio Olympus BX 40 com o programa

ImageProPlus 5.0.

3.2.6 — Coloracdo das regides organizadoras de nucl éolos Ag-RONs
(Howell e Black, 1980)

Em laminas previamente preparadas para a obtencdo de cromossomos
mitéticos pingar uma gota da solucdo coloidal reveladora (1g de gelatina
dissolvida em 50 ml de agua destilada acrescida de 0,5 ml de acido férmico) e
duas gotas da solucéo de nitrato de prata (1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de
agua destilada) sobre o material na lamina;

Cobrir a lamina com laminula;

Levar a lamina a estufa a 60C até que a mistura das solu¢des alcance uma
coloragdo marrom-dourada;

Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar ao ar;

Se necessario, corar com Giemsa diluida a 1% em tampao fosfato pH 6,8 por

30 segundos.
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3.2.7 — Deteccéo da heterocromatina - (Sumner, 1972 )

Colocar a lamina recentemente preparada para a obtencdo de
cromossomos mitéticos em solucédo de HCI 0,2N, a 42°C, por 5 minutos;
Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar;
Colocar a lamina em solucao de hidroxido de bario a 5% (Ba(OH),) a 28°C por
aproximadamente 20 segundos;
Imergir a lamina rapidamente em acido HCI 0,2N e lavar com jatos de agua,;
Colocar a lamina em uma solucdo de 2xSSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de
Citrato Trissodico + Agua deionizada) por uma hora a 60° C;
Lavar a lamina em agua destilada e secar ao ar;
Corar o material com iodeto de propideo e examinar as laminas com filtro para

o comprimento de onda de 430 a 480 nm.

3.2.8 — Obtencéao de padrao similar ao bandamento G~ pelo corante Wright
Manter as laminas recentemente preparadas para a obtencdo de

cromossomos mitéticos em estufa a 37°C por trés a sete dias;

Mergulha-las em solucdo salina 2xSSC a 60°C por dois minutos e 30

segundos;

Lavar as laminas em agua destilada e corar com Wright (2,5 g diluidas em um

litro de metanol);

Diluir o corante Wright em tampéao fosfato pH 6.8 na proporcéo de 3:1 (Tampéo

Wright).

Corar as laminas na solucao diluida por dois minutos e 30 segundos.
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3.2.9 — Coloracéao pelo fluorocromo DAPI (Schweizer,  1980)
Mergulhar a lamina em solucdo DAPI 0,3 pug/ml, recém preparada, por 30
minutos no escuro;
Lavar em agua destilada e secar ao ar;
Colocar sobre a lamina algumas gotas da solucdo de montagem e cobrir com
laminula. Retire o excesso com papel filtro;
Estocar a lamina no escuro por 72 horas a temperatura ambiente.
Analisar as laminas em microscopio de epifluorescéncia, usando um

comprimento de onda de 360 a 390 nm.

3.2.10 — Isolamento de sequéncias repetitivas obtid as pela cinética de
reassociacao do DNA ( Cot-1) (Zwick et al., 1997).

Diluir o DNA gendmico a 100-500 ng/ul em 0,3M NaCl;
Colocar 500 ul de DNA em tubos de 1,5 ml;
Autoclavar por 3 a 5 minutos a 1.0 atm/120°C;
Aplicar 3 ul do DNA autoclavado em gel de agarose 1% para checar o tamanho
dos fragmentos obtidos (ideal obter fragmentos entre 100 e 1.000 pb);
Desnaturar 3 aliquotas (tubos 0, 1 e 5) com 50 ul do DNA autoclavado em
banho a 95°C por 10 minutos;
Passar os tubos para gelo por 10 segundos: tratar imediatamente o tubo 0 com
S1 nuclease e colocar os tubos 1 e 5 em banho a 65°C para renaturagao.
Apdés 1 minuto, retirar o tubo 1 e tratar com S1 nuclease e apds 5 minutos,
retirar o tubo 5 e tratar com S1 nuclease;
Para o tratamento com S1 nuclease, utilizar 1U da enzima para 1ug de DNA e

5,5 pl tampé@o 10X para o volume final de 50 pl.
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Incubar a 37°C por 8 minutos;

Congelar imediatamente em nitrogénio liquido;

Adicionar igual volume de fenol/cloroférmio (1:1);

Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm. Coletar a fase aguosa e passar para
um tubo novo;

Precipitar o DNA com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado;

Deixar no freezer a —75°C por 30 minutos;

Centrifugar por 15 minutos a 18,75x10*g a 4°C. Secar e ressuspender em 50
ul de agua milliQ autoclavada.

Checar o DNA em gel de agarose 1%.

3.2.11 — Isolamento de sequéncias repetitivas obtid  as por microdisseccao

cromossOmica (Hu et al., 1998) e DOP-PCR (Telenius et al., 1992).

| — Preparacao das agulhas
As agulhas usadas para microdissectar os cromossomos foram produzidas a
partir de capilares de vidro com didmetro de 0,5 mm por aguecimento em puller

(Narishige modelo PC 10).

Il — Microdissec¢ao cromossémica e DOP- PCR

Pingar no centro de uma laminula uma gota da preparacdo cromossémica
(suspensao celular) minutos antes da microdissecc¢ao;

Com as microagulhas de vidro fixadas no micromanipulador eletronico
(Joystick, TranferMan NK2, Eppendorf) acoplado a um microscopio invertido

Olympus IX 71, “raspar” 0 cromossomo de interesse.
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Colocar o material microdissectado, quebrando a ponta da agulha, em
microtubos de 0,2 ml contendo uma combinacdo do oligonucleotideo 5° CCG
ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3 (TELENIUS et al.,, 1992), tampéo de
reacdo da termosequenase, dNTP e enzima termosequenase.

Realizar uma PCR convencional,

Aplicar o produto em gel de agarose 1% e corar com brometo de etidio 1% (10
mg/ml);

Visualizar em transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.12 — Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) com sonda de rDNA 18S E
5S (White et al., 1990)

Para a identificacdo das regides de rDNA foram utilizadas duas sondas,
uma para rDNA 18S obtida via PCR a partir do DNA nuclear do peixe
Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004), usando os primers NS1
5'- GTAGTCATATGCTTGTCTC — 3’ e NS8 5° TCCGCAGGTTCACCTACGG —
3" (White et al., 1990) e outra sonda de rDNA 5S obtida de Leporinus
obtusidens (MARTINS e GALETTI, 1999), usando os primers A (5-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3") e B (5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3).

| - Marcacédo da sonda por nick translation

Para marcacéo da sonda, foi utilizado o kit Nick Translation da Invitrogen.
Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml a 0°C: 28,3 pl de agua em
guantidade suficiente para a sonda rDNA 18S e 23,6 ul de agua em quantidade
suficiente para a sonda rDNA 5S; 7,5 pl de dNTP Mix 10x com dATP mais

biotina; 2,7 ul de DNA 18S e 6,4 ul de DNA 5S; 7,5 pl de enzima mix 10x
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(DNAse + DNA polimerase 1). O volume final da reacdo deve ser 45 pl para
cada sonda e o volume de agua a ser colocado depende da concentracdo da
sonda;

Misturar e centrifugar brevemente (aproximadamente 5 segundos), incubando a
16°C durante 2 horas;

Colocar o tubo no gelo apds duas horas e checar o tamanho dos fragmentos
em gel de agarose (estes devem medir entre 100 e 500 pb);

Adicionar 7,5 ul de tampéao de parada,;

Precipitar o DNA com 5 pul de acetato de sddio 3M e 100 pl de etanol P.A.;
Incubar a - 20° C por 12h;

Centrifugar a 1,63x10%g por 10 minutos;

Centrifugar a 1,63x10'*g por 5 minutos;

Descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em 2 pul de agua;

Il — Tamanho dos fragmentos em gel
Misturar 1 pl da reacdo de nick translation com 1 pl de azul de bromofenol e
aplicar em gel de agarose 0,8% e 1 pl brometo de etidio;

Aplicar a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos;

[l — Hibridagao fluorescente in situ (FSH)

Lavar as laminas em tamp&o PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura
ambiente sob agitagao;

Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada (secar);
Incubar as laminas em 90 pl de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37°C por 1

hora em camara imida com agua milli-Q;
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Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC;

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez;

Fixar em formaldeido 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCI, durante 10 minutos a
temperatura ambiente;

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitacao;

Desidratar o material em série alcoodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada,;
Desnaturar em série alcodlica, a solucdo de hibridacdo a 100°C por um periodo
de 10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo;

Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos;

Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos
cada;

Preparar camara umida a 37°C;

Montar cada lamina com 50 pl de solucéo de hibridizacao, cobrir com laminula

e deixar 12h a 37°C;

IV - Lavagens

Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10
minutos cada sob agitacéo;

Lavar as laminas trés vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada sob
agitacao;

Lavar durante 5 minutos em solugdo de Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas em tampéao 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos;



Daniele Aparecida Matoso 46

Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8 ul FITC/ 800 pl NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar com 90 ul de anti-avidina (8 ul anti-avidina/ 792 ul de NFDM) durante
30 minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8ul FITC/800ul NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar com 90 pul de anti-avidina (8 ul anti-avidina/ 792 ul de NFDM) durante
30 minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8 pl FITC/800 ul NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Desidratar em série alcoodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar;
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V — Montagem da lamina
Misturar 200 ul de antifading mais 8 ul de iodeto de propideo (50 pg/ml);

Colocar 25 pl da solugéo e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

3.2.13 — Obtencdo de células meidticas para analise da meiose
convencional (Kligerman e Bloom, 1977)

Retirar as gbnadas cortando—as em pequenos pedacos;
Colocar o tecido em uma cubeta com agua destilada ou solucéo hipotdnica de
KCI 0.075M;
Deixar o tecido hipotonizando por aproximadamente uma hora e 20 minutos;
ApOs esse periodo colocar o material em fixador Carnoy (metanol: acido
acético 3:1) por 30 minutos;
Repetir a fixacéo trocando o fixador e manter o material por mais 30 minutos;
ApOs a segunda fixacdo trocar o fixador colocando—o em um tubo tipo

eppendorf de 2 ml e estocar a —20°C.

3.2.14 — Peparacao das laminas para analise meiétic a convencional

Colocar a gobnada em uma cubeta apropriada para macerar o tecido;
Cortar o tecido em pequenos pedacos;
Pingar duas a trés gotas de uma solucéo de acido acético 60% e com ajuda de
um bastdo macerar o material até obter uma solugcdo homogénea;
Pingar duas a trés gotas da solucdo em uma lamina limpa aquecida a
aproximadamente 40°C;
Esperar o acido acético evaporar tomando o cuidado de homogeneizar a
solucdo sobre a lamina sem deixd—la aquecer muito para nao estragar a

preparacao;
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Corar a lamina em solucdo de Giemsa 5% com tampao fosfato.

3.2.15 - Analise dos Marcadores citogenéticos

Para cada uma das técnicas aplicadas foram examinadas 30 células
metafasicas ou meidticas. As preparacfes foram visualizadas em microscopio
optico de campo claro e epifluorescéncia Olympus BX 40 e capturadas com
camera digital CCD Olympus DP71 13 mp. Para a analise com DAPI foi
utilizado filtro de comprimento de onda variando de 360 a 390 nm. As bandas C
foram coradas com iodeto de propideo e analisadas com filtro para o

comprimento de onda de 430 a 480 nm.

3.2.16 — Extracdo de DNA — (Sambrook e Russel, 2001 ).

Colocar o tecido (1/1 cm® em um almofariz e macera-lo com nitrogénio
liquido com auxilio de um bastéo de louca;
Adicionar 250 ul de solucéo de lise (NaCl 0.4M, EDTA 0.1M pH 8.0, Proteinase
K 100 pyg/ml, SDS 0.1%) e homogeneizar a amostra,
Transferir o material para um tubo tipo eppendorf e manté-lo em banho-maria a
temperatura de 50°C durante uma hora e 30 minutos;
Adicionar 250 pl de RNAse (100 mg/ml) mantendo-o em banho-maria a 37°C
por 1 hora, procedendo a leve agitacéo periodica;
Acrescentar 500 pl de uma solugdo contendo fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico na propor¢éo 50: 48: 2;
Agitar suavemente o tubo por 30 minutos;
Centrifugar o material por 10 minutos a 8,33x10"g;

Transferir com auxilio de pipeta o sobrenadante, sem a camada fendlica;
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Adicionar NaCl 1M para a precipitacdo do DNA juntamente com 2 volumes de
etanol gelado absoluto;

Inverter o tubo diversas vezes para a visualizacdo do DNA;

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x10%g e descartar o sobrenadante;
Adicionar 500 ul de etanol 70% e deixar descansar por 5 minutos;

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x10%g e descartar o sobrenadante;
Secar o DNA em estufa a 37°C por 12h;

Ressuspender o DNA em 30 ul de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM)

ou agua autoclavada e armazenar em freezer a - 20°C.

3.2.17 — Extracdo de DNA — Método CTAB (Murray e Th  ompson, 1980)
Preparar o Tampao CTAB para um volume final de 15 ml seguindo a
formulacao:
6 ml CTAB 5% (concentracéo final 2%)
3 ml de NaCl 5M (concentracéo final 1M)
3 ml EDTA 0,5M (concentracéo final 0,1M)
3 ml TRIS-HCI 1M pH 8.0 (concentracgéao final 0,1M)
Guardar o tampéo de extracdo em temperatura ambiente.
| - Processo de extragao:
Colocar em um tubo 0,2g de tecido muscular, 600 ul de tampéo CTAB,
13 ul de proteinase K (10 mg/ml) e 15 ul de DTT (1M);
Colocar a 60°C por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido;
Adicionar ao tubo 10 pl de RNAse (10 mg/ml) e manter a 37°C por 3 horas;

Adicionar 600 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1);
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Agitar durante 5 minutos (vértex suave). Centrifugar a 5,33x10'*g por 5
minutos;

Retirar sobrenadante e transferir para um novo tubo;

Adicionar 450 ul de Isopropanol e deixar a —20°C por 2 horas ou 12h;
Centrifugar a 1,63x10'*g por 15 minutos (alinhar os tubos na centrifuga).
Descarta-se o sobrenadante;

Lavar o pellet com 450 ul de etanol 70%. Centrifugar por 2 minutos e retirar o
sobrenadante.

Deixar secando na estufa a 37°C e ressuspender em 150 ul de agua mili-Q.

3.2.18 — Preparacdo do gel de agarose 0,8% e 3% par a eletroforese e
visualizacdo do DNA

Pesar 0,8 ou 3 gramas de agarose e colocar num Erlermeyer de 250 mi;
Diluir a agarose em 100 ml de tampéao TBE uma vez, aquecendo a solu¢do em
forno microondas e cuidando para que ndo permanecam blocos néo dissolvidos
no frasco;
Esperar a solugcédo esfriar a temperatura ambiente e em seguida coloca-la na
cuba de eletroforese na presenca de um pente para formar pocgos para
aplicacao das amostras;
Aguardar a polimerizacéo do gel;
Retirar cuidadosamente o pente para ndo estragar os pocos e adicionar o
tampdo TBE uma vez na cuba até cobrir os eletrodos;
Injetar o0 DNA nos pogos junto com o tampao de aplicagdo (azul de bromo

fenol);
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Inserir os eletrodos nas posi¢des indicadas da cuba, ligar a fonte na corrente
elétrica programando-a para 100 Volts;

Deixar o DNA migrar no gel por 5 horas;

Retirar o gel da cuba e cora-lo com brometo de etideo (10mg/ml) diluido em
TBE uma vez por 15 minutos;

Retirar o gel do tampé&o TBE, colocando-o sobre o transiluminador;

Ligar a luz ultravioleta, visualizar as bandas de RAPD rapidamente para evitar

degradacéo e fotografar o gel.

3.2.19 — Analise molecular baseada em marcadores RA PD (Williams et al.,
1990)

A técnica de RAPD esta baseada na amplificacdo do DNA gendémico via
PCR (Polymerase Chain Reaction), usando primers de sequéncias
nucleotidicas arbitrarias. Para obter os marcadores RAPD foi realizado um teste
prévio com um conjunto de 12 oligonucleotideos e selecdo daqueles que
demonstraram maior consisténcia na amplificacdo possibilitando o
estabelecimento de um padrédo. Foram incluidos controles negativos contendo
todos os componentes da reacdo a excecdo do DNA molde. As reacdes foram
realizadas de acordo com as especificacbes de cada fabricante. Os
oligonucleotideos usados na amplificacdo foram provenientes dos kits OPW,
OPAM e OPAK da Operon Technologies, e as condicbes de PCR foram as
seguintes: 40 ciclos de 40 segundos a 92°C, um minuto e 30 segundos a 40°C
e dois minutos a 72°C. Para os oligonucleotideos do kit Ready-to-go da
Amersham-Pharmacia as condigdes de PCR foram as seguintes: 35 ciclos de

um minuto a 92° um minuto e 30 segundos a 37°C e trés minutos a 72°C.
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Todas as reacOes foram realizadas em termociclador modelo PTC-100 MJ
Research.

As reacOes foram realizadas em volume de 25 pul, contendo 50 ng de
DNA, Ampli Tag DNA polimerase (1.5 U), 200 mM de cada dNTP, 2.5 ug de
BSA, 25 pmol de primers e tampéao de reacdo (MgCl, 3 mM, KCI 30 mM, Tris
10mM pH 8.3). Um volume de 10 pl do produto de PCR foi aplicado em gel de
agarose 3% e visualizado com brometo de etideo sob luz ultravioleta depois de
corrida de 5 horas a 100 Volts. As imagens foram fotodocumentadas pelo
sistema Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS)

290.

3.2.20 — Sequenciamento da regido D-loop

O sequenciamento da regido controle das 6 espécies de pimelodideos foi
realizado no Laboratorio Tematico de Biologia Molecular do INPA, para 41
individuos amostrados. A regido D-Loop inteira foi sequenciada utilizando a
reacdo de PCR com um volume total de 30 pyl e 5 ng de DNA total, 1.5 mM
MgCI2, tampé&o de reacdo uma vez, 200 uM de dNTPS, 0.5uM de cada primer e
0.5 unidades de Tag DNA polimerase. Os primers usados foram o FTTP: 5’CAA
AGC GCC GGT CTT 3 e F12R 5GTC AGG ACC ATG CCT
TTG3'(SIVASUNDAR et al., 2001). A amplificagéo foi realizada em 30 ciclos
com o seguinte perfil de temperatura: para 0s primeiros cinco ciclos foram
utilizadas as temperaturas de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 53°C e 1.5 minutos a
72°C. Para os 25 ciclos restantes a temperatura de hibridacao foi abaixada para
50°C. Os produtos da PCR foram submetidos a uma corrida em gel de agarose

0,8% usando o fago A como marcador de massa molecular. Os produtos foram
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subsequentemente purificados com o kit Wizard (Promega) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O produto purificado foi sequenciado com o kit
DyEnamic ETdye Terminator MegaBace (GeHealthcare) em 35 ciclos seguindo
as seguintes temperaturas: 20” a 95°C, 15" a 50°C, 1'20” a 60°C. O produto do
PCR foi entdo injetado em sequenciador MegaBace utilizando diferentes
condi¢cbes de corrida: corrida 1 — tempo de corrida 220 minutos, voltagem de 6
Kv, tempo de injecdo 150 segundos, voltagem da injecdo 1.5 Kv, corrida 2 —
tempo de corrida 300 minutos, voltagem de 6 Kv, tempo de injecao 100

segundos, voltagem da injecédo 3 Kv.

3.3 — Anélise estatistica dos dados
3.3.1 — Marcadores RAPD

Os dados de RAPD foram inseridos numa matriz binaria codificados
como 1 ou O conforme a presenca ou auséncia de fragmentos observados no
gel, assumindo-se que alelos de diferentes loci migram para posicdes
diferentes no gel e que cada banda representa um loco Mendeliano de carater
dominante que se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg. O alelo nulo
recessivo nao € visivel (LYNCH e MILLIGAN, 1994). O programa NTSYS-PC
versao 2.1 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (ROHLF,
2000) foi utilizado para estimar o nivel de similaridade genética
intrapopulacional através do coeficiente de JACCARD (1901), que leva em
consideracdo o numero de concordancias positivas entre dois individuos e o
namero de caracteristicas Unicas presentes num individuo e no outro,
contemplando por isso a dupla presenca.

J=al/(atb+c)
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Onde:

a corresponde ao numero de concordancias positivas entre dois individuos x e
Y

b corresponde ao numero total de caracteristicas Unicas presentes no individuo
X,

c corresponde ao total de caracteristicas unicas no individuo y.

Andlises de agrupamento foram realizadas pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetical Average) (SNEATH; SOKAL,
1973). Os valores de bootstrap foram obtidos com o programa BOOD versao
3.03 (COELHO, 2004). Os valores de heterozigosidade, porcentagem de loci
polimorficos, distancia e identidade de NEI (1972,1978), analise de
estruturacdo e teste exato de diferenciacdo populacional, foram obtidos através

do programa TFPGA verséo 1.3 (MILLER, 1997).

3.3.2 — Sequéncias D-loop do mtDNA

As sequéncias foram alinhadas pelo programa CLUSTAL W
(THOMPSON et al.,, 1994). Os parametros para os alinhamentos par-a-par
foram de 6.6 e 10.0 e para os alinhamentos multiplos foram de 10.0 e 15.0,
para abertura e extensao de gaps, respectivamente. As comparagdes par a par
e multi-alinhamentos foram realizados usando o programa Paup* versao 4.0b10
(SWOFFORD, 2002) e MEGA versao 4.0 (TAMURA et al., 2007). As andlises
filogenéticas foram também realizadas no MrBayes versao 3.1.1
(HUELSENBECK et al., 2001; RONQUIST e HUELSENBECK, 2003). Foram
efetuadas andlises usando diversas medidas de distancias genéticas e

métodos de agrupamento. O programa Modeltest 3.0 (POSADA e CRANDALL,
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1998), foi utilizado para determinar o modelo 6timo de evolug¢do nucleotidica,

usando o critério de AKAIKE (AIC).
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Capitulo Il
Polimorfismos cromossOmicos na  espécie Steindachneridion

melanodermatum Garavello 2005 (Siluriformes, Pimelodidae)

Abstract

Fifty five specimens of Steindachneridion melanodermatum were investigated
using molecular and classical cytogenetics tools. Two polymorphisms were
found, one involving the length of nucleolus organizers regions and another
involving two submetacentric chromosomes previously identified like sexual
chromosomes. The results suggested the occurrence of polymorphism due to
homogeneity between caryotypes of males and females and its presence in
both the sexes.

Key words: evolutionary biology, caryotype evolution.

Resumo

Cinquenta e cinco espécimes de Steindachneridion melanodermatum foram
investigados utilizando ensaios de citogenética classica e molecular. Dois
polimorfismos foram encontrados, um envolvendo o tamanho das regides
organizadoras de nucléolos, e outro envolvendo dois cromossomos
submetacéntricos previamente diagnosticados como cromossomos sexuais. Os
resultados da presente pesquisa sugerem a ocorréncia de polimorfismo devido
a homogeneidade dos cariétipos entre machos e fémeas e a presenca desses
Cromossomos em ambos 0S Sexos.

Palavras—chave: biologia evolutiva, evolucéo cariotipica.
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Introducao

Steindachneridion melanodermatum GARAVELLO (2005), é uma
espécie de grande bagre endémica ao rio Iguacu popularmente conhecida por
surubim ou monjolo. Essa espécie tem sido alvo de estudos relacionados a sua
dindmica reprodutiva e comportamental, assim como estudos citogenéticos.
Neste contexto, SWARCA et al., (2006) foram pioneiros na caracterizacao
cariotipica e descreveram um sistema de cromossomos sexuais XX/XY nessa
espécie. Segundo esses autores 0 cromossomo Y tipico dos machos e de
maior tamanho que o X teria sofrido uma duplicacdo de sequéncias repetitivas,
similares a sequéncias Alu, nos bracos longo e curto desse cromossomo, e
sequéncias de DNA repetitivo teriam tido importante papel na diferenciacéo
morfolégica desse sistema cromossémico sexual. Na familia Pimelodidae e
mais especificamente entre os grandes bagres a descricdo de um sistema
sexual simples nunca havia sido anteriormente observada.

A diferenciacdo de cromossomos sexuais em peixes € bastante
divergente entre os taxons e nado representa uma condicdo basal como
verificado em outros vertebrados a exemplo de mamiferos (XX/XY) e aves
(ZZ/ZzW) (ARTONI et al.,, 2001). Embora somente cerca de 5% dos peixes
neotropicais  apresentem Cromossomos  sexuais morfologicamente
diferenciados (CENTOFANTE et al., 2002), a heterogametia masculina e
feminina em sistemas simples envolvendo somente um par de cromossomos
ou em sistemas multiplos com varios cromossomos envolvidos pode ser
verificada. Nesse sentido foram descritos diversos sistemas de cromossomos

sexuais em peixes (BERTOLLO et al., 1997; BERTOLLO e MESTRINER, 1998;
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MAISTRO et al.,, 1998; BORN e BERTOLLO, 2000; WASKO et al., 2001,
VENERE et al., 2004; VICARI et al., 2006, SILVA e MARGARIDO, 2007),
envolvendo tanto a heterogametia masculina quanto a feminina em ambos os
tipos de sistemas, simples e multiplos.

Na intencdo de gerar dados que corroborassem ou ndo a existéncia de
um sistema de cromossomos sexuais XX/XY em S. melanodermatum, foram
aplicadas técnicas de citogenética classica e molecular para aprofundar sua

analise nessa espécie de grande bagre endémica do rio lguacu.

Material e Métodos

Foram analisados os cariétipos de 55 espécimes de S. melanodermatum
provenientes da bacia hidrografica do rio Iguacu, sendo 12 machos, quatro
fémeas e dois de sexo ndo identificado coletados na natureza (n=18) e 27
machos, quatro fémeas e seis de sexo nao identificado nascidos em cativeiro
(n=37) na Estacdo de Estudos Ictiologicos da Usina Nei Braga (COPEL)
(Figura 2.1). Os exemplares foram identificados segundo GARAVELLO (2005)
e tombados no Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

A identificacdo do sexo foi realizada pela biopsia parcial das gdnadas,
examinadas a fresco em microscopio 6ptico com objetivas de 10x e 40x (Figura
2.1). Seguida a identificagdo, as gonadas foram retiradas e armazenadas em
fixador Carnoy 3:1.

As preparagbes mitéticas foram obtidas a partir de células do rim

anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et
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al., 1978), enquanto as preparacdes das células meioticas de espermatdcitos e
ovocitos foram obtidas de acordo com o método de KLIGERMAN e BLOOM
(1977). As regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foram visualizadas
com nitrato de prata (HOWELL and BLACK, 1980), e a heterocromatina foi
analisada pelo bandamento C (SUMNER, 1972). Um bandamento similar
aguele obtido para bandas G positivas foi realizado pela coloragdo com corante
de Wright.

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os
genes de rDNA, utilizando-se a sonda de rDNA 18S obtida de Prochilodus
argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004) e a sonda de rDNA 5S obtida a
partir da espécie Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI, 1999). As sondas
18S e 5S foram marcadas com biotina 14-dATP por nick translation, seguindo
as instrucdes do fabricante (Bionick Labelling System — Invitrogen). A deteccéo
e amplificacdo do sinal foram realizadas com os seguintes componentes: “TSA
Kit with HRP.streptavidin and Alexa Fluor 488 tyramide” (Molecular Probes)
para a sonda 18S; e sistema avidina-FITC conjugado — anti-avidina biotina
conjugada (Sigma) para a sonda 5S. O procedimento geral de hibridizacéo
seguiu o protocolo descrito por PINKEL et al. (1986). A anélise foi realizada em
microscoépio de epifluorescéncia Olympus BX40. As imagens cromossodmicas
foram capturadas com a utilizacdo de camara CCD Olympus DP71 e Image Pro
Plus, 4.1 (Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m),

submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), dependendo da
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sua razdo de bracos (LEVAN et al.,, 1964), e arranjados em tamanho

decrescente nos caribtipos.

Resultados

Um numero dipléide de 2n=56 cromossomos foi observado para ambos
0s sexos. A formula cariotipica foi composta por 14m + 22sm + 12st + 8a, com
namero fundamental (NF) igual a 104 em ambos os sexos. Em alguns
exemplares examinados o0 segundo cromossomo submetacéntrico de numero 9
e outro submetacéntrico de nimero 14 de menor tamanho ndo apresentaram
homologos (Figura 2.2). Nas analises das células meioticas foi observada a
presenca de 28 bivalentes com a ocorréncia de um a dois quiasmas por
cromossomo na fase de dipléteno e diacinese (Figura 2.3). Nas células em
paquiteno 0s cromossomos apareceram pareados ponta a ponta. Para ambos
0os sexos ndo foram observados pareamentos irregulares ou atipicos em
qualquer uma das imagens meidticas analisadas.

A heterocromatina foi localizada na regido pericentromérica dos pares
cromossémicos 1, 3 e 19 e também nas regides teloméricas dos pares
acrocéntricos 25, 26, 27 e 28, como marcacdes muito pequenas. Apareceram
também porcdes heterocromaticas intercaladas e associadas as regides
organizadoras de nucléolo (Figura 2.4).

A regido organizadora de nucléolo, identificada pela coloracéo por nitrato
de prata coloidal, foi localizada na porcéo telomérica do braco curto do primeiro
par de cromossomos acrocéntricos de numero 25 nos exemplares sem

polimorfismo e nimero 26 nos exemplares com polimorfismo, algumas vezes

Matoso, D. A; Silva, M.; Moraes-Neto, A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Cestari, M. M.; Moreira-
Filho, O.; Artoni, R. F. Chromosomal polymorphism on Steindachneridion melanodermatum

Garavello 2005, (Siluriformes, Pimelodidae) (em preparacao).



Daniele Aparecida Matoso 61

apresentando heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homaélogos.
As regibes de rDNA 18S obtidas pela FISH foram coincidentes com as Ag-
RONs evidenciando o mesmo heteromorfismo funcional visto com as
marcac0des por prata. O rDNA 5S foi identificado no primeiro par subtelocéntrico
de nimero 19 nos exemplares sem o polimorfismo e no par nimero 20 nos
exemplares com polimorfismo (Figuras 2.5 e 2.6). Um padrédo de bandamento
longitudinal semelhante a um padrdao de bandamento G, permitiu um melhor
pareamento dos cromossomos homologos, e em especial possibilitou a

diferenciacéo do par organizador nucleolar (Figura 2.7).

Discusséao

Na familia Pimelodidae um caridtipo composto por 56 cromossomos e
elevado niamero fundamental € uma caracteristica comum, particularmente no
que se refere ao grupo Sorubiminae (FENOCHIO e BERTOLLO, 1992,
SWARCA et al, 2005, 2006). Diversos autores tém proposto que 56
cromossomos seria 0 numero diploide ancestral dentro de Siluriformes
(OLIVEIRA e GOSZTONY, 2000; GARCIA e MOREIRA-FILHO, 2005), portanto
esta seria uma condicdo basal do grupo e alteracbes desse numero poderiam
ser consideradas um carater derivado.

De acordo com a literatura os pimelodideos apresentam ampla variacédo
cariotipica relacionada a presenca de cromossomos supranumerarios ou a
rearranjos de segmentos cromossdmicos homologos, duplicacdes génicas,
transposicao e crossing—over desigual, os quais envolvem mais frequentemente

as regidoes organizadoras de nucléolo (SWARCA et al., 1999, SWARCA et al.,

Matoso, D. A; Silva, M.; Moraes-Neto, A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Cestari, M. M.; Moreira-
Filho, O.; Artoni, R. F. Chromosomal polymorphism on Steindachneridion melanodermatum

Garavello 2005, (Siluriformes, Pimelodidae) (em preparacao).



Daniele Aparecida Matoso 62

2001; GARCIA e MOREIRA-FILHO, 2008; TRECO et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2008).

Em S. melanodermatum foram detectados dois diferentes polimorfismos
como variacdo intrapopulacional. Um polimorfismo esta relacionado ao
tamanho de dois cromossomos submetacéntricos, onde um deles (cromossomo
9) é muito maior que o0 outro submetacéntrico (cromossomo 14). Segundo
SWARCA et al. (2006), esse cromossomo maior seria um cromossomo Y
putativo, ndo heterocromatico de origem recente, e teria sofrido uma duplicacao
nos bracos longo e curto de sequéncias repetitivas similares a sequéncias Alu.
Os resultados da presente pesquisa mostram que O Cromossomo
submetacéntrico maior esta presente também nas células de fémeas nao
podendo ser considerado um cromossomo Y como proposto.

Nesse sentido para testar a hipotese de existéncia ou ndo do sistema
cromossOmico sexual XX/XY em S. melanodermatum foram aplicadas técnicas
de meiose convencional. As analises de imagens meioticas tém possibilitado a
visualizacdo do comportamento cromossémico durante a segregacdo na
meiose, e por isso as técnicas de meiose convencional e do complexo
sinaptonémico tem sido associadas a analise de células mitGticas para a
investigacdo de sistemas sexuais simples e multiplos em diversas espécies de
peixes (BERTOLLO et al.,, 1978, 1979; BRUM et al.,, 1992; FORESTI e
OLIVEIRA, 1993; MESTRINER et al., 1995; BERTOLLO e MESTRINER, 1998).

Os resultados dos ensaios conduzidos com meiose convencional em S.
melanodermatum n&o corroboraram a existéncia de um sistema cromossomico

sexual nessa espécie, embora a ndo visualizacdo de pareamento heterélogo
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durante o processo meidtico ndo seja suficiente para descartar a ocorréncia de
um sistema sexual quando presente. BERTOLLO et al., (1978), descreveram
um sistema de cromossomos sexuais simples com heterogametia masculina
(XX/IXY) em Hoplias malabaricus, onde n&do conseguiram visualizar um
pareamento heterdlogo na meiose. Por outro lado, a analise do complexo
sinaptonémico e da meiose convencional foram decisivas para excluir a
existéncia de um mecanismo sexual XX/XY em Leporinus lacustris
(MESTRINER et al., 1995), que de maneira similar aquela vista em S.
melanodermatum estava relacionada a diferencas estruturais dos
Cromossomos.

Em alguns estudos citogenéticos de peixes, ja foi proposta a existéncia
de sistemas cromossémicos sexuais, porém revisdes posteriores com aplicacao
de técnicas mais resolutivas e analises com maior nimero de exemplares nao
corroboraram sua ocorréncia. Em estudo desenvolvido por MICHELE e
TAKAHASHI (1977) foi proposta a existéncia de um sistema cromossémico
sexual XX/XY em Geophagus brasiliensis, apos anélises com impregnagao por
prata FELDEBERG e BERTOLLO (1985) e MARTINS et al., (1995),
descobriram tratar-se de um polimorfismo associado ao heteromorfismo de
tamanho das regides organizadoras de nucléolo. De maneira similar GALETTI
et al., (1981) descreveram um sistema sexual XX/XY para Leporinus lacustris.
Andlises de células meidticas e do complexo sinaptbnemico em maior nimero
de exemplares, demonstraram que 0S CromossSOmOS sexuais Ppropostos
possuiam comportamento meidtico padrdo, porém condensacdo diferencial

resultando em diferencas cromossomicas estruturais (MESTRINER et al. 1995).
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Em Imparfinis mirini, VISSOTO et al., (1997) descreveram um sistema sexual
ZZIZW analisando apenas seis exemplares, com a ampliacdo do numero
amostral para 176, constatou-se a existéncia de um polimorfismo
cromossOmico envolvendo a regido heterocromatica terminal no braco longo do
par 10 (VISSOTO, 2000). Em Hoplias lacerdae, BERTOLLO et al. (1978)
descreveram um sistema sexual XX/XY, que néo foi posteriormente confirmado
por MORELLI et al. (2007), apds aplicacdo de bandamento C e fluorocromos
base-espécifcos.

Além dos estudos com descri¢cdes de sistemas sexuais inexistentes, ha
na literatura relatos onde o sistema sexual estava presente, mas nao foi
detectado devido ao baixo numero amostral analisado ou devido auséncia de
resolucdo das técnicas utilizadas. Nesse sentido podem ser citados o0s
trabalhos desenvolvidos por ALVES et al. (2003) e ALVES (2005) que ao
analisarem apenas dois exemplares de Hartia carvalhoi (citada como H.
loricarifomes), ndo conseguiram identificar um sistema cromossomico sexual
multiplo XX/XY1Y,, posteriormente verificado por CENTOFANTE et al. (2005),
em exemplares da mesma espécie coletados na mesma localidade, com
namero amostral igual a 20. Caso semelhante ocorreu em Gymnotus pantanal
descrita por FERNANDES et al. (2005) como uma nova espécie com 2n=40
cromossomos e formula cariotipica (7m/sm + 13st/a). SILVA e MARGARIDO
(2005) ao analisarem 20 exemplares de G. pantanal (citado como Gymnotus
sp.) verificaram numeros diploides distintos entre 0os sexos com as fémeas
portando 2n= 40 cromossomos e 0Ss machos 2n=39 Ccromossomos,

caracterizando assim uma heterogametia masculina com presenca de um
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sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XiXiXoXo/XiXoY. As
diferentes descrigBes cariotipicas para G. pantanal provavelmente ocorreu pelo
fato de que FERNANDES et al. (2005) descreveram o caridtipo da espécie
baseados apenas em exemplares do sexo feminino. MOREIRA-FILHO et al.
(1984, 1985) e JESUS e MOREIRA-FILHO (2000) ao analisarem a espécie
Apareiodon ibitiensis descreveram sua estrutura cariotipica como sendo
composta por 2n=54 cromossomos para machos e fémeas, mas
BELLAFRONTE et al. (no prelo) ao utilizarem a técnica de bandamento C
modificada com iodeto de propideo, que resulta em melhor contraste entre as
bandas e por isso numa melhor resolucdo do heteromorfismo cromossémico,
caracterizaram uma heterogametia feminina e a identificacdo precisa de um
sistema sexual do tipo ZZ/ZW em exemplares de diferentes populacbes
provenientes de distintas bacias hidrograficas.

Assim os dados aqui levantados demonstram que o aperfeicoamento
das técnicas citogenéticas bem como o maior dominio destas na aplicacdo de
problemas sobre evolucdo cariotipica aliada ao maior cuidado nas analises,
possibilita a averiguacdo e o teste de hipoteses evolutivas. Foi com esse
objetivo e na tentativa de elucidar a natureza do polimorfismo encontrado em S.
melanodermatum, foram isoladas duas sondas de DNASs repetitivos, obtidas por
diferentes metodologias (Silva et al. em preparagdo). Entretanto, até o
momento os resultados obtidos ndo permitiram a averiguacdo da hipotese de
amplificacdo do cromossomo 9 pelo SINE da familia Alu. Permanecendo
desconhecido o evento evolutivo que deu origem a esse Cromossomo

submetacéntrico grande de S. melanodermatum, presente tanto em machos
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quanto em fémeas, variavel interindividualmente e polimérfico na amostra
populacional nativa e nascida em cativeiro.

Outro polimorfismo comum entre os pimelodideos e demais grupos de
peixes neotropicais € aquele relacionado as RONs. (FENOCCHIO e
BERTOLLO, 1992; SWARCA et al., 2001; CAPISTANO et al., 2008; RIBEIRO
et al., 2008). Em S. melanodermatum foi observada ampla variacdo de
tamanho, ndo so por atividade verificada pela prata coloidal, mas também pela
localizacdo de sequéncias de rDNA 18S por FISH, entre os homdlogos que
contém os cistrons ribossomais. Ha individuos que apresentam o par da RON
duplicado em ambos os cromossomos, entretanto a condicdo mais comumente
observada € aquela em que apenas um cromossomo apresenta a duplicacao.
Essa condicdo representando o individuo heterozigoto, demonstra a existéncia
de um polimorfismo estrutural. E uma quest&o aberta se a auséncia de um dos
homozigotos com as RONs duplicadas representaria uma desvantagem
seletiva em S. melanodermatum. Em Oncorhyncus mykiss, PORTO-FORESTI
et al., (2004), observaram um efeito letal gerado pela homozigose de um evento
de inversdo paracéntrica envolvendo as regides organizadoras de nucléolo.

Em conclusdo, embora a macroestrutura cariotipica de S.
melanodermatum reflita um estado basal e conservado encontrado para a
maioria dos peixes pimelodideos, com numero dipldide 2n=56 cromossomos e
namero fundamental elevado, o0 genoma dessa espécie parece experimentar
processos evolutivos relacionados ao acumulo de sequéncias de DNA
moderadamente repetitivo como verificado para as regides 18S do rDNA e/ou

as sequéncias altamente repetitivas a exemplo do SINE Alu, sugeridas no
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presente artigo como situacdes polimorficas. Semelhante a alguns casos
relatados acima o sistema de cromossomos sexuais XX/XY descrito por
SWARCA et al. (2006) para S. melanodermatum, trata de um polimorfismo
cromossGmico, uma vez que o0 presente trabalho evidencia que o
heteromorfismo esta presente em exemplares de ambos o0s sexos da

populacao estudada.
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Figura 2.1 - (a) Exemplar de Steindachneridion melanodermatum.
Caracterizacdo sexual pela observacéo de tecido gon  adal, (b) macho e (c)

fémea. Barra = 10 pm.
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Figura 2.2 — Cariétipos de S. melanodermatum. (a, b) ffmea e macho com
o polimorfismo. (c, d) fémea e macho sem o polimorf  ismo. Observar a
diferenca acentuada de tamanho nos cromossomos subm etacéntricos 9 e

14 nos exemplares com polimorfismo. Barra = 10 um.
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Figura 2.3 — Analise convencional de células meioti  cas de fémea e macho
de S. melanodermatum. (a-f) células de fémea. (a) células em processo

sincrébnico de condensacdo no estagio de zigoteno ta rdio (abaixo) e
paquiteno inicial (acima), (b) 28 cromossomos paqui  ténicos pareados
ponta a ponta, (c) desenho esquematico sobre a imag em anterior do
paquiteno, (d) dipléteno tardio (seta), (e) diacine se com visualizacdo de
quiasmas (seta), (f) fase de transicdo do dipléteno para a diacinese com a

visualizacdo de quiasmas (seta), (g — i) células de  macho. (g) dipléteno, (h,

i) diacinese com visualizacao de quiasmas (setas). Barra = 10 pm.
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Figura 2.4 — (a) Cariotipo de exemplar macho sem o polimorfismo. Giemsa
(acima) e banda C (abaixo). (b) Caridtipo de exempl ar macho com o

polimorfismo. Giemsa (acima) e Banda C (abaixo). Ba rra = 10 um.
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Figura 2.5 — Metafase de fémea evidenciando a local izacéo das regides 5S
em rosa (setas menores) e 18S em verde (setas maior es). As regides 5S
estdo presentes no par subtelocéntrico niumero 19 e as 18S no par
acrocéntrico numero 25. Observar o heteromorfismo d e tamanho das

regides 18S. Barra = 10 um.

Matoso, D. A; Silva, M.; Moraes-Neto, A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Cestari, M. M.; Moreira-
Filho, O.; Artoni, R. F. Chromosomal polymorphism on Steindachneridion melanodermatum

Garavello 2005, (Siluriformes, Pimelodidae) (em preparacao).



Daniele Aparecida Matoso 73

Figura 2.6 — Localizac&o da regido 5S e Ag-RON sequ encial. (a, b) fémea
com polimorfismo, (c, d) fémea sem polimorfismo, (e , ) macho com

polimorfismo. Barra = 10 um.

3 v b
’.
- .
N
?' ; /
£
“
d
< ¥ o
g = o
. 7
» Q=

| . WD 4
4
A 4 o< =
- Ao
v ¥ e
. N
¥ \ =
¥ s ‘;’
o b &N 25
& <
2 -
g . f
\
-
' *
. - - -
. - <
. . - o
- v}
p 4 v
) ‘! .
'S = o r
4 . o
N\ y £
) /r"

Matoso, D. A; Silva, M.; Moraes-Neto, A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Cestari, M. M.; Moreira-
Filho, O.; Artoni, R. F. Chromosomal polymorphism on Steindachneridion melanodermatum

Garavello 2005, (Siluriformes, Pimelodidae) (em preparacao).



Daniele Aparecida Matoso 74

Figura 2.7 — Cari6tipo de macho sem polimorfismo, a  pds coloracdo com
corante Wright mostrando padrdo de bandas semelhant  es ao bandamento

G. Barra =10 pm.
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Capitulo IlI
Monitoramento da variabilidade genética em plantel selvagem e cultivado

de Steindachneridion melanodermatum (Teleostei: Pimelodidae)

Abstract

Specimens of Steindachneridion melanodermatum caught in nature and born in
captivity were analyzed regarding patterns of RAPD molecular markers. The
genetic similarity ranged between 0.57 and 0.95 and two clusters were verified
for the wild specimens. The results suggest the occurrence of different genetic
stocks in the nature living in sympatry in Iguacu River basin. The heterozygosity
and percentage of polymorphic loci were 0.31 and 79%. For the wild specimens
were 0.23 and 62% while for the ones born in captivity 0.26 and 66%,

respectively.

Key words: RAPD, conservation, fish, surubim
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Resumo

Exemplares de Steindachneridion melanodermatum coletados na natureza e
nascidos em cativeiro foram analisados quanto ao padrdao de marcadores
moleculares RAPD. Os indices de similaridade genética variaram de 0,57 a
0,95 e dois agrupamentos foram verificados para os espécimes selvagens,
sugerindo a ocorréncia de estoques genéticos diferentes na natureza ou
unidades taxonémicas distintas, vivendo em simpatria na bacia do Rio Iguacu.
Os valores de similaridade genética verificados para a espécie mostraram
amplitude menor de variagdo quando comparados aos indices obtidos para
exemplares da espécie congénere S. scriptum. A heterozigosidade e a
porcentagem de loci polimoérficos totais foram iguais a 0,31 e 79%. Nos
exemplares selvagens foram iguais a 0,23 e 62% e para os exemplares

nascidos em cativeiro 0,26 e 66%, respectivamente.

Palavras-chave: RAPD, conservacao, peixes, surubim
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Introducao

A conservacdo genética € uma estratégia de grande valor para quem
trabalha com a biodiversidade (SOLE-CAVA, 2001), e uma abordagem de
fundamental importancia nesse campo de pesquisa € a determinacdo dos
niveis de variabilidade genética em uma unidade reprodutiva local, seja para
fins de conservacdo ou cruzamento em cativeiro (LEUZZI et al., 2004).

A construcéo de barragens para a construcao de hidroelétricas € um dos
mais serios problemas de mudancas ambientais para as espécies terrestres e
aguaticas. Em peixes, o fator mais impactante talvez seja a modificacdo nos
padrdes de dispersao de espécies migratorias que sob determinadas condicdes
nao conseguem se adaptar a essas mudancas e acabam reduzindo o fluxo
génico e alterando os componentes da diversidade (AGOSTINHO et al., 1992;
VRIJENHOEK, 1998).

Steindachneridion melanodermatum é uma espécie de grande bagre,
migrador na fase inicial de seu desenvolvimento, endémico a bacia hidrografica
do rio Iguacu. Exemplares da natureza foram coletados e mantidos em cativeiro
como plantel para reproducéo na Estacdo Experimental de Estudos Ictiologicos
em Salto Segredo no Parana. No presente estudo, foram empregados
marcadores moleculares RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) em
exemplares provenientes da natureza (matrizes) e exemplares nascidos no
programa de conservacdo genética e repovoamento desenvolvido pela
Companhia Paranaense de Energia Elétrica (COPEL) da Usina Nei Braga em
Salto Segredo. O objetivo deste estudo foi determinar o nivel de variabilidade

genética encontrado nesses exemplares, na intencdo de gerar informacdes que
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otimizem seu cultivo em cativeiro, e que melhor oriente a conservacédo da
espécie fornecendo subsidios para a implantacdo de estratégias de manejo

adequadas a conservacdo da variabilidade genética in situ.

Material e Métodos

Exemplares de Steindachneridion melanodermatum capturados na
natureza (n = 13) e nascidos em cativeiro (n = 17) foram submetidos a analise
genética por marcadores RAPD. A extracdo de DNA seguiu o protocolo de
SAMBROOK et al (1989).

Os dados foram inseridos huma matriz binaria conforme a presenca ou
auséncia de fragmentos observados no gel, assumindo-se que alelos de
diferentes loci migram para posicoes diferentes no gel e que cada banda
representa um locus Mendeliano de carater dominante que se encontra em
equilibrio de Hardy-Weinberg, com o alelo nulo recessivo nao visivel (LYNCH e
MILLIGAN, 1994). Para a obtencdo dos marcadores RAPD foi utilizado o kit
Ready-to-go RAPD Analysis Beads (GE Healthcare) que contém seis primers
de 10mer de sequéncias arbitrarias na concentracdo de 2.5 nmol cada. As
seguintes sequéncias de primers foram usadas na amplificacao: primer 1 (5’
d[GGTGCGGGAA] 3), primer 2 (5 d[GTTTCGCTCC] 3), primer 3 (5
d[GTAGACCCGT] 3); primer 4 (5° d[AAGAGCCCGT] 3'), primer 5 (5
d[AACGCGCAAC] 3'), primer 6 (5 d[CCCGTCAGCA] 3'). O primer 2 foi
excluido da analise porque forneceu poucos marcadores e quase todos
monomorficos. O perfil de reacdo usado para todos os primers foi: 1 ciclo a 95°

por 5 minutos, 45 ciclos a 95°C por 1 minuto, 36°C por 1 minuto, 72°C por 2
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minutos. A reacao de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi realizada contendo
5 ul de cada primer (25 pMol), 2 ul de DNA molde (5 ng/ pl), 18 pl de agua ultra
pura autoclavada. Todas as reacdes foram executadas com um DNA controle
fornecido pelo Kit e as diluicbes para obtencdo das concentracfes desejadas
foram realizadas conforme as instru¢cdes do fabricante. Para cada primer foi
realizada uma segunda PCR com alguns exemplares selecionados ao acaso,
para fins de reprodutibilidade do padréo eletroforético obtido. Individuos cujos
perfis de bandas ndo foram resolutivos tiveram suas PCRs repetidas para a
inclusdo nas analises estatisticas, ou foram excluidos porgue ndo mantiveram
consisténcia no perfil de bandas apresentado. Esse foi 0 caso dos espécimes
selvagens 1248, 1251 e 1255 que tiveram suas PCRs falhas na amplificacéo
dos primers 1, 3, 5 e 6, embora tenham amplificado bem com o primer 4
(Figura 3.2).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
3% a 100 Volts (= 80 mA) por 4h e 45 minutos. Os géis foram corados com
brometo de etidio 1% (10mg/ml). Cada banda teve sua massa molecular
determinada usando um marcador de massa molecular de 100pb (Biotec
Ludwig), como parametro. As PCRs foram executadas em um termociclador
PTC-100 da MJ Research.

O programa NTSYS-PC versdo 2.1 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System) (ROHLF, 2000) foi utilizado para estimar o nivel
de similaridade genética intrapopulacional através do coeficiente de JACCARD
(1901). Analises de agrupamento foram realizadas pelo método UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetical Average) (SNEATH e
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SOKAL, 1973). Os valores de bootstrap foram obtidos com o programa BOOD
versao 3.03 (COELHO, 2004). Os valores de heterozigosidade, porcentagem
de loci polimérficos, distancia e identidade de NEI (1972,1978), analise de
estruturacao e teste exato de diferenciacdo populacional, foram obtidos através

do programa TFPGA verséo 1.3 (MILLER, 1997).

Resultados e Discusséo

Os cinco primers utilizados nesse estudo produziram 53 fragmentos em
gel, 15.1% se constituiram em bandas monomorficas e 84.90% em bandas
polimorficas. O tamanho dos fragmentos variou entre 200 e 2000 pb e o
namero das bandas variou de 1 a 16. A similaridade genética variou de 0.57 a
0.95. Num estudo desenvolvido por RAMELLA et al. (2006) para exemplares de
S. scriptum do rio Uruguai, foram observados valores de similaridade genética
com amplitude de 0.0 a 1.00, indicando um maior nivel de diversidade em
somente 13 exemplares examinados, quando comparados aos 27 exemplares
analisados no presente estudo com intervalo de variacdo entre 0.57 a 0.95.
Esse dado parece indicar perda de diversidade genética em S.
melanodermatum, embora nenhum outro estudo tenha sido desenvolvido para
essa espécie como parametro comparativo para os dados aqui levantados.

O fenograma gerado pelo UPGMA agrupou os individuos de forma
fragmentada com a formacao de trés clados e valores de similaridade genética
variaveis (Figura 3.1). Nessa analise foram obtidos dois distintos agrupamentos
para 0os exemplares selvagens, indicando que pode haver na natureza

diferentes estoques populacionais geneticamente diferenciados vivendo em
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simpatria, ou ainda, a existéncia de mais de uma unidade taxondémica. O
polimorfismo cromossémico encontrado para essa espécie parece corroborar a
primeira hipétese (Matoso et al., em preparacdo). No mesmo sentido, os
estoques mantidos como matrizes de reproducéo e os exemplares nascidos em
cativeiro também apresentam diferenciacdo genética entre si.

Para fins de determinacédo de parametros mais conclusivos o estoque foi
subdividido em amostra 1 (n=8 exemplares selvagens) e 2 (n=19 exemplares
cultivados). Os valores de heterozigosidade e porcentagem de loci polimérficos
foram calculados para ambas as amostras (Tabela 3.1).

A distancia genética e a identidade genética de NEI (1978) corrigidas
foram iguais a 0,1096 e 0,8962, respectivamente, correspondendo a um valor
equivalente a espécies do mesmo género de acordo com o indice de
identidade obtido por THORPE (1982) em Salminus brasiliensis. O teste exato
de diferenciacdo populacional forneceu alto valor de qui-quadrado e p
altamente significativo (X*> = 148 p = 0,0041), com diferencas entre as amostras
testadas, mesmo quando analisadas conjuntamente. Esse teste foi congruente
com o indice estruturacdo populacional theta (Bst) que foi igual a 0,2313
correspondendo a um moderado valor de estruturacdo genética de acordo com
a estatistica F de WRIGHT (1978).

De acordo com os resultados aqui apresentados, a variacdo genética
total de S. melanodermatum, ndo estd comprometida como verificado pela
porcentagem de loci polimérficos e o indice de heterozigosidade total (Tabela

3.1). Apesar disso a amplitude da variagdo genética existente ¢é
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consideravelmente baixa quando comparada aos valores de similaridade
genética obtidos para Steindachneridion scriptum (RAMELLA et al., 2006).

Embora o programa de cultivo em cativeiro de S. melanodermatum da
Estacdo Experimental de Salto Segredo — COPEL possa ser considerado bem
estabelecido quanto as variaveis ecologicas como nutricdo e reproducéo
induzida (LUDWIG et al., 2005), a falta de dados genéticos acerca do estoque
mantido como matrizes e reprodutores em cativeiro, e 0 nimero de exemplares
utilizados nos cruzamentos pode futuramente potencializar a acdo da deriva
genética diminuindo a diversidade nas geracdes futuras. De acordo com
WASKO et al. (2004), uma maneira de minimizar os danos causados pela baixa
variabilidade genética dos estoques cultivados é genotipar reprodutores
potenciais e cruzar os que possuam maior divergéncia entre si ou retrocruzar
exemplares cultivados com selvagens. Essa estratégia € eficaz quando os
intercruzantes fazem parte do mesmo agrupamento genético. Por isso
determinar o genotipo de todo o estoque reprodutor € importante para evitar
introgressdo génica nas populacbes que ja estdo estruturadas ou
geneticamente diferenciadas.

O monitoramento genético de peixes € uma ferramenta extremamente
atil para programas de conservagao ou repovoamento, mas sdo ainda recentes
as abordagens que utilizam técnicas genéticas para a avaliacdo dos estoques
selvagens e cultivados em espécies Neotropicais. WASKO et al. (2004)
analisando quatro estoques (um selvagem e trés cultivados) de Brycon
cephalus, do programa de conservacdo genética do CEPTA/IBAMA,

encontraram diferencas significativas na composicdo genética dos mesmos
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guanto a porcentagem de loci polimérficos e indice de similaridade genética,
sendo estes consideravelmente superiores no estoque selvagem. No presente
estudo a baixa heterozigosidade e a porcentagem de loci polimérficos
verificada no estoque reprodutor pode nédo estar refletindo o quadro natural das
populacdes selvagens dado ao pequeno numero amostral analisado. No
entanto se considerarmos esse resultado como representativo do cenario
encontrado na natureza ele pode ser explicado pela disperséo limitada dos
espécimes de S. melanodermatum devido comprometimento de seu habitat
natural ou devido a caracteristicas comportamentais tipicas da espécie em sua
fase adulta. Contudo, ndo foi objeto do presente estudo realizar uma ampla
investigacdo acerca destes parametros nesta espécie na natureza e sim em
relacdo a composicdo dos exemplares utilizados em ensaios de reproducdo
induzida, aleatoriamente, em relacéo as geracfes segregantes F1.

Em peixes a técnica de RAPD é utilizada em abordagens que objetivam
0 monitoramento genético de estoques populacionais (WASKO et al. 2004), a
identificacdo de espécies e estoques reprodutores (PARTIS e WELLS, 1996;
PRIOLI et al., 2002; ALl et al., 2004), a andlise de estruturamento de
populacdes naturais (ALMEIDA et al., 2003; WASKO et al., 2002; HATANAKA
e GALETTI 2003; LEUZZI et al.,, 2004; MATOSO et al. 2004; SOFIA et al.,
2006) e a variabilidade genética em populacbes ou espécies ainda nao
estudadas do ponto de vista genético (RAMELLA et al., 2006). Em outros
grupos os marcadores RAPD vem sendo combinados a metodologias de
carater menos arbitrario para gerar padrdes de DNA mais definidos

denominados DNA fingerprinting para fins de caracterizagdo molecular
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(AGGARWAL et al., 2008) e ou analise da diversidade genética (BRAHMANE
et al., 2008; RABELLO et al., 2008).

Apesar da técnica de RAPD nao prover informacdo acurada quanto ao
genotipo especifico dos espécimes analisados e do carater dominante do
marcador, ela € uma ferramenta rapida e barata que permite o acesso a
informacédo sobre a variabilidade genética geral dentro e entre populagdes,
mesmo considerando que a varia¢cao observada pode estar sendo subestimada
(Figura 3.2).

Diante da necessidade de manejo geneticamente orientado para os
estoques em cativeiro de S. melanodermatum, os resultados aqui apresentados
apontam para a necessidade de continuidade do programa com o objetivo de
possibilitar a conservacdo da espécie através de cruzamentos programados e
ampliacdo da informacdo acerca da variabilidade genética existente em

populacdes naturais.
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Figura 3.1 — Fenograma obtido com similaridade de J  accard e método de

agrupamento UPGMA para exemplares de S. melanodermatum. M=

matrizes de reproducédo capturadas na natureza.
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Figura 3.2 — Padrdo de bandas obtido por marcadores RAPD para o primer

4 em S. melanodermatum.
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Tabela 3.1 — Valores de Heterozigosidade (H) e porc entagem de loci

polimdrficos em amostras de  S. melanodermatum.

amostra 1 amostra 2 amostra inteira
selvagem (n==8) cultivada (n=19) (n=27)
H 0,23 0,26 0,31
% loci polimorficos 62,26 66,03 79,24

Matoso, D. A.; Cortinhas, M. C.; Silva, M.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Cestari, M. M.; Artoni,

R. F. Monitoring genetic variability on wild and hatchery stocks of Steindachneridion
melanodermatum (Teleostei:Pimelodidae) (submetido).



Daniele Aparecida Matoso 87

Capitulo IV
Diferenciacdo genética em duas populacbes alopatric as de
Steindachneridion scriptum: especiacdo incipiente ou variacado

geografica?

Abstract

Analyses sequences D-Loop mtDNA region were performed on four genus of
catfish. The samples of Steindachneridion scriptum from Tibagi and Uruguay
Rivers were phylogenetically compared with Brachyplatystoma rousseauxii,
Sorubim lima e Zungaro Zungaro. Three methods were applied (Bayesian
Inference, Maximum Likelihood and Parsimony). The topologies obtained were
similar. Steindachneridion scriptum both localities were considered the same
taxonomical unit but that are in incipient process of genetic differentiation and
speciation. Strategies for the maintenance of population genetic variability were

also suggested

Key-words:  Molecular evolution, Pimelodidae, Phylogenetic Inference,

Genetics conservation
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Resumo

Foram realizadas analises de sequenciamento da regidao D-loop do mtDNA em
espécimes de quatro géneros de grandes bagres. Amostras de
Steindachneridion scriptum do Rio Tibagi e Rio Uruguai foram
filogeneticamente comparadas com Brachyplatystoma rousseauxii, Sorubim
lima e Zungaro zungaro. Trés métodos foram aplicados (Inferéncia Bayesiana,
Méaxima Verossimilhanca e Maxima Parcimdnia) e duas topologias muito
similares foram obtidas. Steindachneridion scriptum de ambas as localidades
foram consideradas uma mesma unidade taxondmica que estdo em incipiente
processo de diferenciacdo genética e especiacdo. Foram também sugeridas

estratégias para a manutencédo da variabilidade genética populacional.

Palavras-chave: Evolucdo molecular, Pimelodidae, Inferéncia filogenética,

Conservacao genética.
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Introducao

O status filogenético dos Pimelodideos bem como sua monofilia tem sido
assunto recorrente na literatura de grandes bagres Neotropicais. A monofilia da
familia Pimelodidae ndo tem sido suportada pelos estudos baseados em
marcadores morfologicos, e atualmente s&o reconhecidos trés grupos
monofiléticos bem definidos: Pimelodidae, Heptapteridae e Pseudopimleodidae.
Os pimelodideos sdo o grupo mais amplo que compdem os grandes bagres,
sendo compostos principalmente por espécies predadoras de relevante
importancia para a pesca e as comunidades ribeirinhas. Estes peixes possuem
corpo coberto por couro, apresentam grande variacdo no tamanho e na cor e
nenhum dimorfismo sexual (GARAVELLO, 2005).

Os grandes bagres informalmente conhecidos como “Sorubimineos”
(Sorubim, Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma, Zungaro, Steindachneridion)
constituem uma das maiores politomias da filogenia da familia Pimelodidae
(PINNA, 1998). Steindachneridion € um género endémico das bacias
hidrograficas brasileiras do leste, filogeneticamente relacionado ao género
Zungaro o qual esta amplamente distribuido pelas bacias hidrograficas
Amazbnica e do Prata (LUNDBERG, 1998). A mais recente revisdo de
Steindachneridion foi realizada por GARAVELLO (2005) e SHIBATTA e
BOCKMANN (2007), quem sugeriram a ocorréncia de seis espécies para o
género: S. amblyurum endémica do Rio Jequitinhonha, S. doceanum endémica

do Rio Doce, S. parahybae endémica do Rio Paraiba do Sul, S.
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melanodermatum endémica do Rio lguagu e as espécies S. scriptum e S.
punctatum com maior distribuicdo na bacia do Parana.

Para tentar elucidar ou melhor estabelecer as relacdes filogenéticas em
uma espécie de Steindachneridion especificamente em S. scriptum do Rio
Tibagi e do Rio Uruguai foram aplicados trés diferentes métodos de inferéncia
filogenética em duas populacdes desta espécie. Uma analise comparativa foi
executada para verificar o nivel de divergéncia genética entre estas populacdes

e seus padrdes evolutivos.

Material e Métodos

Os espécimes foram taxonomicamente identificados de acordo com
GARAVELLO (2005) e as amostras de tecido dos exemplares do rio Tibagi
foram providas pelo Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da Universidade
Estadual de Ponta Grossa — LCEUEPG. Os espécimes foram capturados entre
junho de 2000 e julho de 2005 na regido do alto rio Tibagi a montante da
represa Presidente Vargas, Parana, Brasil. As amostras de tecido dos
exemplares do rio Uruguai foram providas pelo Laboratorio de Biologia e Cultivo
de Peixes de Agua Doce da Universidade Federal de Santa Catarina — LAPAD.
Os espécimes foram capturados entre julho de 1995 e junho de 2002na regiao
do alto rio Uruguai a jusante da represa Machadinho, Santa Catarina, Brasil. O
namero de depdsito dos espécimes do rio Tibagi sdo: 1113LCEUEPG,
1465LCEUEPG, 1466LCEUEPG, 1467LCEUEPG, 1468LCEUEPG,

1469LCEUEPG e dos espécimes do rio Uruguai sdo: 21LAPAD38,
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23LAPADS6, 23LAPADG63, 24LAPAD107, 25LAPAD75, 25LAPAD76,
25LAPAD76, 25LAPAD78, 25LAPAD79, 1261LCEUEPG. Amostras de musculo
e nadadeira de um espécime de Zungaro zungaro, um espécime de Sorubim
lima, 10 de Steindachneridion scriptum do Rio Uruguai e seis do Rio Tibagi
foram coletadas e usadas para a extracdo de DNA seguindo a metodologia
descrita por SAMBROOK et al., (1989). A regido D-loop inteira foi sequenciada
usando 5 ng of DNA, 1.5 mM MgCl,, solucdo tampao 1x, 200 uM de cada
dNTP, 0.5 U de DNA Taqg polimerase e 0.5 uM de cada primer (FTTF: 5’CAA
AGC GCC GGT CTT 3 e F12R 5GTC AGG ACC ATG CCT TTG3)
(SIVASUNDAR et al., 2001).

A PCR foi inicialmente realizada em cinco ciclos, com desnaturacéo de
um minuto a 94°C, hibridizagdo a 53°C por um minuto e elongacéo a 72°C por
um minuto e 30 segundos, seguido por 25 ciclos a 50°C para o0 passo de
hibridizacdo. As reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador modelo
PTC-100 da MJ Research. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0.8% usando o fago A como marcador de
massa molecular.

As amostras foram purificadas com o kit GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE HealthCare) e sequenciadas com o kit DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (GE HealthCare) seguindo as instrugdes do
fabricante. Todos os DNAs moldes (templates) foram sequenciados em ambas

as direcdes em um sequenciador MEGABACE (GE HealthCare). As imagens
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foram documentadas pelo sistema de analise e documentacédo de eletroforese
da Kodak (EDAS) 290.

Uma sequéncia D-Loop adicional de Brachyplatystoma rousseauxii com
namero de acesso DQ779046 (BATISTA e ALVES-GOMES, 2006) foi retirada
do Genbank. As sequéncias D-Loop foram alinhadas e editadas pelo programa
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) usando os seguintes parametros nos
alinhamentos: 6.66 e 10.0 para abertura e extensao de gaps, respectivamente
nos alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensao de gaps nos
alinhamentos multiplos. As comparacdes par a par, informacdes estatisticas e
as analises filogenéticas foram conduzidas pelo uso dos programas
computacionais PAUP v. 4.0b10 (SWOFFORD, 2002), MRBAYES v.3.1.2
(RONQUIST e HUELSENBECK, 1991) e MEGA 3.0 (KUMAR et al., 2004). As
inferéncias filogenéticas foram executadas com diferentes abordagens usando
0os métodos de Inferéncia Bayesiana (Bayesian Inference — BIl) (YANG e
RANNALA, 1997), Parcimbnia (Parsimony — P) (FITCH, 1977) e Maxima
Verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML) (FELSENSTEIN, 1981). As
andlises filogenéticas foram executadas usando as sequéncias de B.
rousseauxii, S. lima e Z. zungaro como grupo externo.

O programa MODELTEST 3.7 (POSADA e CRANDALL, 1998) foi usado
para determinar o modelo 6timo de evolugdo nucleotidica para esse conjunto
de dados. Assim, a analise de ML foi realizada com o modelo evolutivo
proposto por Hasegawa-Kishino-Yano 85 corrigido pela distribuicdo gamma

(HKY85+Gamma) (RODRIGUEZ et al.,, 1990). Buscas heuristicas foram
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conduzidas pelo método de adicdo de taxon stepwise com 10.000 replicactes,
combinadas com o método TBR (tree-bisection-reconnection) como algoritmo
de troca de bragos (ramos) da arvore. Andlises Bootstrap com 10.000
replicacfes foram também executadas para acessar a robustez dos ramos e a
confiancia da topologia obtida.

A analise Bayesiana foi executada com o uso de 1.000.000 de geracoes,
usando 25% (225 caracteres) como o valor de burnin. Uma analise adicional foi
executada no programa MEGA, baseada na distancia de Tamura—Nei (TN)
(TAMURA e NEI, 1993) que inclui o método HYKY85 (HASEGAWA et al., 1984,

1985) e a distribuicAo Gamma para obter a divergéncia genética par a par.

Resultados

As sequéncias alinhadas totalizaram 901bp de comprimento, dos quais
558bp foram constantes, 159bp nédo foram caracteres informativos para
parcimbnia e 184bp foram informativos. O teste de probabilidade hierarquica,
obtido do Modeltest indicou o0 modelo HKY85 + Gamma como o melhor modelo
de evolucdo molecular seguindo a estimativa do valor de AKAIKE (AIC). O
parametro alfa foi igual 1.0181 e a frequéncia de bases foi de A=0.3249,
C=0.2007, G=0.1377, e T=0.3368. A propor¢cdao de transicbes sobre
transversdes (Ts/Tv) foi igual a 1.0731.

A divergéncia genética resultante das comparag¢des par a par, variou

0.001 (0.1%) entre os espécimens 2 e 8 do Rio Uruguai até 0.404 (40%) entre o

Matoso, D. A.; Cortinhas, M. C. S.; Cestari, M. M.;  Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Artoni, R.
F. Genetic differentiation on two allopatric popula  tions of Steindachneridion scriptum:

incipient speciation or geographical variation? (su bmetido).



Daniele Aparecida Matoso 94

espécime de S. lima (grupo externo) e o espécime 1 de S. scriptum do Rio
Uruguai (Tabela 4.1).

As andlises de Inferéncia Bayesiana (Bl) e Maxima Verossimilhanca (ML)
forneceram topologias similares com altos valores de probabilidades a
posteriori e coeficientes derivados da analise bootstrap. Pela analise de
Parcimbnia (P) o clado formado por Z. zungaro e S. lima, bem como, as
relacfes internas para os espécimes do Rio Uruguai foram mantidas, e uma
politomia foi observada para os espécimes do Rio Tibagi. Nas trés abordagens
B. rousseauxii ndo agrupou com qualquer espécimen (Figura 4.1).

Uma maior proporgcao de nucleotideos AT foi observada em relacédo aos
nucleotideos CG e muitos gaps na porgcdo inicial da regido D-Loop foi
verificada. A alteracdo de tamanho da regido D—loop entre as espécies foi a

caracteristica mais marcante entre as sequéncias aqui analisadas (Figura 4.2).

Discussao

Apesar dos varios indicadores positivos, a sistematica dos grandes
bagres Neotropicais € ainda deficiente em um consideravel namero de
aspectos e a identificacdo em nivel especifico é dificil ou quase impossivel em
muitos casos (PINNA, 1998). Nesse contexto diversas abordagens incluindo o
sequenciamento de genes nucleares e mitocondriais (RUTA et al., 2007), bem
como dados morfolégicos (CHAN et al.,, 2007) tém sido combinados na
tentativa de solucionar relacdes filogenéticas incertas para um ilimitado nimero

de taxons. As amostras de S. scriptum do Rio Uruguai e Rio Tibagi pertencem a
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mesma espécie, uma conclusdo suportada pelos baixos indices de divergéncia
genética entre as populacdes (Tabela 4.1), e os clados observados nas trés
analises (Figura 4.1). As topologias mostram claramente que existe maior
homogeneidade entre os espécimes do Rio Uruguai que entre os espéecimes do
Rio Tibagi evidenciando uma tendéncia a diferenciacdo desses grupos. Além
disso, a populacdo do Rio Uruguai parece possuir uma histéria evolutiva mais
curta que a populacao do Rio Tibagi de acordo com a anélise de comprimento
de ramos. Portanto S. scriptum destas localidades poderiam estar em processo
de especiacéo incipiente.

Até o momento, S. scriptum tem apresentado baixa divergéncia genética
e alta similaridade dos espécimes do rio Uruguai como também observado por
RAMELLA et al., (2006) num estudo com marcadores RAPD. De acordo com
agueles autores seis individuos coletados no mesmo sitio mostraram indice de
similaridade igual a 1.00 e agruparam em dois diferentes grupos sugerindo uma
estruturacdo populacional de S. scriptum no Rio Uruguai. Essa perda de
variacdo genética poderia ser devido a pressfes antropogénicas e ambiental.
SWARCA et al., (2005) argumenta que as espécies de Steindachneridion
sofrem intensa pressao antropica através da modificacdo de seu habitat e sobre
pesca, desta forma, algumas dessas espécies estariam praticamente extintas
de sua éarea original de distribuicdo. Assim, especificamente para o Rio Uruguai
a menor variacdo genética seria explicada por uma intensiva pressao
ambiental, visto que este rio possui diversas barragens ao longo de sua

extensdo, 0 que também explicaria os altos indices de similaridade dessa
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populacdo (RAMELLA et al., 2006). Por outro lado, a baixa divergéncia
encontrada para os espéecimes do Rio Tibagi poderia ser resultado de pressao
antropica pela agricultura ou sobrepesca (ARTONI e ALMEIDA, 2002), ou ainda
uma disruptura natural da populacéo, visto que esta espécie esta restrita a um
habitat simples embora realize migragcdo durante o periodo reprodutivo
(AGOSTINHO et al., 1997). A pouca variagdo genética pode também estar
relacionada a prépria histéria evolutiva da espécie, notavelmente conservada
para os padrdes morfoldgicos e citogenéticos (GARAVELLO, 2005; SWARCA
et al., 2003, 2005).

O estruturamento populacional em espécies de peixes migratorias € um
aspecto marcante em rios que sofreram barramento. WASKO e GALETTI
(2002), analisando populagbes de Brycon lundii, sugeriram um modelo de
estruturacdo populacional baseado em dados de RAPD. Os autores analisaram
espécimes coletados a montante e a jusante de uma barragem no Rio Séo
Francisco e chamaram essas de regides A e B. Eles concluiram que nestas
areas (A e B) havia dois diferentes estoques de peixes e na regido B havia pelo
menos duas populagdes ocorrentes que apresentavam comportamento co-—
migratorio durante o periodo reprodutivo.

Um estudo similar desenvolvido por HATANAKA e GALETTI (2003), em
Prochilodus margravii, chamou a atencéo para o estruturamento populacional
causado por fatores ecoldgicos, evolutivos e historicos. BATISTA e ALVES-
GOMES (2006), por outro lado, ndo encontraram qualquer estruturacao

populacional no grande bagre migrador Brachyplatystoma rousseauxii da bacia

Matoso, D. A.; Cortinhas, M. C. S.; Cestari, M. M.;  Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Artoni, R.
F. Genetic differentiation on two allopatric popula  tions of Steindachneridion scriptum:

incipient speciation or geographical variation? (su bmetido).



Daniele Aparecida Matoso 97

hidrografica do Sistema de Rios Solimdes—Amazonas, o qual ndo possui
barragens ao longo dele.

Independentemente das causas que levaram a baixa variacdo genética
em S. scriptum, os resultados da presente abordagem apontam para a
necessidade de manutencdo de habitats apropriados para a reproducéo e
sobrevivéncia de S. scriptum de ambas as bacias hidrograficas, uma vez que
essa espécie apresenta grande importancia ecolégica e econdémica. Além
disso, a variabilidade genética € a matéria prima dos processos evolutivos e,
portanto nesse momento € necessario pensar em medidas estratégicas que
visem a manutencao da variabilidade genética existente ou aumentem-na.

Nesse contexto algumas estratégias de manejo poderiam ser executadas
na espécie S. scriptum: genotipagem de um grande numero de espécimes
selvagens, intercruzamento dos espécimes com diferentes genotipos de uma
mesma Unidade Taxonomica Operacional (OTU), cultivo do maior numero
possivel desses individuos com sua posterior liberacdo na natureza. Proibicdo
da pesca e da captura de animais com medidas minimas de peso e tamanho de
carcaca. Restauracdo de areas desejaveis de relevante importancia para a
conservacao da espécie.

Quanto a analise filogenética realizada com este conjunto de dados, foi
observada uma politomia formada por S. lima, Z. zungaro e B. rousseauxii com
demais espécies. Resultado que concorda com a topologia disponivel por
PINNA (1998), obtida com marcadores morfolégicos. Em relacdo aos aspectos

evolutivos das sequéncias D-Loop foi verificada grande quantidade de gaps
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nas sequéncias de S. scriptum em relacdo as sequéncias do grupo externo (S.
lima, Z. zungaro e B. rousseauxii), revelando um aspecto evolutivo mais
dindmico para as sequéncias D-Loop do mtDNA de S. scriptum considerando o
padrao conservado de sua macroestrutura cariotipica (SWARCA, 2003).

Dessa forma, as populagbes de S. scriptum com distribuicdo alopétrica
nas bacias dos Rios Tibagi e Uruguai fazem parte de um mesmo clado, mas
estdo passando por um processo incipiente de diferenciacdo e especiacao.
Além disso, a variabilidade genética nessas populacdes parece estar em niveis
perigosos para a manutencdo destas em seus habitats naturais e por iSso
medidas de restauracdo dessa variabilidade seriam Uteis para a conservacgao

da espécie.
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Tabela 4.1 — Distancias genéticas baseadas em comparacdes par-a- par obtidas pelo método de Tamura-Nei em
populacbes de  Steindachneridion scriptum (Rios Uruguai e Tibagi) e sequéncias do grupo exte rno
(Brachyplatystoma rousseauxii, Zungaro zungaro, Sorubim lima), considerando transicdes e transversbes e
distribuicdo gamma. UR= Rio Uruguai, TB= Rio Tibagi , Brac= Brachyplatystoma rousseauxii, Soru= Sorubim lima,
Zun=Zungaro zungaro.

Uruguai Tibagi Grupo
Pop externo
URO1 URO2 URO3 UR04 URO5 URO6 URO7 URO8 UR09 UR10 TBO1 TB02 TBO3 TB04 TBO5 TBO6 Brac Zung
URO1
URO2 0.020

URO3 0.018 0.009

UR0O4 0.016 0.006 0.005

URO5 0.020 0.010 0.005 0.006

URO6 0.020 0.010 0.008 0.006 0.005

URO7 0.018 0.009 0.008 0.005 0.006 0.006

URO8 0.018 0.001 0.008 0.005 0.009 0.009 0.008

URO9 0.025 0.005 0.013 0.012 0.013 0.013 0.014 0.006

UR10 0.028 0.008 0.016 0.014 0.016 0.016 0.017 0.009 0.011

TBO1 0.032 0.022 0.020 0.016 0.020 0.020 0.021 0.021 0.025 0.028

TB02 0.039 0.029 0.027 0.023 0.027 0.027 0.028 0.028 0.032 0.035 0.009

TBO3 0.038 0.028 0.022 0.021 0.020 0.022 0.024 0.027 0.031 0.034 0.005 0.012
TB04 0.036 0.027 0.021 0.020 0.021 0.024 0.025 0.025 0.029 0.032 0.006 0.013 0.009
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Pop

TBO5
TB06
Brac
Zung
Soru

URO1

0.032
0.040
0.341
0.383
0.404

URO02

0.022
0.031
0.328
0.366
0.381

URO3

0.017
0.028
0.321
0.356
0.376

URO0O4

0.016
0.024
0.315
0.355
0.370

Uruguai

URO5

0.017
0.022
0.319
0.354
0.376

URO06

0.020
0.025
0.321
0.362
0.378

URO7

0.021
0.024
0.324
0.365
0.382

URO8

0.021
0.029
0.326
0.363
0.378

URO09

0.025
0.033
0.333
0.372
0.387

UR10

0.028
0.036
0.325
0.365
0.377

100

Grupo

leagl externo

TBO1 TB02 TBO3 TB04 TBOS5 TBO6

0.003 0.009 0.005 0.004

0.010 0.017 0.013 0.014 0.010

0.312 0.311 0.318 0.316 0.309 0.323

0.355 0.355 0.363 0.360 0.353 0.362 0.197

0.369 0.368 0.372 0.380 0.373 0.383 0.242 0.210
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Figura 4.1 — Arvore obtida com o método de Parcimdn  ia para exemplares
de S. scriptum dos Rios Tibagi (TB, 1 a 6) e Uruguai (UR, 7 a 16) e grupo
externo (OG, Brachyplatystoma rousseauxii 17 e 18, Zungaro zungaro 19 e

Sorubim lima 20)

UR
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Figura 4.2 — Sequenciamento da regido D-loop dos gr

(Brachyplatystoma

rousseauxii,

mostrando a grande quantidade de

andes bagres

Sorubim lima, Zungaro zungaro)

gaps na porcao anterior da sequéncia

nos exemplares de Steindachneridion scriptum

0006Urugua
0007Urugua
00SeUrugua
0063Urugua
0075Urugua
0076Urugua
0077Urugua
0078Urugua
0079Urugua
l26lUruqua
1113Tibagi
1465Tibagi
1466Tibagi
1467Tibagi
1468Tibagi
1469Tibagi
B.rousseau
Z.zZungaro
S5.1lima

R |

5
TGAACTGATA
TTTTICTGATA
TTTTCTGATA
TTTICTGATA
TTTTCTGATA
TTTICTGATA
TTTICTGATA
TTTICTGATA
TTTTICTGATA
TTTTCTGATA
TTTTCTGATA
TTTTCTGATA
TTTTCTGATA
TTTICTGATA
TTTTCTGATA
TTTTICTGATA
TTTTCTGATA
TTTICTGGTA
TTTICTGGTT

Y I

15
---ATCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ACCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ATCACAT
---ACCACAT
---ACCACAT
---ACCACAT
---ACCACAT
---ACCACAT
---ACCACAT
---ACTTCGT
--=-ACTTGGT
TCCACTTTGT

25 35 45 55
CCT---=mm ==mmme- TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT-=-===n ==mmme- TAA TGTAC----- —==== TATGG
CCT---=mmm =mmmme- TAA TGTAC----- —----- TATGG
CCT-=-==== ==mmmm- TAA TGTAC----- —==== TATGG
CCT---=mmm ==mmmm- TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT---=m=n ==mmmm- TAA TGTAC----- =-=-== TATGG
CCT---=mm =mmmme- TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT---=mmm ==mmee- TAA TGTAC----- ====- TATGG
o v QR —— Thk TGTAC-==== ==a=- TATGG
[ 1y (T —— TAA TGTAC----- ===== TATGG
CCT---=mmm =mmmme- TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT-=-===n =mmmme- TAA TGTAC----- —==== TATGG
CCT-mmmmmm = mmmmm TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT---===n ==mmme- TAA TGTAC----- —==== TATGG
CCT----mmm =mmmmm- TAA TGTAC----- ----- TATGG
CCT-=-===n =mmmme- TAA TGTAC----- —=-== TATGG
CCTTTCCCAT GCTATGGTAT AGTACATAAT ATGTATATGA
CCTCT----- -CTATGGTAT AGTACATAAT ATGTATATGA
CCCTCT---- -CTATGGTAT AGTACATAAT ATGTATATGA
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Capitulo V
Relacbes filogenéticas do género Steindachneridion pela anélise de

sequéncias D-Loop do mtDNA

Abstract

Phylogenetic analyses were performed on eight species of big catfishes of
Pimelodidae family. The main focus was on four species of Steindachenridion.
Two phylogenetic approaches were employed (Parsimony and Minimum
Evolution). The results displayed similar topologies in all analyses. Z. zungaro
and S. lima form polytomic clade while B. rousseauxii clustered closely to
Steindachneridion. Species of Steindachneridion clustered in single groups.
However, two bigger clusters were observed between S parahybae + S.
doceanum and S. melanodermatum + S. scriptum. A phylogeographic scenario
based in geological dynamic of hydrographic basins of eastern Brazilian coastal

drainages was proposed.

Key-words: Pimelodidae, big catfishes, evolutionary tendencies
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Resumo

Andlises filogenéticas foram conduzidas em oito espécies de grandes bagres
da familia Pimelodidae. Enfoque principal foi dado a quatro espécies de
Steindachneridion. Foram aplicadas duas abordagens filogenéticas (Maxima
Parcimbnia e Evolucdo Minima) na recuperacao das topologias. Os resultados
evidenciaram topologias similares para todas as analises realizadas. Z.
zungaro e S. lima formaram um agrupamento politdmico e B. rousseauxii
agrupou mais proximamente de Steindachneridion. Todas as espécies de
Steindachneridion formaram agrupamentos Unicos. Mas dois agrupamentos
maiores foram observados entre S. parahybae + S. doceanum e S.
melanodermatum + S. scriptum. Um cenario filogeografico baseado na
dindmica geologica das bacias hidrograficas da costa leste brasileira foi
proposto.

Palavras-chave: Pimelodidae, grandes bagres, tendéncias evolutivas.
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Introducao

Peixes do género Steindachneridion sdo considerados endémicos as
bacias hidrograficas do leste brasileiro. Sao peixes de couro de dificil captura
(GARAVELLO, 2005), e de relativa importancia ecolégica e econdmica
(LUDWIG et al., 2005).

De acordo com LUNDBERG et al., (1998), atualmente, 93% dos
sistemas fluviais da América do Sul drenam para o Atlantico. Essas drenagens
foram moldadas pelos escudos continentais guiano e brasileiro e correspondem
a areas de grande significado biogeogréafico, apresentando alto grau de
endemismo em sua fauna de peixes (RIBEIRO, 2006). O isolamento desses
sistemas de drenagem desde a sua separacdo da Africa no Cretaceo a
aproximadamente 112 milhdes de anos, bem como repetidas incursbes e
regressdes maritimas e mudancas de cursos de rios produziram muitos
eventos vicariantes que acabaram determinando padrdes de distribuicdo
filogenéticos bem caracteristicos muito relacionados a histéria geologica da
margem continental passiva da América do Sul, esses fenbmenos foram por
isso também os responsaveis pela divergéncia alopatrica e a extin¢cao local de
espécies peixes amplamente distribuidas (LUNDBERG et al., 1998; RIBEIRO,
2006).

Taxonomicamente o género Steindachneridion conta com seis espécies
viventes revisadas recentemente por GARAVELLO (2005). Evolutivamente é
caracterizado por apresentar relagdes filogenéticas incertas. O grupo surgiu a
aproximadamente 13.5 milhbées de anos juntamente com outros grupos de
pimelodideos como sua linhagem irma Phractocephalus, o grupo Calophysus +

Megalonema, o grupo Pimelodus e os assim chamados sorubimineos. Fosseis
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de Steindachenridion da espécie S. iheringi foram descritos por WOODWARD
(1898) e foram datados da época do Oligoceno (LIMA et al., 1985).

Steindachneridion atualmente é filogeneticamente relacionado ao género
Zungaro. (LUNDBERG et al, 1998), e se encontra inserido num clado
conhecido como Sorubiminae composto por uma assembléia onde se incluem
0s géneros Paulicea (Zungaro), Sorubim, Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma
entre outros. Apesar de suas relacdes filogenéticas incertas € considerado
monofilético. Apresenta estrutura cariotipica conservada com 2n=56
cromossomos, sem presenca de  Cromossomos  supranumerarios,
heteromorfismo sexual (SAWARCA et al., 2006) ou sistema de cromossomos
sexuais (MATOSO et al., em preparacéo).

Buscando acessar as relacbes filogenéticas do  género
Steindachneridion com seus grupos irmaos e entre suas espécies, foi objetivo
desse trabalho realizar o sequenciamento de toda a regido D-Loop do mtDNA e
analisar os padrdes filogenéticos encontrados, tentando correlaciona-los com

os padrdes biogeograficos descritos para sua area de distribuicdo natural.

Material e Métodos

Nesse estudo foram analisadas 73 sequéncias de grandes bagres,
pertencentes a oito espécies diferentes de Pimelodidae. Foram amostrados 18
exemplares da espécie S. melanodermatum do rio Iguacu (PR), 10 exemplares
da espécie S. scriptum do rio Uruguai (SC), seis da espécie S. scriptum do rio
Tibagi (PR), trés da espécie S. parahybae do rio Paraiba do Sul (SP) e dois da
espécie S. doceanum do rio Doce (MG). Foram amostrados também um

exemplar da espécie Sorubim lima e outro da espécie Zungaro zungaro ambos
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do rio Paraguai (MT). Trinta e uma sequéncias de Brachyplatystoma
rousseauxii (BATISTA e ALVES-GOMES, 2006) (numeros de acesso
DQ779016 a DQ779046) e uma sequéncia de Brachyplatystoma vaillantti
(nimero de acesso DQ779047) foram adquiridas do banco de dados do
Genbank. Esse conjunto de dados com 73 sequéncias foi posteriormente
subdividido em um segundo conjuntos de dados contendo apenas 40
sequéncias, 39 sequéncias de Steindachneridion e uma de Zungaro zungaro.

As andlises filogenéticas foram executadas usando as sequéncias de B.
rousseauxii, B. vaillanti, S. lima e Z. zungaro como grupo externo. As
sequéncias obtidas nesse estudo foram depositadas no Genbank sob numero
de acesso EU930029-EU930047. Os exemplares de Steindachneridion foram
identificados segundo os critérios propostos por GARAVELLO (2005) e
depositados no Laboratério de Citogenética e Evolucdo da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Amostras de musculo e nadadeira foram coletadas e usadas para a
extracdo de DNA seguindo as metodologias descritas por SAMBROOK et al.
(1989) ou MURRAY e THOMPSON (1980).

A regido D-loop inteira foi sequenciada usando 5 ng de DNA, 1.5 mM
MgCl,, solucdo tampédo 1x, 200 uM de cada dNTP, 0.5 U de DNA Taq
polimerase e 0.5 uM de cada primer (FTTF: 5CAA AGC GCC GGT CTT 3’ e
F12R 5’GTC AGG ACC ATG CCT TTG3’) (SIVASUNDAR et al., 2001).

A PCR foi inicialmente realizada em cinco ciclos, com desnaturagéo de
um minuto a 94°C, hibridizagdo a 53°C por um minuto e elongacéo a 72°C por
um minuto e 30segundos, seguido por 25 ciclos a 50°C para o passo de

hibridizacdo. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
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agarose 0.8% usando o fago A como marcador de massa molecular. As
reacdes de PCR foram realizadas em um termociclador modelo PTC-100 da MJ
Research.

As amostras foram purificadas com o kit GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE HealthCare) e sequenciadas com o kit DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (GE HealthCare) seguindo as instrugdes do
fabricante. Todos os DNAs moldes (templates) foram sequenciados em ambas
as direcdes em um sequenciador MEGABACE (GE HealthCare). As imagens
foram documentadas pelo sistema de analise e documentacdo de eletroforese
da Kodak (EDAS) 290.

As comparacdes par a par e o alinhamento das sequéncias foram
realizados com o programa CLUSTAL W (THOMPSON et al.,, 1994). Os
parametros usados nos alinhamentos foram de 6.66 e 10.0 para abertura e
extensdo de gaps nos alinhamentos par a par e de 10.0 e 15.0 para os
alinhamentos multiplos para abertura e extensdo de gaps, respectivamente. As
informacdes estatisticas e as analises filogenéticas foram conduzidas pelo uso
do programa PAUP v. 4.0b10 (SWOFFORD, 2002). As inferéncias filogenéticas
foram executadas com abordagens de Parcimonia (Parsimony — P) (FITCH,
1977), Evolugcdo Minima (Minimum Evolution — ME) (RZHETSKY e NEI, 1992)
com algoritmo fenético de Agrupamento de Vizinhos (Neighbor Joining - NJ)
(SAITOU e NEI, 1987).

O programa MODELTEST 3.7 (POSADA e CRANDALL, 1998) foi usado
para determinar o modelo 6timo de evolug¢do nucleotidica. Dois conjuntos de

dados foram utilizados nas analises, um com a presenca de todas as 73
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seguéncias e outro com apenas as sequéncias de Steindachneridion mais uma
sequéncia de Zungaro zungaro usada como grupo externo.

Para a analise ME do primeiro conjunto de dados (n=73) o modelo
evolutivo escolhido foi o de Hasegawa-Kishino-Yano 85 corrigido pela
distribuicdo gamma (HKY85+Gamma) (RODRIGUEZ et al.,, 1990). Para o
segundo conjunto de dados (n=40) o modeltest selecionou HKY+G como
melhor modelo evolutivo pela estimativa hLRT e GTR+G pela estimativa AIC.
Para verificar que topologia seria fornecida para esse segundo conjunto de
dados usando um modelo evolutivo mais complexo, o0 modelo GTR+G foi
selecionado. Buscas heuristicas foram conduzidas pelo método de adicdo de
taxon stepwise com 10.000 replicacdes, combinadas com o método TBR (tree-
bisection-reconnection) como algoritmo de troca de bragos (ramos) da arvore.
Andlises Bootstrap com 10.000 replicacBes foram executadas para acessar a

robustez dos ramos e a confianca da topologia obtida.

Resultados

Para o conjunto total de dados (n=73), as sequéncias alinhadas
totalizaram 927bp de comprimento, dos quais 355bp foram constantes, 161bp
nao foram informativos para parcimbnia e 411bp foram informativos. O
parametro alfa foi igual 1.051 e a frequéncia de bases foi de A=0.31740
C=0.21810 G=0.13160 T=0.33290. A proporcdao de transicOes sobre
transversdes (Ts/Tv) foi igual a 1.3711.

Para o segundo conjunto de dados (n=40), as sequéncias alinhadas
totalizaram 896bp com 449bp constantes, 189 sitios ndo informativos e 258

informativos para parcimonia. O parametro alfa foi igual 1.1168 e a frequéncia
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de bases foi de A=0.31740 C=0.21810 G=0.13160 T=0.33290. A pontuacao da
arvore mais parcimoniosa foi de 704 passos.

A divergéncia genética obtida para o segundo conjunto de dados variou
de 0.003 (0,3%) a 0.344 (34%).

Todas as topologias obtidas foram similares. Na topologia construida
com as 73 sequéncias, Z. zungaro e S. lima formaram uma politomia. B.
vaillantii agrupou numa posicdo mais basal a B. rousseauxii e ao restante do
grupo. B. rousseauxii formou um agrupamento mais proximo e consistente com
Steindachneridion. No grupo Steindachneridon, S. parahybae formou um
agrupamento com S. docenum. S. melanodermatum formou um agrupamento
anico, porém mais proximo a S. scriptum. Para a topologia recuperada com o
segundo conjunto de dados contendo 39 sequéncias de Steindachneridion mais
uma sequéncia de Z. zungaro, foram mantidos os agrupamentos formados pelo
conjunto total de dados independentemente do método ou do modelo evolutivo
utilizado na analise (Figuras 5.1 e 5.2).

Foi observado um elevado numero de gaps nas sequéncias de
Steindachneridon em relacdo ao grupo externo e essa alteracao de tamanho da

foi a caracteristica mais marcante entre as sequéncias aqui analisadas.

Discusséao

De acordo com PINNA (1998) o grupo formado pelos Sorubimineos
composto por Sorubim, Brachyplatystoma, Pseudoplatystoma dentre outros
géneros, ndo demonstra ser um grupo monofilético e a politomia resultante de
sua analise cladistica é a maior existente entre os pimelodideos. Inserido nesse

contexto o género Steindachneridion esta colocado como proximamente
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relacionado ao género Zungaro (LUNDBERG et al., 1998), e embora a
monofilia da familia Pimelodidae tenha sido muito discutida, a monofilia de
Steindachneridion tem sido corroborada com estudos recentes (GARAVELLO,
2005). Entretanto, o acesso da diversidade dentro do género, bem como o
exame adequado de suas relacdes filogenéticas com outros pimelodideos tem
sido prejudicado principalmente pela escassez natural do género e dificuldades
de coleta (PINNA, 1998; LUNDBERG e LITTMANN, 2003; LUNDBERG e
AKAMA, 2005; GARAVELLO, 2005).

Num trabalho realizado com marcadores morfolégicos PINNA (1998)
encontrou 15 sinapomorfias que foram combinadas com outros dados para
montar uma topologia onde se observou uma politomia entre
Platynematichthys, Brachyplatystoma + Goslinea, Piramutana, Merodontotus e
Steindachneridion, com relagcdes melhor resolvidas entre Hemisorubim +
Zungaro, Sorubim, Pseudoplatystoma + Sorubimichthys. De acordo com esse
resultado Zungaro é grupo irmao de Hemsorubim e Steidachneridon apresenta
uma topologia colapsada com demais géneros de grandes bagres.

No presente estudo as relagcdes de Steindachneridion sdo mais bem
delineadas. De acordo com 0s nossos resultados Steindachneridion esta mais
proximamente relacionado ao género Brachyplatystoma, mais especificamente
a B. rousseauxxi, 0 que corrobora o dado obtido por PINNA (1998). Entretanto,
esse agrupamento pode ser artificial jA& que Brachyplatystoma € considerado
pelo mesmo autor, como um grupo ndao monofilético e apenas outros dois
géneros foram representados no atual conjunto de dados, com uma sequéncia

cada. Apesar disso 0s agrupamentos internos obtidos para as quatro espécies
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de Steindachneridion investigadas, sdo bastante conclusivos e podem ser
explicados por padrbes biogeograficos.

Segundo RIBEIRO (2006) e LUNDBERG et al. (1998), os sistemas
fluviais da Ameérica do Sul, e o padrdo de drenagens da costa leste foram
moldados pelos escudos continentais guiano e brasileiro. Soerguimentos
macroddémicos, rifteamentos, movimentos verticais entre os blocos falhados e o
recuo erosivo da margem leste foram as forcas geologicas que mais atuaram
na distribuicdo da ictiofauna de agua doce nessas areas.

Baseados no padrdo biogeografico proposto por RIBEIRO (2006) é
factivel a inclusdo do género Steindachneridion na classe B de distribuicao
atribuida pelo autor. Nesse padréo estdo incluidos os taxons com distribuicéo
endémica pelas drenagens costeiras, mas que mantém relacdes filogenéticas
com a ictiofauna dos escudos adjacentes com graus intermediarios de incluséo
e resolucdo ao nivel filogenético de género. Steindachneridon pode ser incluido
nessa classe porque possui distribuicdo endémica nas bacias costeiras para
trés de suas seis espécies, mantendo uma distribuicAo mais ampla pelas
bacias do Alto Parana, incluindo o rio Iguacu e Rio Uruguai. Além disso,
Steindachneridion mantém relacdes de parentesco com Zungaro, Sorubim e
Pseudoplatystoma, taxons de distribuicdo mais ampla e esta proximamente
relacionado ao género Brachyplatystoma presente na bacia Amazoénica.

Ainda baseados nas caracteristicas biogeograficas da costa leste
brasileira, uma possivel explicacdo para os agrupamentos observados entre as
espécies S. doceanum + S. parahybae e S. melanodermatum + S. scriptum
pode estar relacionada a proximidade geografica das cabeceiras dos rios onde

ocorrem. DERGAM et al. (2002) ao sequenciarem o gene 16S de Hoplias
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malabaricus encontraram uma complexa inter-relacédo entre as Bacias dos rios
Doce, Paraiba do Sul e Grande devido ao compartilhamento de vertentes que
foram separadas no Plio-Pleistosceno. Segundo RIBEIRO (2006), sucessivos
eventos de capturas de cabeceiras experimentados pelas bacias hidrograficas
como consequéncia do recuo erosivo da margem passiva podem ter
determinado as relacbes entre as espécies de peixes que as habitavam e
atualmente a ictiofuana dessas bacias é reflexo de uma fauna relictual que
ainda guarda semelhancas entre si. (TORRES et al., 2007; MENEZES et al.,
2008)

O género Steindachneridion esta incluido na Lista Nacional de
Vertebrados Aquaticos e Peixes Ameacados de Extingdo (Ministério do Meio
Ambiente, 2004) e as espécies S. punctatum ocorrente na bacia do Alto rio
Parana e S. amblyurum natural da bacia do rio Jequitinhonha ndo foram
amostradas com os esforcos de coleta disponibilizados no presente estudo,
demonstrando a dificuldade em capturar essas espécies e evidenciando seu
elevado risco de extincdo. Embora muitas lacunas ainda estejam abertas
quanto as relagbes filogenéticas do género Steindachneridion o presente
trabalho é uma tentativa de suprir a falta de informacéo concernente a esse
aspecto da dinamica evolutiva desse grupo peixes. De acordo com PINNA
(1998) como a diversificagao dos Siluriformes, na regido Neotropical, precedeu
a separacdo entre a América do Sul e outros blocos continentais, para a
elaboracdo de um cenério filogenético e biogeografico mais conclusivo é
necesséria a inclusdo de informagdo comparativa com taxons nao-neotropicais.
Por isso investigagdes futuras sobre a sistematica de Sorubiminae ajudardo a

esclarecer as relagdes filogenéticas das linhagens basais que compde esse
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grupo e abordagens filogenéticas baseadas em maior nimero de taxons e de
padrdo de distribuicdo similar aquele verificado para Steindachneridion podem

prover suporte adicional a algumas das conclusfes aqui apresentadas.
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Figura 5.1 — Arvore filogenética obtida pelo método de parcimonia e

evolucdo minima para oito espécies de grandes bagre s. Valores de

suporte da analise bootstrap para 10.000 replicacbes, sdao mostrados

acima de cada ramo.
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Figura 5.2 — Arvore filogenética obtida pelo método de parcimbnia e
evolucdo minima para 39 exemplares de  Steindachneridion e um exemplar
de Zungaro zungaro. A barra abaixo corresponde ao comprimento dos
ramos obtidos por distancia genética e equivale a 1 0% de divergéncia.
Valores de suporte da andlise bootstrap para os clados principais sao

mostrados acima dos ramos.
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Capitulo VI

Isolamento de DNAs repetitivos por microdisseccao ¢ romossémica/DOP-
PCR, digestdo enzimatica por Alul e Cot-1: investigando a origem dos

cromossomos polimorficos 9e 14 em  S. melanodermatum

Abstract

Searching the origin of length differences between polymorphic submetacentric
chromosomes 9 and 14 on S. melanodermatum, were applied three different
methods to the isolation repetitive DNA sequences. The results displayed
positive signals for two probes that stained different regions of genome. The
probe isolated by microdissection/DOP-PCR hybridized in terminal portions of
all chromosomes and the probe obtained by Cot-1 methodology displayed
positive signals in the centromeric and 18S*/AgRON" of chromosomes. These
results showed the occurrence of different kinds of repetitive DNA sequences in

S. melanodermatum genome.

Key-words: satellite DNASs, FISH, probes
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Resumo

Buscando esclarecer a origem da diferenca de tamanho dos cromossomos
polimoérficos submetacéntricos 9 e 14 na espécie S. melanodermatum, foram
aplicadas trés diferentes metodologias para o isolamento de sequéncias de
DNAs repetitivas. Os resultados evidenciaram sinais positivos para duas
sondas que hibridizaram em diferentes regides do genoma. A sonda obtida por
microdissec¢cao/DOP-PCR hibridizou nas porcbes terminais de todos os
cromossomos do complemento e a sonda obtida por Cot-1 hibridizou nas
regides centroméricas e nas regides 18S'/AgRON" dos cromossomos. Esses
resultados evidenciaram a ocorréncia de diferentes tipos de sequéncias de

DNAs satélites no genoma de S. melanodermatum.

Palavras-chave: DNAs satélites, FISH, sondas
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Introducao

As analises citogenéticas tém mostrado que diversas caracteristicas dos
cromossomos de peixes, tais como regides organizadoras de nucléolos,
sequéncias satélites e teloméricas sdo similares (OLIVEIRA et al., 2002).
Entretanto como essas regides sao constituidas por sequéncias de DNA
altamente repetitivo elas podem apresentar composicao variavel (SUMNER,;
2003).

Frequentemente o bandamento C tem sido usado para detectar regides
heterocromaticas nos cromossomos de vertebrados, mas essa técnica nao
prové informacdo quanto a composicdo dessa heterocromatina e por isso
fluorocromos base-especificos sdo Uteis para caracterizar dominios AT ou GC
ricos. Fato reconhecido é que os cromossomos de S. melanodermatum assim
como das demais espécies de grandes bagres citogeneticamente estudadas
apresentam poucas regides heterocromaticas (FENOCCHIO e BERTOLLO,
1992; MARTINS—SANTOS et al., 1996; SWARCA et al., 2001; SWARCA et al.
2003; SWARCA et al., 2005).

De acordo com a literatura um padrao distinto e reproduzivel de bandas
eucromaticas é dificil de ser obtido em cromossomos de peixes, caracteristica
que se deve principalmente a diferencas de componentes estruturais
relacionados a auséncia de isocores no genoma desses vertebrados
(OLIVEIRA et al., 2002). Entretanto, bandas longitudinais na eucromatina de
cromossomos de peixes tém sido obtidas (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1988;

GOLD et al.,, 1990, BERTOLLO et al.,, 1997, SWARCA et al.,, 2006), mas a
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resolucdo dessas bandas nédo € tdo bem definida quanto aquela observada no
genoma de vertebrados de sangue quente (OLIVEIRA et al., 2002).

SWARCA et al. (2006), obtiveram por digestdo enzimética com EcoRI
em S. melanodermatum (citado como Steindachneridion sp.), um padréo similar
ao padrdao de bandamento G e aplicando outros bandamentos sugeriram a
ocorréncia de diferentes classes de sequéncias de DNA repetitivos presentes
no genoma dessa espécie. Nesse mesmo trabalho foi realizada a primeira
descricdo do cariotipo de S. melanodermatum com 2n=56 cromossomos em
ambos os sexos e férmulas cariotipicas diferentes. De acordo com os autores
S. melanodermatum apresenta um sistema cromossomico sexual tipo XY, com
o0 cromossomo Y sendo maior que o X, ndo heterocromatico, originado de uma
amplificacdo de sequéncia SINE similar a Alu. Mais recentemente MATOSO et
al. (em preparacdo) encontraram um polimorfismo envolvendo esses
cromossomos, caracterizando-os como submetacéntricos 9 e 14 presentes em
ambos os sexos.

O presente trabalho teve por objetivo aplicar técnicas de isolamento de
sequéncias de DNA repetitivas no genoma de S. melanodermatum na tentativa
de elucidar a natureza da amplificacdo verificada no cromossomo polimorfico

submetacéntrico nUmero 9 dessa espécie.

Material e Métodos
Para obtengdo das sondas cromossdmicas por microdissecgdo, foram

utilizados capilares de borosilicato de 1 milimetro de diametro aquecidos para
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formar a agulha de microdisseccdo. Foram microdissectados sete
cromossomos acrocéntricos de uma unica metafase. Os sete cromossomos
foram usados como DNA molde para as PCRs com oligonucleotideos
degenerados. A DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR) foi
realizada com uma combinacdo do oligonucleotideo 5 CCG ACT CGA GNN
NNN NAT GTG G 3, (TELENIUS et al., 1992). A primeira PCR foi realizada em
um tubo de 0,2 ml contendo 15,5 ul de agua ultra pura, 2 pl de tampéao de
reacdo da Termosequenase (10X), 4 pl de dNTP (2,5 mM cada) e 2,5 pl de
Termosequenase (4U/ ul). As reacdes de PCR foram realizadas em um
Termociclador MasterCycler Gradient, da Eppendorf. Os produtos da PCR
foram aplicados em um gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio 1%
(10mg/ml) e visualizados em um transluminador de luz ultravioleta. A segunda
PCR foi realizada para a obtencdo de maior numero de coOpias das sondas
contendo 35,5 pl de &gua ultra pura, 5 pl de tampdo de reacdo da Taq
polimerase (10X), 4 pl de MgCI2 (50mM), 1 ul de dNTP (2,5 mM cada), 3 ul de
primer (100 pM), 0,5 de Taq polymerase (5U/ pl), 1 ul do produto da primeira
PCR, num volume final de 50 ul. Com o produto da segunda PCR foi realizada
uma terceira PCR, contendo 32,5 ul de agua ultra pura, 5 yl de tampéao de
reacdo da Tag polymerase (10X), 4 pl de MgCI2 (50mM), 1 ul de dNTP (2,5
mM cada), 3 ul de primer (100 pM), 0,5 pl da enzima Taq polymerase (5U/ul), 1
Ml do produto da 22 PCR, totalizando um volume final de 50 pl. As PCRs foram
executadas com as seguintes condi¢des de temperatura: 30 ciclos a 90°C por

3minutos, 90°C por 1 minuto e 30 segundos, 52°C por 1 minuto e 30 segundos,
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72°C por 1 minuto e 30 segundos. O produto do ultimo PCR foi submetido a
uma corrida em gel de agarose 0.8% para a verificagdo do tamanho dos
fragmentos obtidos. A marcacdo das sete sondas foi realizada por Nick
translation com 10 pl de DNA (sonda), 6 pl de agua ultra pura, 4 pl de mix de
digoxigenina e 4 pl de mix de biotina, deixada 1 hora e 30 minutos a 15°C e
aguecida a 65°C por 10 minutos, seguida de precipitacdo com 2 ul de acetato
de sédio 3M, 50 ul de etanol 100% e deixada overnight no congelador. As
sondas foram posteriormente lavadas em etanol 70% e ressuspendidas em 20
Ml de agua ultra pura. A dupla FISH foi realizada de acordo com PINKEL et al.
(1980). Para a obtencdo de outras sondas de DNA repetitivos de S.
melanodermatum foram utilizadas as técnicas de Cot-1 DNA descrita por
ZWICK et al. (1997) que esta baseada na cinética de reassociacdo do DNA e
digestdo enzimética por Alul. Para a obtencdo da sonda do SINE Alu, o
equivalente a 3 uyg de DNA gendmico total de S. melanodermatum foi digerido
com Alul (1U/ul), seguindo as instrucdes do fabricante. As sondas com sinais
positivos de hibridizacao tiveram o produto de PCR purificados e clonados no
plasmideo vetor pTZS7R/T (Fermentas) para serem posteriormente

sequenciadas.

Resultados e Discusséo

Trés sondas de DNA repetitivos de S. melanodermatum foram isoladas
(Figura 6.1). A sonda obtida por digestdo com a enzima Alul ndo demonstrou,
pela FISH, sinais de hibridizacdo no genoma de S. melanodermatum.

Entretanto as outras duas sondas isoladas por microdissec¢cdo/DOP-PCR e
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Cot-1 mostraram sinais de hibridizacdo em diferentes locais nos cromossomos
dessa espécie. A sonda obtida por microdissec¢cdo/DOP-PCR hibridizou nas
regides terminais de praticamente todos os cromossomos do complemento
(Figura 6.2b). A sonda obtida pela metodologia de Cot-1 hibridizou nas por¢cdes
centroméricas de alguns cromossomos e na regido coincidente com 18S* e
AgRON" (Figura 6.2d). De acordo com esses resultados é possivel que as
regides onde as sondas hibridizaram sejam constituidas por por¢cdes de DNA
repetitivo de composicdes diferentes, uma hipotese levantada por SWARCA et
al. (2006) e corroborada nesse estudo.

VICARI et al. (2008) analisando sequéncias repetitivas de Astyanax
janeiroensis conseguiram identificar pelo menos trés classes de DNA
repetitivos relacionados a  heterocromatina: 1- heterocromatina
centromérica/telomeérica, visualizada na maioria dos cromossomos; 2-
heterocromatina 18S'/GC® associada a diversos sitios de RON e 3-
heterocromatina As51°/18S'/DAPI atenuada, colocalizada nas regibes
intersticiais e teloméricas do par 14. Em teledsteos, os sitios de rDNA 18S
sempre compreendem grandes fracbes de DNA GC rico (SCHMID e
GUTTENBACH, 1998; MANTOVANI et al.,, 2004), indicando que 0S genes
ribossomais s&o intercalados com heterocromatina GC rica (PENDAS et al.,
1993). Embora a natureza composicional das regibes de DNAs satélites
verificadas no presente estudo ndo tenham sido elucidadas, pode-se inferir que

a regido identificada pela sonda obtida por Cot-1, possivelmente € GC rica, ja
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que hibridizou nas regides 18S'/AgRON’, mas também nas regibes
centroméricas de S. melanodermatum (Figura 6.2d).

Em vertebrados o genoma possui entre 2 e 10% de sequéncias de copia
simples (OLIVEIRA et al.,, 2002) sendo o restante composto por sequéncias
repetitivas como os elementos transponiveis, retrotransposons ou transposons
(CHARLESWORTH et al., 1994). Esses componentes geneéticos sao
potencialmente mutagénicos e capazes de produzir grande variagdo no
genoma hospedeiro (KIDWELL e LISH, 2001). Alguns estudos tém
demonstrado que as regides de DNAs satélites podem estar dispersas por todo
0 genoma de uma espeécie, 0 que sugere um intenso movimento desses
elementos entre o0s cromossomos nao homologos com distribuicdo e
homogeneizacdo dessas unidades repetitivas pelo genoma (HAMILTON et al.,
1994; HAMILTON et al., 1992).

OLIVEIRA e WRIGHT (1998) combinando as técnicas da bandamento C,
digestdo cromossomica e hibridizacao fluorescente in situ com duas sondas de
DNAs satélites, identificaram a natureza composicional das bandas C de
Oreochromis niloticus como sendo compostas principalmente pelos DNAs
satélites SATA e SATB, posteriormente OLIVEIRA et al. (1999) identificaram a
composicdo da sequéncia heterocromatica do braco longo do par 1 que néo
hibridizou com sequéncias SATA e SATB como sendo um elemento
retrotransposon da classe LINE denominado para ciclideos como CiLINE.

Embora os estudos sobre a distribuicdo de sequéncias SINE e LINE nos

cromossomos de peixes estejam somente iniciando, os resultados sugerem

Silva, M.; Matoso, D. A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Artoni, R. F. Isolation of repetitive DNAs
by microdissection/DOP-PCR, enzymatic digestion by Alul and Cot-1 - searching the origin of 9

and 14 chromosomes on S. melanodermatum (em preparacao).
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que estes elementos podem estar relacionados a auséncia de padrao de
bandamentos nos cromossomos desses vertebrados (OLIVEIRA et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2002) e os arranjos mutacionais induzidos por estes
elementos sdo agentes causais na origem da variagdo genética em nivel
molecular (KIDWELL e LISCH, 2001), promovendo inclusive o silenciamento
génico (FANTI et al., 1998; VICARI et al.,, 2008) quando da sua inclusdo em
regides eucromaticas (HOLMQUIST e ASHLEY, 2006).

Os resultados aqui apresentados embora preliminares refletem algumas
tendéncias evolutivas experimentadas pela espécie S. melanodematum, como
verificado pelo acumulo de elementos repetitivos de composicéo diferencial nas

sequéncias 18S*/AgRON" e regibes terminais dos seus cromossomos.

Silva, M.; Matoso, D. A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Artoni, R. F. Isolation of repetitive DNAs
by microdissection/DOP-PCR, enzymatic digestion by Alul and Cot-1 - searching the origin of 9

and 14 chromosomes on S. melanodermatum (em preparacao).
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Figura 6.1 — (a) Digestdo enzimatica por Alul do DNA total de S.
melanodermatum mostrando o padrdo em escada do DNA digerido, (b) DNA

total autoclavado, (c) DNA tratado com a enzima S1 nuclease ap0s autoclave.

Figura 6.2 — (a) Coloracado por DAPI e (b) sinais positivos de hibridizacao
obtidos com a sonda isolada por microdisseccdo mostrando as regides
terminais marcadas. (c) Coloragdo por DAPI e (d) sinais positivos de
hibridizacdo obtidos com a sonda isolada por Cot-1, mostrando as regifes

centroméricas e de 18S*/AgRON" marcadas (setas).

Silva, M.; Matoso, D. A.; Vicari, M. R.; Almeida, M. C.; Artoni, R. F. Isolation of repetitive DNAs
by microdissection/DOP-PCR, enzymatic digestion by Alul and Cot-1 - searching the origin of 9

and 14 chromosomes on S. melanodermatum (em preparacao).
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Conclusbes

No presente trabalho foram usadas diversas ferramentas da citogenética
cladssica e molecular, bem como marcadores moleculares RAPD e
sequenciamento da regido controle de seis espécies de grandes bagres da familia
Pimelodidae, com a intencdo de: averiguar a hipdtese de ocorréncia de um
sistema de cromossomos sexuais XX/XY em S. melanodermatum, analisar o nivel
de heterozigose em exemplares cultivados e selvagens dessa espécie, acessar a
divergéncia genética existente entre as quatro espécies de Steindachneridion
analisadas e outras quatro espécies de grandes bagres, estabelecer relagbes de
parentesco entre essas espécies e reconhecer padrbes e processos evolutivos no
género Steindachneridion. Baseada nessas consideracfes, a seguir sao
sumarizadas as principais conclusdes desse trabalho.

1 - Steindachneridion melanodermatum apresenta um polimorfismo
envolvendo os cromossomos submetacéntricos 9 e 14 do complemento. O
cromossomo 9 € de tamanho maior que o cromossomo 14, e sua origem até o
presente momento ndo foi elucidada. No entanto foi proposta como sendo o
produto da amplificacdo de um elemento SINE da familia Alu;

2 — A andlise de células meidticas em ambos o0s sexos ndo forneceu
indicios da existéncia de qualquer tipo de sistema cromossémico sexual na

espécie S. melanodermatum;
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3 — S. melanodermatum apresenta um segundo polimorfismo de natureza
comum a outros pimelodideos envolvendo um heteromorfismo de tamanho das
regides organizadoras de nucléolo;

4 - S. melanodermatum possui estoques selvagens geneticamente
diferenciados vivendo em simpatria na natureza, pois pela analise de similaridade
genética espécimes desse estoque agruparam em clados separados;

5 — A heterozigose no estoque analisado nédo se encontra geneticamente
ameacada, pelo menos em relacao a geracao F1;

6 — Sequéncias da regido D-Loop foram suficientemente resolutivas para
apontar os contrastes filogenéticos entre as espécies de Steindachneridion e
demais espécies analisadas;

7 — S. scriptum do rio Tibagi e S. scriptum do rio Uruguai podem ser
considerados um mesmo clado, mas estdo em processo incipiente de
diversificagdo genética por alopatria;

8 — Steindachneridion possui relacdo filogenética mais proxima de
Brachyplatystoma um grande bagre amazonico;

9 — Um panorama biogeografico baseado no padrédo de drenagem da costa
leste brasileira, na dindmica dos processos geoldgicos que deram origem a
margem passiva sul-americana e eventos vicariantes com divergéncia alopatrica
fornecem um cenario evolutivo capaz de explicar a atual distribuicdo do género
Steindachneridion pelas bacias hidrograficas do Atlantico leste e as relacdes
internas entre suas especies.

10 — Sequéncias de DNA repetitivo de composicbes diferenciadas estao

sendo acumuladas pelo genoma de S. melanodermatum e podem estar
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desempenhando um papel relevante nos processos evolutivos experimentados
pela espécie.

11 — A variabilidade genética nas populacées de Steindachneridion parece
estar em niveis perigosos para a manutencdo destas em seus habitats naturais
por isso medidas de restauracdo dessa variabilidade seriam Uuteis para a
conservacao dessas espécies.

12 — Os dados aqui apresentados sao de fundamental relevancia para a
genética da conservacao animal especificamente para as espécies do género
Steindachneridion, um grande bagre endémico das bacias hidrogréficas brasileiras

em risco de extingao.
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