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RESUMO

Parodontidae € um grupo de peixes neotropicais, constituido por trés
géneros: Parodon; Apareiodon e Saccodon. Esta familia conta com 32 espécies
validas distribuidas na América do Sul e parte do Panama, exceto nas bacias
costeiras do Atlantico Sul, Patagbénia e canal do rio Amazonas. Neste grupo, seus
representantes sao distinguidos morfologicamente por poucos e sutis caracteres
diagnosticos. O numero diploide tem sido conservado de 54 cromossomos entre os
Parodontidae. No entanto, nestes peixes, a origem e a diferenciagdo dos
cromossomos sexuais heteromoérficos tém sido descritas, proporcionando avangos
no entendimento da evolugao cariotipica. Com uso da pintura cromossémica W
especifica foram determinadas espécies sem cromossomos sexuais diferenciados,
especies com proto cromossomos sexuais e, espécies com sistemas de
cromossomos sexuais heteromoérficos ZZ/ZW e ZW4W,. Aliado aos cromossomos
sexuais, a distribuigdo dos DNAs repetitivos nos genomas dos parodontideos tem
proporcionado diferenciacéo cariotipica. Ja a morfologia similar das espécies tem
gerado duvidas taxondmicas e para a descri¢gao de espécies. Neste sentido, estudos
que integraram caracteristicas morfologicas, citogenéticas e de DNA Barcode
proporcionaram uma melhor condicao para entendimento das relagdes filogenéticas
entre as espécies de Parodontidae. Este estudo teve por objetivo entender a
diferenciacao cariotipica e identificar se Apareiodon sp., coletado no rio Aripuana,
bacia Amazébnica, corresponde a uma espécie nao descrita em Parodontidae. Os
dados de morfologia externa para Apareiodon sp. sdo similares as espécies A.
vittatus, A. piracicabae e A. affinis. Contudo, as nadadeiras de Apareiodon sp.
apresentam borda final enegrecida, o que ndo ocorre nas demais espécies. Na
citogenética, o 2n = 54 cromossomos, férmula cariotipica de 50 m/sm + 4 st, NF =
108 em ambos os sexos foi comum a outras espécies do género. Entretanto, um
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW foi diagnosticado e, marcadores
cromossOmicos em localizagdes diferenciadas tornam o cariétipo de Apareiodon sp.
exclusivo entre os Parodontidae. A analise filogenética e de genética de populacdes
identificaram ramos com alto valor de suporte, sem introgressdao e permitiram
identificar Apareiodon sp. (rio Aripuand) como uma unidade taxondmica molecular
operacional. O conjunto de todos os resultados permitiram afirmar que Apareiodon
sp. do rio Aripuana apresenta isolamento do fluxo génico as espécies congenéricas
e corresponde a uma espécie nao descrita no grupo.

Palavras-chave: Apareiodon. rio Aripuana. evolugao cromossémica. DNA barcode.



ABSTRACT

Parodontidae is a group of Neotropical fishes consisting of three genera:
Parodon, Apareiodon and Saccodon. This family has 32 valid species distributed in
South America and part of Panama, except in the coastal basins of the South
Atlantic, Patagonia and the channel of the Amazon river. In this group, their
representatives are distinguished morphologically by a few subtle diagnostic
characters. The diploid number has been conserved of 54 chromosomes among the
Parodontidae. However, in these fish, the origin and differentiation of sex
chromosomes morphologically have been described, providing advances in the
understanding of karyotype evolution. With specific W chromosome painting, we
determined species without differentiated sex chromosomes, species with proto sex
chromosomes and species with heteromorphic sex chromosomes ZZ/ZW and
ZW1W,. Allied to the sex chromosomes, the distribution of the repetitive DNAs in the
genomes of the parodontids has provided karyotypic differentiation. The similar
morphology of the species has generated taxonomic doubts and for the description of
species. In this sense, studies that integrated morphological, cytogenetic and DNA
Barcode characteristics provided a better condition for understanding phylogenetic
relationships among Parodontidae species. This study aimed to understand the
karyotype differentiation and to identify if Apareiodon sp., collected in the Aripuana
river, Amazon basin, corresponds to a species not described in Parodontidae. The
external morphology data for Apareiodon sp. are similar to the species A. vittatus, A.
piracicabae and A. affinis. However, the fins of Apareiodon sp. present blackened
end border, which does not occur in the other species. In cytogenetics, 2n = 54
chromosomes, karyotype formula of 50 m/sm + 4 st, NF = 108 in both sexes was
common to other species of the genus. However, a ZZ/ ZW sex chromosome system
was diagnosed, and chromosomal markers at differentiated locations make the
karyotype of Apareiodon sp. unique among the Parodontidae. The phylogenetic and
population genetic analysis identified branches with high support value, without
introgression and allowed to identify Apareiodon sp. (Aripuana river) with an
operational molecular taxonomic unit. The set of all the results allowed to affirm that
Apareiodon sp. of the Aripuana river presents isolation of the gene flow to the
congeneric species and corresponds to a species not described in the group.

Keywords: Apareiodon. Aripuana river. chromosomal evolution. DNA barcode.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DO GRUPO DOS PEIXES

Os peixes representam o maior grupo de vertebrados existentes no planeta,
com 34.725 espécies validas (ESCHMEYER; FONG, 2018). Na regido Neotropical,
que compreende a América Central, a parte sul do México, a peninsula da Baixa
Califérnia, o sul da Flérida, todas as ilhas do Caribe e a América do Sul,
encontramos a ictiofauna de agua doce mais diversificada e rica do planeta, com
mais de 5.700 espécies conhecidas e muitas outras sendo descritas anualmente
(ALBERT; REIS, 2011).

Dentro deste universo de espécies destacam-se os representantes da
superordem Ostariophysi, representando mais de 70% da ictiofauna de agua doce
Neotropical (FINK; FINK, 1981; REIS et al, 2003). Entre os Ostariophysi
observamos extremos de tamanho que vai desde o maior peixe de agua doce
capturado no mundo Pangasiodon gigas Chevey, 1931, medindo 2,7 metros de
comprimento e pesando 293 kg, até algumas espécies que medem cerca 12 mm,
como Danionella translucida Roberts, 1986 (NELSON, 2006). Alguns desses peixes
podem respirar oxigénio atmosférico (Clariidae Bonnaparte, 1846) ou mesmo viver
fora da agua como Phreatobius cisternarum Goeldi, 1905, e ha ostariofisianos que
sdo capazes de produzir eletricidade (Malapteruridae Bleeker, 1858) (NELSON,
2006).

A Ordem Characiformes, exclusivamente dulcicola, distribui-se nas
Américas e na Africa, compreendendo cerca de 1.700 espécies validas em 270
géneros (NELSON, 2006). Entre os Characiformes ha uma grande variagdo na
forma corporal, estrutura de mandibula, denticao e anatomia interna (VARI, 1998), e
seus representantes estdo agrupados em 24 familias (TABELA 1).

A ictiofauna brasileira é distribuida de forma bastante heterogénea, dados de
Reis et al., (2003), indicam a ocorréncia de cerca de 2.300 espécies dulcicolas,
enquanto que marinhas em torno de 1.298 espécies (MENEZES et al., 2003).
Apenas cinco ordens detém mais de 95% das espécies de peixes de agua doce
conhecidas, sendo Characiformes a mais numerosa, seguida dos Siluriformes,

Perciformes, Cyprinodontiformes e Gymnotiformes (ROSA; LIMA, 2008).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pangasiodon_gigas&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Danionella_translucida&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Clariidae&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Phreatobius_cisternarum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Malapteruridae

TABELA 1- LISTA DE FAMILIAS/SUBFAMILIAS DA ORDEM CHARACIFORMES.

Ordem Characiformes
Familia Citharinidae Gunther, 1864
Familia Distichodontidae Giinther, 1864
Familia Crenuchidae Gunther, 1864
Subfamilia Crenuchinae Guinther, 1864
Subfamilia Characidiinae Fowler, 1932
Familia Alestidae Cockerell, 1910
Familia Hepsetidae Hubbs, 1939
Familia Tarumaniidae de Pinna, Zuanon, Rapp Py-Daniel & Petry, 2017

Familia Erythrinidae Valenciennes, 1847

Familia Parodontidae Eigenmann, 1910

Familia Cynodontidae Eigenmann, 1903

Familia Serrasalmidae Bleeker, 1859

Familia Hemiodontidae Bleeker, 1859

Familia Anostomidae Gunther, 1864

Familia Chilodontidae Eigenmann, 1903

Familia Curimatidae Gill, 1858

Familia Prochilodontidae Eigenmann, 1909

Familia Lebiasinidae Gill, 1889
Subfamilia Lebiasininae Gill, 1889
Subfamilia Pyrrhulininae Bleeker, 1859

Familia Ctenoluciidae Schultz, 1944

Familia Chalceidae Fowler, 1958

Familia Triportheidae Fowler, 1940
Subfamilia Triportheinae Fowler, 1940
Subfamilia Agoniatinae Bleeker, 1859
Subfamilia Clupeacharacinae Fowler, 1958

Familia Gasteropelecidae Bleeker, 1859

Familia Bryconidae Eigenmann, 1912
Subfamilia Bryconinae Eigenmann, 1912
Subfamilia Salmininae Cockerell, 1915

Familia Iguanodectidae Eigenmann, 1909

Familia Acestrorhynchidae Eigenmann, 1912
Subfamilia Acestrorhynchinae Eigenmann, 1912
Subfamilia Roestinae Lucena & Menezes, 1998
Subfamilia Heterocharacinae Géry, 1966

Familia Characidae Latreille, 1825

Subfamilia Characids incertae sedis
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Subfamilia Rhoadsiinae Fowler, 1911
Subfamilia Aphyoditeinae Géry, 1972
Subfamilia Pristellinae Géry & Boutiére, 1964
Subfamilia Gymnocharacinae Eigenmann, 1909
Subfamilia Stethaprioninae Eigenmann, 1907
Subfamilia Tetragonopterinae Gill, 1858
Subfamilia Characinae Latreille, 1825
Subfamilia Aphyocharacinae Eigenmann, 1909
Subfamilia Cheirodontinae Eigenmann, 1915
Subfamilia Stevardiinae Gill, 1858

FONTE: Adaptado de https://www.calacademy.org/scientists/catalog-of-fishes-classification
(acesso em 01/2018).

A familia Parodontidae é composta por apenas trés géneros: Apareiodon
Eigenmann, 1916; Parodon Valenciennes, 1849 e Saccodon Kner, 1863
(PAVANELLI, 2003). Conta atualmente com 32 espécies validas, sendo 15 destas
pertencentes a Apareiodon, 14 de Parodon e trés ao género Saccodon
(ESCHMEYER; FONG, 2018; TABELA 2). Espécies do género Saccodon tem
distribuicdo restrita ao norte do continente sul-americano, sendo encontrado na
bacia costeira no Panama, Colédmbia e Equador (ROBERTS, 1974), enquanto os
géneros Parodon e Apareiodon distribuem-se por toda a América do Sul
(PAVANELLI; BRITSKI, 2003).

A primeira espécie a ser descrita na familia Parodontidae deu-se no inicio do
século XIX a partir exemplares coletados no lago Maracaibo (Venezuela), e descritos
por Achille Valenciennes em 1849 com o nome de Parodon suborbitalis. A
caracterizagdo da nova espécie e género se deu pelo posicionamento da boca e
denticdo, principalmente a denticdo mandibular (CUVIER; VALLENCIENES, 1849
apud do NASCIMENTO, 2015). A partir de entdo, novas espécies foram sendo
descritas e alocadas em diferentes familias e subfamilias até serem reconhecidas
propriamente como uma familia (Parodontidae) por Greenwood et al. (1966).

Os representantes desta familia sao conhecidos popularmente no Brasil
como “canivetes” ou “charutinhos” e “virolitos” ou “rollizos” em outras regides da
América Latina (PAVANELLI, 2003). Sao peixes com morfologia externa
relativamente uniforme, com corpo fusiforme, boca ventral e nadadeiras peitorais

dispostas lateralmente (PAVANELLI, 2003). Usualmente as espécies desta familia
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sdo genericamente alocadas com base em dois caracteres tradicionais, presencga vs.
auséncia de dentes no dentario mandibular, e um vs. dois raios ndo ramificados na
nadadeira peitoral (PAVANELLI, 2003).

TABELA 2- LISTA NOMINAL DE ESPECIES VALIDAS DA FAMILIA PARODONTIDAE.

Espécies

Autores

Apareiodon affinis
Apareiodon agmatos
Apareiodon argenteus
Apareiodon cavalcante
Apareiodon davisi
Apareiodon gransabana
Apareiodon hasemani
Apareiodon ibitiensis
Apareiodon itapicuruensis
Apareiodon machrisi
Apareiodon orinocensis
Apareiodon piracicabae
Apareiodon tigrinus
Apareiodon vittatus
Apareiodon viadii
Parodon alfonsoi
Parodon apolinari
Parodon atratoensis
Parodon bifasciatus
Parodon buckleyi
Parodon caliensis
Parodon carrikeri
Parodon guyanensis
Parodon hilarii
Parodon magdalenensis
Parodon moreirai
Parodon nasus
Parodon pongoensis
Parodon suborbitalis
Saccodon dariensis
Saccodon terminalis
Saccodon wagneri

Steindachner, 1879

Taphorn, Lopez-Fernandez & Bernard, 2008
Pavanelli & Britski, 2003

Pavanelli & Britski, 2003

Fowler, 1941

Starnes & Schindler, 1993

Eigenmann, 1916

Amaral Campos, 1944

Eigenmann & Henn, 1916

Travassos, 1957

Bonilla, Machado-Allison, Silvera, Chernoff, Lépez & Lasso, 1999
Eigenmann, 1907

Pavanelli & Britski, 2003

Garavello, 1977

Pavanelli, 2006

Londofio-Burbano, Roman-Valencia & Taphorn, 2011
Myers, 1930

Londofio-Burbano, Roman-Valencia & Taphorn, 2011
Eigenmann, 1912

Boulenger, 1887

Boulenger, 1895

Fowler, 1940

Géry, 1960

Reinhardt, 1867

Londofio-Burbano, Roman-Valencia & Taphorn, 2011
Ingenito & Buckup, 2005

Kner, 1859

Allen, 1942

Valenciennes, 1850

Meek & Hildebrand, 1913

Eigenmann & Henn, 1914

Kner, 1863

FONTE: Modificado de Eschmeyer; Fong (2018).

Diferengas morfolégicas nestes trés géneros estdo relacionadas com a

coloragao do corpo e o padrao dentario, cuja presenga de dentes mandibulares é
uma caracteristica exclusiva do género Parodon (ROBERTS, 1974; TRAVASSOS,
1955; PAVANELLI, 2003). Ja o numero de cuspides e morfologia dos dentes pré-

maxilares € utilizada para diferenciar os géneros Parodon e Apareiodon enquanto o
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género Saccodon é caracterizado por apresentar acentuado polimorfismo dentario
(ROBERTS, 1974; TRAVASSOS, 1955; PAVANELLI, 2003). Além disso, o padrao
de coloragdo do corpo composto por listras (horizontais) ou barras (verticais)
também é utilizado para diferencia-los (TRAVASSOS, 1955; ROBERTS, 1974;
PAVANELLI, 2003; 2007; INGENITO, 2008).

A utilizacdo exclusiva de aspectos morfoldgicos diagnosticos para diferenciar
0s géneros desta familia tem sido ha muito tempo questionado e considerados
inconsistentes, com isso, questionamentos a respeito da manutencdo dos géneros
Apareiodon e Parodon foram levantados (ROBERTS, 1974; SHULTZ; MILES, 1943;
PAVANELLI; BRITSKI, 2003; INGENITO; BUCKUP, 2005; INGENITO, 2008).

Utilizando métodos de parcimbnia para analise filogenética Ingenito (2008)
usou caracteres osteologicos e de morfologia externa de 28 espécies de
Parodontidae, uma espécie nao descrita de Apareiodon sp. (chamada de Parodon
sp.), e 17 espécies de Characiformes como grupo externo. Considerando o género
Saccodon como um grupo irmao dos demais Parodontidae, e o género Apareiodon
como sinénimo junior de Parodon, considerou também ineficaz a presenga de
dentes mandibulares para diagnosticar grupos monofiléticos, pois grupos definidos
por este carater sdo polifiléticos, relatando variagdes intraespecificas na ocorréncia
destes nas espécies P. davisi, P. ibitiensis, P. moreirai, P. tigrinus e Parodon sp.

Schemberger et al. (2011) utilizaram analises comparativas de
caracteristicas cromossémicas distintas (numero e formula cariotipica, bandamento
C, NORs, FISH com as sondas rDNA 5S, rDNA 18S, pPh2004 e WAp) para a
analise filogenética e agruparam a espécie A. affinis com as espécies do género
Parodon, indicando um maior parentesco entre eles quando comparado com outras
espécies do género Apareiodon. Entretanto, neste estudo Parodon e Apareiodon
formam clados distintos, com excecao de A. affinis. Em contrapartida, estudos com
sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo C oxidase, subunidade 1 (COl) de
espécies do género Parodon e Apareiodon mostraram a ocorréncia de dois clados
bem sustentados, incluindo A. affinis no género de origem (BELLAFRONTE et al.,
2013). Desta forma, embora questionamentos ocorram em relagdo ao agrupamento
de espécies em seus géneros, a manutencao de Parodon e Apareiodon € a situagao

usual.
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1.2 ESTUDOS CITOGENETICOS E MOLECULARES NA FAMILIA
PARODONTIDAE

O uso de marcadores cromossdmicos para a compreensao da diferenciagao
cariotipica de Parodontidae corresponde a uma importante ferramenta, que permite
verificar homeologias cromossémicas, além de também contribuir com a
citotaxonomia (VICARI et al., 2010). Estudos citogenéticos nesta familia foram
utilizados para auxiliar em duvidas taxondémicas, a exemplo de espécies sinbnimas
(BELLAFRONTE et al., 2005), e na indicagao de novas espécies (ROSA et al., 2006;
VICARI et al., 2006; do NASCIMENTO et al., 2018). Entretanto, o foco principal tem
sido a compreensdo da evolugdo cariotipica no grupo, com destaque para a
diferenciacdo dos cromossomos sexuais, rearranjos cromossémicos estruturais e
movimentacdo dos DNAs repetitivos nos genomas (BELLAFRONTE et al., 2011;
SCHEMBERGER et al., 2011, 2014, 2016; ZIEMNICZAK et al., 2014; TRALDI et al.,
2016; do NASCIMENTO et al., 2018).

Dados de numero e morfologia dos cromossomos, padrdao de bandas,
numero e a posicao dos sitios de DNAs ribossomais e a localizacdo de DNAs
repetitivos satélites identificam caracteristicas compartilhadas e derivadas entre
espécies proximas, o0s quais contribuem para o entendimento de espécies
divergentes (VICARI et al., 2006; da SILVA et al., 2015; de OLIVEIRA et al., 2016),
complexo de espécies (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991) e padrdes
biogeograficos (VICARI et al., 2008; da ROSA et al., 2014).

As analises citogenéticas em Parodontidae revelam um numero dipldide
conservado de 54 cromossomos, na maioria de metacéntricos e submetacéntricos
(MOREIRA-FILHO et al., 1980; JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000a; ROSA et al.,
2006; VICARI et al., 2006), sendo os cromossomos subtelocéntricos ausentes ou
variando entre um a trés pares entre as espécies (BELLAFRONTE et al., 2011;
SCHEMBERGER et al., 2011). Excecbes ocorrem em populagdes de A. affinis do
baixo rio Parana (Argentina) e rio Paraguai, as quais apesar de apresentar numero
2n = 54, possuem uma variagdo de 2 a 8 pares de cromossomos do tipo
acrocéntrico (JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000; 2004; do NASCIMENTO et al.,
2018). Variagbes de numero cromossdmico em Parodontidae foram relatadas em A.

piracicabae coletados no rio Passa Cinco, Rio Claro — SP, devido a presenca de
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cromossomos B (FALCAO et al., 1984). Se considerarmos ao nivel de género,
verificamos que em Apareiodon é comum a ocorréncia de Ccromossomos
subtelocéntricos com variagao interespecifica de um a trés pares (ROSA et al., 2006;
VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2009; 2011; 2013). No género Parodon
percebe-se, de maneira geral, uma estrutura cariotipica constituida de cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e, subtelocéntricos (BELLAFRONTE et al., 2005,
2011), enquanto que, no género Saccodon, com uma distribuicdo restrita a regido
noroeste da América do Sul, ha escassez de dados a respeito da estrutura
cariotipica (VICARI et al., 2006).

Desta forma, os caridtipos diferenciados em Apareiodon e Parodon sao
determinados a partir de caracteristicas cromossémicas exclusivas, como: presenga
de férmulas cariotipicas distintas; variagdes numéricas e de posi¢cao de sequéncias
do DNA satélite pPh2004; numero e localizagao de sitios de DNA ribossomal (rDNA)
18S e 5S; diferentes blocos heterocromaticos e presencga de diferengcas morfologicas
nos cromossomos sexuais (MOREIRA-FILHO et al., 1984; 1985; JESUS; MOREIRA-
FILHO, 2000a; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA et al.,
2006; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2009, 2011, 2012; TRALDI et al.,
2016; do NASCIMENTO et al., 2018).

Sitios organizadores de nucléolos detectados por Ag-RONs e/ou por
hibridagdo in situ fluorescente (FISH) com uso da sonda de rDNA 18S foram
localizados na regido terminal do brago g (longo) de um par cromossémico
subtelocéntrico grande em quase todas as espécies de Apareiodon estudadas
(MOREIRA-FILHO et al., 1984; JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000a; ROSA et al.,
2006; VICARI et al, 2006; BELLAFRONTE et al, 2009; 2011; 2012; do
NASCIMENTO et al., 2018). No género Parodon, as RONs tém se mostrado como
caracteres espécie-especificos localizados em cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000b; VICENTE et al., 2001,
CENTOFANTE et al., 2002; BELLAFRONTE et al., 2005). Sitios adicionais do rDNA
18S ja foram detectados em caridtipos de A. vittatus, A. ibitiensis, A. affinis (rio
Uruguai) e A. davisi (BELLAFRONTE et al., 2009; 2011; TRALDI et al., 2016; do
NASCIMENTO et al, 2018). Desta forma, rearranjos cromossémicos com
reposicionamento dos sitios cromossdmicos ribossomais ocorreram na diversificagao

cariotipica destas espécies (BELLAFRONTE et al., 2011) e foram propostos ter
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origem por eventos de dispersdo de RONs por transposi¢do ou associagdo com
movimento da heterocromatina (MOREIRA-FILHO et al., 1984; TRALDI et al., 2016).

Em relagcdo ao rDNA 58S, a localizagao préxima a regidao centromérica de um
par submetacéntrico (ocupando quase a totalidade da extenséo do braco p) é a mais
comum entre os parodontideos (CENTOFANTE et al., 2002; VICARI et al., 2006;
BELLAFRONTE et al., 2009). Sitios rDNA 5S com localizagdes variaveis ocorrem em
algumas espécies (ROSA et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2011; TRALDI et al.,
2016). Parodon nasus € a unica espécie da familia em que foi diagnosticado os
rDNAs 5S e 18S sinténicos, que provavelmente foi originado por um evento de
translocacao cromossémica (BELLAFRONTE et al., 2005).

A heterocromatina constitutiva em cromossomos de Parodontidae foi
localizada nas regides centroméricas e pericentroméricas, além de regides
heterocromaticas terminais em alguns cromossomos (BELLAFRONTE et al., 2011,
2012; TRALDI et al., 2016; do NASCIMENTO et al., 2018). A detecgao da
heterocromatina & imprescindivel na identificagdo dos cromossomos sexuais entre
os parodontideos portadores do sistema ZZ/ZW, pois o cromossomo Z, na maioria
das espécies, apresenta pequenos blocos heterocromaticos, sendo um proximal e
outro terminal no brago p (curto), e o cromossomo W apresenta um processo de
heterocromatizagdo e acumulo de sequéncias repetitivas na diferenciacdo em
relagdo ao cromossomo Z (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA
et al., 2006; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2012).

1.3 DNA REPETITIVO

Os DNAs repetitivos representam grande porcentagem do genoma
eucaridtico consistindo de sequéncias que podem ser idénticas ou similares, que se
repetem diversas vezes podendo ocorrer in tandem (em sequéncia) ou estar
dispersos no genoma (TIMBERLAKWE, 1978; SUMNER, 2003). Por muito tempo o
DNA repetitivo foi considerado como DNA lixo (junk DNA), DNA egoista (selfish
DNA) ou DNA parasitico (parasitic DNA) (DOOLITTLE; SAPIENZA, 1980; ORGEL;
CRICK, 1980; NOWAK, 1994). Atualmente se sabe que estas repeticdes possuem
fungcdes estruturais e organizacionais, na regulacdo de genes, rearranjos

cromossOmicos, replicagdo, reparo de DNA, diferenciagdo e regulagao
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cromossOmica, podendo também estar envolvido na causa de algumas doengas
(SUMNER, 2003). Também possuem interesse especial em estudos de estrutura e
fungdo cromossOmica, evolugdo, identificacdo de rearranjos cromossémicos,
Cromossomos supranumerarios e cromossomos sexuais (KIDWELL; LISCH, 1997;
KIDWELL, 2002; SUMNER, 2003; BARROS et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018).

Os DNAs repetitivos in tandem séo classificados de acordo com sua unidade
de repeticdo, a qual varia em tamanho, onde maiores que 100 pb sdo denominadas
de satélites classicos, de 10-100 pb minissatélites e 2-6 pb microssatélites
(SUMNER, 2003). Localizados em regides centroméricas/pericentroméricas e
ocasionalmente em regides intersticiais e terminais dos cromossomos
(CHARLESWORTH et al., 1994). A composicédo deste DNA repetitivo pode variar de
A-T ricos ou G-C ricos (BERIDZE, 1986). Incluso na classificacdo do DNA repetitivo
in tandem ha também as familias multigénicas como, por exemplo, as histonas e o
DNA ribossdmico (LONG; DAVID, 1980).

A origem do DNA satélite é explicada a partir de varios mecanismos como a
replicacdo saltatéria (BRITTEN; KOHNE, 1966; 1968), o crossing-over desigual
(SMITH, 1974) e por elementos transponiveis (HEIKKINEN et al., 1995). Pode estar
organizado em sitios especificos de um par cromossémico, porém na maioria das
vezes, estas unidades de repeticdo evoluem em paralelo (DOVER, 1986), levando a
uma homogeneizagao intraespecifica entre as unidades repetitivas (UGARKOVIC;
PLOHL, 2002). Esta distribuicido cromossdmica reflete o modo de evolugdo em
conserto de sequéncias entre cromossomos ndo homélogos, como proposto para a
origem dos DNAs repetitivos (PLOHL et al.,, 1992). Nestes casos, a dispersao
intercromossOmica seria mais rapida que as taxas de mutagcdo e/ou
homogeneizagao intracromossdémica. Diante da dindmica evolutiva extremamente
variavel dos DNAs satélites estes podem, de fato, prover informacgdes uteis tanto
para estudos microevolutivos (UGARKOVIC; PLOHL, 2002), como para estudos
filogenéticos (PONS et al., 2002; PONS; GILLESPIE, 2003; KANTEK et al., 2009).
No entanto, familias de DNA satélite podem, paralelamente, permanecer
conservadas ao longo do tempo por terem evolugéo lenta, mantidas por baixas taxas
de mutagdo, com reflexo na homogeneizacdo das sequéncias (DE LA HERRAN et
al., 2001).



25

Em peixes, DNAs satélites cromossomo especificos podem tornar-se
marcadores citogenéticos uteis (SAITO et al., 2007), algumas vezes utilizados para
compreender as relagdes filogenéticas entre diferentes taxons (DE LA HERRAN et
al., 2001; SAITO et al., 2007), esclarecer a citotaxonomia em complexos de espécies
(MANTOVANI et al., 2004; VICARI et al., 2008b; KANTEK et al., 2009), evidenciar as
provaveis origens de cromossomos supranumerarios (MESTRINER et al., 2000;
ZIEGLER et al., 2003; JESUS et al., 2003; ARTONI et al., 2006; VICARI et al., 2011)
e na caracterizagdo dos cromossomos sexuais (DEVLIN et al, 1998; 2001;
MACHADO et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011; PUCCI et al., 2014).

Em Parodontidae, Vicente et al. (2003) isolaram e identificaram uma familia
de DNA satélite em P. hilarii, denominado pPh2004, constituida de 200 pb e 60%
rico em bases AT. A FISH, utilizando sonda deste satélite, evidenciou 16 sitios em
autossomos, além de um sitio na regido terminal do braco longo do cromossomo Z,
e um sitio na regido terminal do brago curto do cromossomo W de P. hilarii. A sonda
pPh2004 também foi localizada sobre os cromossomos de Parodon moreirai
(CENTOFANTE et al., 2002) onde foram evidenciados os mesmos sitios
encontrados nos cromossomos Z e W de P. hilarii, além de dois pequenos sitios
adicionais nos autossomos. Schemberger et al. (2011) realizaram um mapeamento
desta sonda por FISH sobre os cromossomos das espécies P. nasus, P.
pongoensis, P. moreirai, P. hilarii, A. ibitiensis, A. affinis, A. viladii, A. piracicabae e
Apareiodon sp. e obtiveram 10 sitios deste marcador em P. nasus, sendo oito sobre
os autossomos e dois sobre os proto cromossomos sexuais, em P. pongoensis
foram detectados dois sitios no par 13 (proto cromossomo sexual); P. moreirai
apresentou dois sitios autossébmicos e nos cromossomos sexuais ZW; P. hilarii
mostrou 14 sitios autossémicos e nos cromossomos sexuais ZW e; em A. affinis
(Alto Rio Parand) ocorreu a presenga de seis sitios sobre autossomos. As demais
espécies estudadas ndo apresentaram marcagdes deste DNA satélite, inferindo-se
que as espécies que possuem o DNA satélite pPh2004 divergiram mais
recentemente e sdo mais relacionadas (BELLAFRONTE et al., 2011). Schemberger
et al. (2011) também demonstraram que as espécies A. affinis, P. moreirai, P. hilarii,
P. nasus e P. pongoensis apresentam marcagdes no brago longo de um par
metacéntrico comparavel, sendo este correspondente ao cromossomo Z das

especies com sistema de cromossomos sexuais e ao par de proto-cromossomos
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sexuais nas espécies sem sistema sexual, sugerindo a origem deste DNA satélite
neste par cromossomico.

Sequéncias de DNAs repetitivos também foram obtidas dos cromossomos
sexuais por microdissecgdo do cromossomo W de Apareiodon sp. (rio Verde)
submetido ao bandamento C seguido de uma amplificacdo por PCR utilizando
iniciadores degenerados (DOP-PCR - Degenereted Oligonucleotide Primed -
Polimerase Chain Reaction) (VICARI et al., 2010). Esta porcdo de DNA repetitivo foi
denominada de WAp e evidenciou um arrasto em gel de agarose entre 100 e 500 pb
com uma intensidade maior em 250 pb. A utilizagcdo desta sonda na FISH evidenciou
sitios em regides terminais de alguns cromossomos do cariotipo de todas as
espécies da familia Parodontidae estudadas (Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. viadii,
A. piracicabae, A. vittatus, A. affinis, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis)
além de marcagdes nos cromossomos sexuais em A. affinis que apresenta sistema
de cromossomo sexual do tipo ZZ/ZW W, e em todas as espécies com sistema de
cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW (SCHEMBERGER et al., 2011). As marcagdes
da sonda WAp nos cromossomos Z e W das espécies com sistema ZZ/ZW
corroboram com a hipotese de que houve um acumulo de sequéncias repetitivas
para a derivacdo do cromossomo W (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al.,
2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006), sendo esta sequéncia nao exclusiva
dos cromossomos sexuais uma vez que foram detectadas também marcagdes em
regides terminais de varios cromossomos autossdmicos do caridtipo de todas as
espécies analisadas (SCHEMBERGER et al., 2011).

Traldi et al. (2016) analisaram duas espécies de Apareiodon que ainda nao
tinham dados cromossdmicos disponiveis, A. argenteus e A. davisi. Neste trabalho,
quatro sequéncias de DNAs repetitivos foram mapeadas: DNAr 5S, DNAr 45S,
pPh2004 e WAp, onde A. davisi apresentou polimorfismo cromossémico envolvendo
as duas sequéncias ribossomais, com variacdées no numero e posi¢des dos sitios, e
co-localizagado desses genes em alguns pares de cromossomos. WAp apresentou
disperso ao longo dos cromossomos das duas espécies e pPh2004 foi identificado
nos pares de cromossomos 7, 8, 10, 11 e 18 em A. argenteus e no par 24 em A.
davisi. Assim, o estudo sugere uma possivel identificacdo dos cromossomos
correspondentes ao par proto-cromossomos sexuais, sendo o par 10 para A.

argenteus, e o par 24 para A. davisi. Recentemente, do Nascimento et al. (2018)
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localizaram in situ inumeros sitios autossémicos do DNA satélite pPh2004, com
diferenga no numero de sitios entre as populagcbes de A. affinis do Rio Cuiaba e
Paraguai. Assim como resultados de estudos citogenéticos tem demonstrado que os
DNAs repetitivos WAp e pPh2004 s&o fortes marcadores evolutivos neste grupo de
peixes e que estiveram envolvidos em uma intensa diversificacdo cariotipica com
possiveis implicagdes nos processos de especiagdo em Parodontidae (ZIEMNICZAK
etal., 2014).

1.4 CROMOSSOMOS SEXUAIS EM PARODONTIDAE

Os sistemas de cromossomos sexuais em peixes sdo variados, incluindo
heterogametia masculina, feminina, sistemas multiplos, além de espécies com
descricdo de proto cromossomos sexuais e sem heteromorfismo (GALETTI;
FORESTI, 1986; ALMEIDA-TOLEDO et al., 1988, 2000; MOREIRA-FILHO et al.,
1993; BERTOLLO et al., 2000; CENTOFANTE et al., 2002; PARISE-MALTEMPI et
al., 2007; SCHEMBERGER et al., 2011). A diferenciacdo de um par autossdmico
para atingir o estado de cromossomos sexuais heteromorficos € intensa. Muller
(1964) propds que os sistemas de cromossomos sexuais tém diversas etapas de
diferenciacdo, desde a origem onde os cromossomos X (ou Z) e o Y (ou W), por
exemplo, sao dificimente distinguiveis morfologicamente, até sistemas
completamente heteromoérficos. Neste modelo, a degeneragao do cromossomo Y (ou
W) é a consequéncia de sua permanente heterozigosidade, sendo esta degeneragéo
caracterizada por dois principais fendmenos: (1) a mudanca de regides eucromaticas
em estrutura de heterocromatina, e (2) a erosédo da atividade génica do cromossomo
heteromorfico (MULLER, 1932).

Na grande maioria dos sistemas de cromossomos sexuais ZW, o
cromossomo W sofreu modificagdes de acumulo de sequéncias repetitivas formando
blocos heterocromaticos, com consequente erosdo da atividade génica
(SCHEMBERGER et al., 2011; PUCCI et al., 2014). O sistema de cromossomos
sexuais simples ZZ/ZW de Parodontidae teve origem por uma inversédo paracéntrica
de um sitio terminal portador da sequéncia repetitiva WAp para a regido proximal do
braco p de um par cromossémico metacéntrico e, posterior amplificacdo desta
sequéncia levando a diferenciacdo do cromossomo sexual W na maioria das
espécies (SCHEMBERGER et al., 2011).
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Nesta familia os estudos citogenéticos demonstram grupos de espécies sem
cromossomos sexuais heteromorficos (Apareiodon piracicabae e A. vittatus); com
proto cromossomos sexuais e presenga de DNA satélite pPh2004 (Parodon nasus,
P. pongoensis, A. argenteus e A. davisi); com sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos (A. ibitiensis, A. viadii e A. hasemani); com sistema de cromossomos
sexuais heteromorficos e presenca de DNA satélite pPh2004 (P. moreirai e P. hilarii);
além da espécie A. affinis, com sistema de cromossomos sexuais multiplos e DNA
satélite pPh2004 (SCHEMBERGER et al., 2011; BELLAFRONTE et al., 2012;
TRALDI et al., 2016). Analises da composicdo de DNA do cromossomo W
demonstraram que a sequéncia GATAn (a qual em outros organismos foi
relacionada a expressao de genes do tecido hematopoiético, as modificagdes da
cromatina e, ao controle da expressdo de genes nos cromossomos sexuais) esta
envolvida na diferenciagdo da regido especifica do cromossomo W (REW) de
Parodontidae, e apresenta sinais dispersos e outros pontos de acumulo nos
autossomos (ZIEMNICZAK et al., 2014). Schemberger et al. (2014) isolaram uma
biblioteca Cot-1 para DNA repetitivo em Parodontidae e verificaram um intenso
acumulo de sequéncias repetitivas satélites e de elementos transponiveis (TEs),
entre as quais, algumas foram relacionadas a degeneragdo molecular do
cromossomo W. Com todos estes dados, foi determinado que a regido
pseudoautossémica (PAR) dos cromossomos sexuais € composta pelos bracos
longo do cromossomo Z e curto do cromossomo W, as quais possuem o DNA
satélite pPh2004 no género Parodon (SCHEMBERGER et al., 2014; ZIEMNICZAK et
al., 2014).

Na REW de Parodontidae foi verificado o acumulo de sequéncias satélites e
inuimeros TEs, as quais ndo sdo exclusivas dos sexuais. A expansdao GATAn
(ZIEMNICZAK et al, 2014) e o elemento transponivel Tc1-Mariner
(SCHEMBERGER et al., 2016) estao localizados na REW, em regiao intersticial. A
regidao proximal da REW é composta pelo DNA satélite (sat1WP), na regiao terminal
foi visualizado um extensivo acumulo do TE helitron e, em toda sua extenséo, a
REW ¢ invadida por TEs degenerados de diferentes classes (SCHEMBERGER et
al., 2014).

Ainda, o mapeamento in situ de 16 sequéncias microssatélites nos genomas

de cinco espécies de Parodontidae demonstrou uma intensa invasao destas
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sequéncias em regides heterocromaticas intersticiais e, essencialmente nos
cromossomos sexuais diferenciados, promovendo sua erosdo genética e
heterocromatizagcdo (ZIEMNICZAK, 2016). Ja a sequéncia repetitiva TTAGGGn é
componente do teldbmero dos vertebrados e a presenca de sitios teloméricos
intersticiais (ITS) podem auxiliar no reconhecimento de alguns tipos de rearranjos
cromossOmicos. Em Parodontidae, até o momento nenhum ITS foi detectado
(ZIEMNICZAK et al., 2014). Deste modo, a diferenciacdo molecular e a erosédo da
atividade génica do cromossomo W ocorreram por acumulos de sequéncias
repetitivas de diferentes tipos e classes, as quais podem formar dominios na
cromatina e ter uma relagdo com o controle da expressdo dos genes presentes nos

cromossomos sexuais e determinagao sexual.

1.5 DNA BARCODE

O uso de marcadores moleculares, os quais se baseiam na historia evolutiva
de sequéncias nucleares e organelares sao muito utilizados na taxonomia e
sistematica (PADIAL et al., 2010; SCHILICK-STEINER et al., 2010; TRAVENZOLI et
al., 2015). Isto se deve ao fato de que essas metodologias buscam diretamente a
variagdo ao nivel da molécula de DNA, o que faz com que essas abordagens
permitam a analise filogenética e de fluxo génico (TORRES et al., 2004).

O mtDNA (DNA mitocondrial) reune varias caracteristicas que o tornam um
marcador adequado para estudos evolutivos como por exemplo, sua alta taxa de
evolugdo, a qual acredita ser 10 vezes superior a de um gene nuclear. Isso se deve
a baixa capacidade de reparo da enzima DNA polimerase mitocondrial e a alta
exposi¢ao da molécula de DNA aos agentes oxidativos que sao gerados durante o
processo de respiragao celular (BROWN et al., 1979). Além disso, 0s genes
mitocondriais ndo possuem introns (espagadores génicos) com raras excegoes, 0S
quais, usualmente atrapalham as analises dos segmentos de DNA, pela grande
variagao existente nesses segmentos. Outra caracteristica favoravel é o fato deste
DNA ser haploide, ou seja, possui apenas uma copia do material genético em
comparacao ao genoma nuclear (PEREIRA; OLIVEIRA, 2015).

Um dos genes utilizados para a identificacdo de espécies € o gene
mitocondrial citocromo C oxidase, subunidade 1 (COl ou COX1), proposto por
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Hebert et al. (2003) e descrito como metodologia do DNA barcode, onde o
fundamento basico deste método esta na busca da variabilidade existente entre as
sequéncias de DNA de um mesmo gene devido ao acumulo de mutagdes ao longo
da histéria evolutiva. Sendo assim, uma espécie poderia ser identificada por uma
combinagdo unica e exclusiva de nucleotideos desse fragmento de
aproximadamente 650 pb do gene.

O projeto DNA Barcoding of Life foi iniciado em 2003, com objetivo de gerar
uma biblioteca de acesso global, com sequéncias barcode de referéncia que
possibilitam identificar espécimes, visando acelerar o ritmo de descoberta de
especies, permitindo a rapida classificacdo de espécimes e destacando taxa
divergentes que podem representar novas espécies (HEBERT et al., 2003). No ano
2007 foi criado o BOLD (Barcoding of Life Data System), um banco de dados para a
organizagdo, analise, armazenamento e manutengdo das sequéncias de DNA
barcode, constituindo-se em uma plataforma de bioinformatica integrada para dar
suporte as fases de obtencdo, analise e validacdo das sequéncias barcode
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

O gene COI é alvo de estudos populacionais de variabilidade genética pela
sua universalidade e importancia evolutiva, além disso, é bastante conservado entre
0os mais diversos genomas e possui diferenciagdo suficiente entre espécies por
apresentarem padrdo de sequéncia barcode espécie-especificos (TAUTZ et al.,
2003; WILSON, 2003; BLAXTER, 2003; SCHINDEL; MILLER, 2005; RUBINOFF,
2006). Outra caracteristica relevante € que a variacéo intraespecifica €, na grande
maioria dos casos, significantemente menor do que a variagdo genética
interespecifica. Esta diferenga cria um espacgo, entre os valores de variagdo genética
intra e interespecificas, chamado de barcode gap, contribuindo para a diferenciagao
entre as espécies (HEBERT et al., 2003, 2004; WAUGH, 2007; FREZAL; LEBLOIS,
2008; WARD et al., 2009). Assim, a utilizagédo do COI é considerada vantajosa por
ser suficientemente curto para ser sequenciado de forma rapida e barata,
contribuindo para identificar variacbes entre as espécies, e tem se mostrado
altamente eficaz na identificagdo de varios organismos (FOLMER et al., 1994;
REMIGIO; HEBERT, 2003; HEBERT et al., 2004; BARRETT; HEBERT, 2005;
HAJIBABAEI et al., 2006; CHANG et al., 2009; WARD et al., 2005; HUBERT et al.,
2008; PERSIS et al., 2009; PEREIRA et al., 2011; BELLAFRONTE et al., 2013).
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Em trabalho realizado por Bellafronte et al. (2013) foram analisadas sete
especies conhecidas e uma possivel nova espécie de Parodontidae, coletadas em
oito diferentes localidades, mostrando que a metodologia de DNA barcode foi
eficiente na correta identificagdo das sete conhecidas e da possivel nova espécie.
Em outro estudo, seis populagdes de A. affinis (trés do sistema Alto rio Parana e trés
do sistema Baixo rio Parana) foram comparadas citogeneticamente e com DNA
barcode, onde foi evidenciado que A. affinis do Alto rio Parana ¢ um MOTU
(Molecular Operational Taxonomic Unit) em Parodontidae, diferenciado de A. affinis
do Baixo rio Parana (do NASCIMENTO et al., 2018). Em adic¢ao, foi demonstrado
que os trés demes avaliados de A. affinis do sistema Baixo Rio Parana (rios Uruguai,
Paraguai e Cuiaba) apresentaram caracteristicas citogenéticas divergentes e baixos
valores de divergéncia genética K2P (Kimura-2-parametros), o que segundo os
autores, poderia representar um caso de especiacdo cromossémica parapatrica em
progresso (do NASCIMENTO et al., 2018).

As analises das sequéncias podem ser realizadas utilizando o Clustal W
(THOMPSON et al., 1994) que fornece um ambiente integrado para a realizacdo de
alinhamentos de multiplas sequéncias e analise de seus resultados, dispondo de
recursos de cores e marcagdes, permitem visualizar melhor os sitios conservados,
além de opgbes para o alinhamento multiplo. A qualidade do alinhamento é
verificada através da observacado de histograma mostrado em sua base grafica. O
alinhamento obtido pode ser exportado e utilizado em outro programa de inferéncia
filogenética (THOMPSON et al., 1994).

As analises da distancia genética entre as populagées podem ser realizadas
utilizando o programa MEGA 5.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) que
permite a comparagao de sequéncias moleculares bem como a construcdo de
arvores filogenéticas (KUMAR et al., 2008). A distancia genética é calculada
baseada no modelo de evolugdo molecular K2P, sendo que este modelo apresenta
um melhor desempenho quando as distancias genéticas sdo baixas (KIMURA,
1980). Esta metodologia avalia a ocorréncia de desigualdade entre as taxas de
transicao/transversao. Os dois parametros, a e B, permite variar ndo somente a taxa
total de substituicdo por unidade de tempo, como também a fragdo dessas
substituicbes que sao transigdes e as que sao transversdes. Para qualquer

nucleotideo, pode haver uma troca a uma taxa a, o que causa uma transicao, e a
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uma taxa B, que causa transversdo. A razdo de transigdo/transversdo (R), sera
a/(2B) (FIGURA 1). A taxa total de troca é de a+23. O modelo & simétrico e, apos
tempo suficiente, a probabilidade sera a mesma de termos uma purina ou uma
pirimidina na posigao estudada. Para as quatro bases possiveis, teriamos, entao, a
probabilidade de 1/4 para cada uma delas. Para delimitar as espécies, o valor da
divergéncia nucleotidica entre as espécies deve ser de pelo menos 10 vezes maior
que o valor da média de divergéncia intraespecifica observada no grupo em estudo.
Baseado em analises estatisticas, se um espécime desconhecido apresentar um
valor de divergéncia genética maior que 2% em relagdo a um espécime conhecido,
esse espécime teria 95% de probabilidade de representar uma espécie diferente
(HEBERT et al., 2004; WARD et al, 2009).

FIGURA 1- ESQUEMA DO MODELO DE KIMURA-2-PARAMETER.
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Os principais métodos para reconstrucdo de arvores filogenéticas sao:
Maxima Parciménia, Distancia, Maxima Verossimilhancga e Inferéncia Bayesiana. No
entanto, existem dificuldades no uso dos programas de reconstrugdo de arvores
filogenéticas: o usuario deve escolher qual método de reconstrucao utilizar,
conhecendo as vantagens e desvantagens de cada um (HUELSENBECK;
RONQUIST, 2001). De maneira geral é conhecido que os métodos de distancia s&o
0s mais velozes e os métodos de maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana
sdo mais exatos, mas independentemente desse fator, dentre todos os programas
que existem para cada método, o usuario precisa escolher o que atenda as suas
necessidades e expectativas (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001).
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Para analise filogenética pode ser realizada a construgdo de uma arvore
enraizada, para determinar quéo perto ou distante nossa sequéncia de estudo se
encontra de outra conhecida. Neste tipo de arvore existe um ndé particular, a raiz,
para onde convergem todas as sequéncias, e pode ser obtida se uma ou mais
unidades taxondmicas operacionais (UTO), isto €, n6 terminal ou taxa, formarem um
grupo externo que se acredita estarem o mais distantemente relacionado as UTO do
grupo interno. O noé raiz € aquele que agrupa o grupo interno e externo
representando, deste modo, o ancestral comum de ambos (FLOYD et al., 2002).

Os dendrogramas sao construidos a partir das sequéncias analisadas que
apresentaram maior homologia a sequéncia de interesse pelo método de Neighbor-
Joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987). O método de NJ é empregado devido ao seu
histérico de bom desempenho na analise de grandes conjuntos de dados e baseia-
se no Principio de Evolucdo Minima (CAVALLI-SFORZA; EDWARDS, 1967),
identificando os vizinhos que sequencialmente minimizam o tamanho total da arvore
(KUMAR; GADAGKAR, 2000; HEBERT et al., 2003). O primeiro passo é separar o
par de UTOs mais proximo (a partir dos valores da matriz de distancia), separando
dos outros. Este procedimento é repetido até que todos os ramos sejam encontrados
(SAITOU; NEI, 1987). A analise de bootstrap € utilizado para medir o grau de
suporte dos nos nas arvores filogenéticas, pelo alinhamento das sequéncias, seu
valor representa o numero de vezes que o0 agrupamento ocorreu nas replicagdes, e
um agrupamento tera um bom suporte se ocorrer em mais de 80% das arvores
(SAITOU; NEI, 1987). Em contraposicédo ao método de NJ, na analise bayesiana as
inferéncias de filogenia sdo baseadas sobre a probabilidade posterior em arvores
filogenéticas (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). Para muitos autores, a analise
bayesiana € um método mais preciso para a interpretagdo das inferéncias
filogenéticas (TORRES et al., 2004).

A familia Parodontidae apresenta relagbes filogenéticas controversas em
relacdo a taxonomia, quando consideramos apenas caracteres morfolégicos
(PAVANELLI; BRITSKI, 2003; INGENITO, 2008). Assim, a integragcao de estudos de
numero de cuspides nos dentes sinfiseanos, morfolégicos de coloragao corporal,
citogenéticos e de sequenciamento do COI podem ser uteis na resolugdo destas
incertezas taxondmicas, e também contribuir na definicdo de novas espécies ainda

nao descritas ou alocadas equivocamente.
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1.6 CARACTERIZACAO DO RIO ARIPUANA

Entre as 12 Regides Hidrograficas instituidas pela Resolugédo n° 32/2003 do
Conselho Nacional de Recursos Hidricos, encontra-se a R.H. Amazbnica, que
corresponde a porgao brasileira da Bacia Amazonica. Esta Regido Hidrografica
conta com uma area aproximada de 3.870 mil km? (45% do territério nacional),
abrangendo sete Estados: Acre, Amazonas, Rondénia, Roraima, Amapa, Para e
Mato Grosso. Dentre os seus principais rios, destaca-se: Purus, Jurua, Xingu,
Solimbes, Madeira, Negro e Guaporé (BRASIL, 2015).

A bacia hidrografica do rio Aripuand possui 146.300 km? localizados nos
estados do Amazonas, Mato Grosso e Rondénia, integra a bacia do rio Madeira,
compondo a regiao sudeste da Bacia Amazobnica (FIGURA 2) (BRASIL, 2011).

FIGURA 2 : REGIAO HIDROGRAFICA AMAZONICA.

FONTE: Brasil (2015)

O rio Aripuand nasce em terras do Mato Grosso, conta com varias
corredeiras e cachoeiras, sendo o0s principais complexos o0s existentes nas

imediagbes da cidade de Aripuana (Salto das Andorinhas, de Dardanelos, etc.), e a
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Cachoeira de Sumauma. As corredeiras existentes, de modo geral, ndo constituem
obstaculos para a movimentagao dos peixes, sendo que o complexo de cachoeiras
de Dardanelos, por sua vez, representa o maior obstaculo a movimentagao dos
peixes na porgao superior desta bacia, sendo recomendavel a realizagéo de estudos
futuros para aferir as consequéncias ecologicas e especificas na ictiofauna do alto e
baixo Aripuana. (BRASIL, 2011)
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A familia Parodontidae apresenta relagdes filogenéticas controversas em
relacdo a taxonomia, isto se deve a similaridade morfolégica dos representantes e a
presenca de poucos e sutis caracteres diagnosticos confiaveis para sustentar as
monofilias dos géneros relacionados, assim como para a diagnose de espécies
(PAVANELLI; BRITSKI, 2003; INGENITO, 2008).

Analises integradas de caracteristicas morfolégicas, citogenéticas e de
genética de populagdes tém sido utilizados com objetivo de avaliar incertezas
taxondmicas, e nesta familia, alguns estudos apontam que, independentemente da
aparente manutengdo de caracteristicas morfoloégicas semelhantes entre as
especies, dados citogenéticos e de distancia genética demonstram uma diversidade
oculta.

Neste estudo, exemplares de uma populagao de Apareiodon coletados no rio
Aripuanda, na cidade de Aripuana- Matos Grosso, semelhantes morfologicamente as
especies Apareiodon vittatus, Apareiodon piracicabae e Apareiodon affinis foram
amostrados e dados de coloragao corporal, dentes sinfiseanos, cariotipicos e de
genética de populag¢des foram obtidos para avaliar aspectos de evolugéo cariotipica
e genética de populagdes.

Sendo assim, este trabalho busca contribuir com o conhecimento dos
processos de diferenciagdo, evolugao cariotipica e problemas de natureza
citotaxondmica em um representante da familia Parodontidae, comparado a outros
representantes da familia, com vistas ao entendimento da biodiversidade oculta e

diferenciacao cariotipica.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos morfoldgicos, citogenéticos, moleculares e de Barcode em
um representante da familia Parodontidae, comparando com outros respresentantes

similares morfologicamente.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar aspectos morfolégicos de coloragdo corporal e 0 numero de
cuspides nos dentes sinfiseanos de Apareiodon sp. (rio Aripuand) de forma
comparativa a outros representantes de Apareiodon de morfologia similar;

- Descrever com uso de técnicas citogenéticas convencionais e moleculares
o caridtipo de Apareiodon sp. coletados no rio Aripuana - MT;

- Comparar cariotipos de Apareiodon sp. do rio Aripuana - MT com os dados
citogenéticos de Parodontidae disponiveis na literatura com vistas a compreensao
da diferenciagdo cromossémica no grupo;

- Estimar a divergéncia nucleotidica do gene mitocondrial Citocromo C
oxidase, subunidade 1 (COIl) de Apareiodon sp. (rio Aripuanad) em relagdo a outros
representantes de Apareiodon que apresentaram morfologia similar;

- Demonstrar por meio de dados de variancia molecular (AMOVA), da rede
haplotipica e Analise Bayesiana a estruturagao das populagdes;

- Contribuir para o conhecimento dos processos de diferenciagcao
cromossOmica e evolugao cariotipica, bem como, auxiliar na resolugao de problemas

de natureza citotaxondmica em representantes de Parodontidae.
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3 MATERIAL E METODOS

Analises morfoldgicas, citogenéticas e de genética de populagbes foram
realizadas em 32 representantes da familia Parodontidae, sendo 23 machos e 9
fémeas, identificados como Apareiodon sp. (FIGURA 3). Os espécimes foram
coletados no rio Aripuana, na cidade de Aripuana, estado de Mato Groso, Brasil (10°
09’ 57,8" S e 59° 26’ 54,9 W) (FIGURA 4). O material cromossémico e de DNA
foram obtidos do banco de preparagdes cromossémicas e tecidos do Laboratério de
Citogenética e Evolugédo da Universidade Federal de Sdo Carlos. Com Licenga para
Coleta de Material Zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1 (ANEXO 1) e os
procedimentos de uso animal em pesquisa estdo de acordo com o Comité de Etica
do Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Processo CEUA
029/2016 (ANEXO 2).

FIGURA 3- EXEMPLAR DE Apareiodon sp. (RIO ARIPUANA-MT).

1cm

FONTE: Arquivo pessoal.

FIGURA 4- LOCAL DE COLETA DOS EXEMPLARES, RIO ARIPUANA -MT.
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FONTE: Adaptado de Google Maps®
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3.1 ANALISES DA COLORAGCAO CORPORAL, DENTES SINFISIANOS E
CONTAGEM DAS CUSPIDES

A analise da coloracéo corporal foi realizada por fotografias, de exemplares
vivos e também fixados, onde a caracteristica marcante analisada foi a presencga de
listras (horizontais) ou barras (verticais) pretas, assim como maculas.

A extracdo e analise dos dentes sinfisianos foi realizada seguindo a
metodologia descrita em do Nascimento et al. (2018), onde com auxilio de
estereomicroscopio e uma agulha hipodérmica foram retirados os dentes sinfiseanos
dos exemplares de Parodontidae em analise. Cada dente foi colocado em lamina
escavada contendo Hipoclorito de Sodio 2,5%. A seguir transferidos para outra
cavidade da lamina contendo Peréxido de Hidrogénio em solugdo 10%,
permanecendo por trés minutos. Posteriormente, os dentes foram armazenados em
alcool 70 v/v por 10 dias. Os dentes foram fotografados em microscépio de campo
claro (Olympus BX41) acoplado em camera CCD DP72 (Olympus) em aumento 40x

para posterior contagem do numero de cuspides.

3.2 CITOGENETICA CLASSICA

3.2.1 OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS

Foi utilizado o protocolo descrito por Blanco et al. (2012) para espécimes
que nao puderam ser transportados para o laboratério para o processamento. Os
animais foram submetidos ao tratamento convencional com colchicina (injecao
intraperitoneal de solugdo de colchicina 0,025%) e mantidos vivos por 30-45
minutos. Subsequentemente, os animais foram sacrificados. Porgdes do rim anterior
foram removidas e dissociadas em solugéo hipoténica (KCI 0,075M), com o auxilio
de seringas hipodérmicas. A suspensao celular resultante foi transferida para tubos
de centrifuga e mantida em temperatura ambiente (26-28°C) por 30 minutos. Apds a
incubacéao, 2 mL de fixador (metanol: acido acético — 3:1) foram adicionados ao tubo
e homogeneizados com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Os tubos foram mantidos
em refrigeracédo até chegarem ao laboratério, onde foram submetidos a fixagoes,
conforme descrito por Bertollo et al. (2015) (ANEXO 4).
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Para confec¢cdo de laminas foram gotejados 150 microlitros da suspensao
celular, com uma pipeta Pasteur. Para isto, a lamina deve estar limpa, levemente
inclinada, com uma fina pelicula de agua a 60°C, de tal forma que a agua escorra e
permita que o material permaneca aderido sobre a lamina. O material entao foi seco
ao ar e corado com solucédo de Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH=6,8 por cerca

de 8 minutos.

3.2.2 BANDAMENTO C

A deteccdo da heterocromatina constitutiva foi realizada de acordo com a
técnica descrita por Sumner (1972), em amostras de machos e femeas que
apresentaram metafases integras. Este procedimento permite a observacdo de
regides especificas em que o cromossomo apresenta DNA altamente repetitivo e,
por isso, sdo detectadas regides mais escuras nos cromossomos correspondentes
as regides condensadas. Assim, as laminas contendo o material celular sao tratadas
com acido cloridrico (HCI) 0,2 N, a 37°C, durante 10 minutos e posteriormente
lavadas com agua destilada. Incubadas a 28°C em solugdo de bario (Ba (OH),)
durante 1 a 2 minutos. Depois as laminas sdo submergidas em solugdo de acido
cloridrico 0,2 N e lavadas com agua destilada. O material € imerso em solugao
salina 2xSSC, a 60°C, durante 40 minutos, lavado em agua destilada e seco ao ar.
As laminas séo coradas com solugdo de Giemsa a 2%, em tampéo fosfato pH=6,8

durante 15 minutos.

3.3 SINTESE DE SONDAS E LOCALIZACAO IN SITU

Foram empregados cinco tipos de sondas, em amostras de machos e
femeas, para a localizacdo dessas sequéncias nos cromossomos metafasicos de
Apareiodon sp. Duas destas sequéncias de DNA foram isoladas por PCR a partir do
genoma total de um individuo de Apareiodon sp.: o DNAr 5S de acordo com o
procedimento descrito por Barros et al. (2017) (ANEXO 5) e o DNAr 18S de acordo
com o procedimento descrito por Gross et al. (2010) (ANEXO 6). Além destas, foram
utilizadas as sondas do DNA satélite de Parodon hilarii denominada pPh2004

(VICENTE et al., 2003); a fragdo heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon
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sp. (rio Verde), denominada WAp (VICARI et al., 2010); e a sonda do microssatélite
(GATA)n obtida de acordo com o descrito por Traldi et al. (2013) (ANEXO 7).

As sequéncias do DNAr 18S e (GATA)n foram marcadas como sondas
utilizando o hapteno digoxigenina-11-dUTP (Jena) e as sequéncias do DNAr 5S,
pPh2004 e WAp foram marcadas utilizando o hapteno biotina-16-dUTP (Roche
Applied Science). O protocolo geral da FISH utilizado foi sob alta condicdo de
estringéncia (2,5 ng/uL sonda, 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato dextrano, 37°C
por 16 h) e seguiu o procedimento descrito em Pinkel et al. (1986) (ANEXO 8). Para
a detecgao das sondas foram utilizados os anticorpos Streptavidina Alexa Fluor 488
conjugada (Molecular Probes) e Anti-digoxigenina conjugada com Rodamina (Roche
Applied Science). Os cromossomos foram contra corados com DAPI (0,2 ug/mL) em
meio de montagem Vectashield (Vector), e analisados em microscopio de

epifluorescéncia.

3.4 ANALISE DOS RESULTADOS CITOGENETICOS

As preparagdes cromossOmicas convencionais e com hibridizagdo in situ
fluorescente foram analisadas em microscopio de campo claro e epifluorescéncia
Zeiss Axio Lab 1 acoplado ao software Zen Lite em Camera Zeiss AxioCam ICM1 e
resolucdo de 1.4 megapixels (Carl Zeiss®). As imagens foram selecionadas para
organizar os cariétipos, onde os cromossomos foram recortados usando o software
Adobe Photoshop® versao CS6, e organizados em pares de homologos e ordem
decrescente de tamanho. Os cromossomos foram classificados em metacéntricos
(m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com
Levan et al. (1964).

3.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendémico e mitocondrial foi realizada a partir de tecidos
sélidos (figado ou musculo), de cinco amostras de machos e femeas, utilizando o
protocolo adaptado de Doyle; Doyle (1990), retirando um pequeno pedago 15 mm?®
do figado ou musculo do animal e colocado em um microtubo; adiciona-se 360 ul de
tampdo (NaCl 5 M, EDTA 0,5 M, TRIS-HCI 1 M) sem CTAB (brometo de cetil-

trimetilaménio); acrescenta-se 13 uyl de proteinase K (10mg/mL), 5 ul de B-
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mercaptoetanol e 240 pyl de CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio) 5% cristalizado,
posteriormente incuba-se em banho-maria a 55°C, overnight ou até digerir
totalmente o tecido. Apds este periodo adiciona-se 600 ul de cloroféormio e agita-se
por 5 minutos em vortex suave, em seguida centrifuga a 8000 rpm por 5 minutos e
retira o sobrenadante transferindo-o para um novo tubo; adiciona-se 600 ul de etanol
absoluto e armazena a — 20 °C por 2 horas ou overnight. Posteriormente centrifuga-
se a 14.000 rpm por 15 minutos e descarta o sobrenadante, deixando somente o
pellet. Em seguida lava-se o pellet com 500 ul de etanol a 70 v/v, sem agitar.
Centrifuga-se por 2 minutos a 14.000 rpm e retira o0 sobrenadante. Armazenar em
estufa a 37°C. Posteriormente, adicionar 5ul de RNAse e colocar 1 hora na estufa a

37°C. Em seguida inativar a RNAse a 65°C por 15 minutos e armazenar no freezer.

3.6 OBTENCAO DE SEQUENCIAS COI

A partir da extragdo do DNA genbmico, amostras foram utilizadas para a
amplificagdo por PCR da regido barcode do gene mitocondrial Citocromo C oxidase
subunidade | (COI). A reacao de amplificagdo da sequéncia COI foi realizada com a
utilizacao dos primers denominados de Fish F1 e Fish R1 (WARD et al., 2005). A
reacao foi composta por 1x Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI),
40 pyM dNTPs, 2 mM MgCl,, 2 U de Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
USA), 0.2 uM primers e 100 ng/mL de DNA molde. O programa da reagao foi:
desnaturacao inicial por 2 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 52°C por 40 s,
72 °C por 1 min e extensado final a 72 °C por 10 min. Apés a amplificacdo, as
amostras foram purificadas (ANEXO 9) e submetidas ao sequenciamento
nucleotidico realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares (disponibilizado
pela empresa Ludwig Biotec), utilizando-se o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Foram obtidas seis sequéncias COI de Apareiodon sp. (rio Aripuana), seis
sequéncias COIl de Apareiodon vittatus (rio Jangada) e, a partir do Genbank
sequéncias de Apareiodon piracicabae (rio Passa Cinco), Apareiodon affinis (rio
Cuiaba), Apareiodon affinis (rio Passa Cinco). Todas as sequéncias foram
inicialmente analisadas com o software Geneious 8.1.9 (KEARSE et al., 2012). As
sequéncias foram entdo alinhadas usando o algoritmo Clustal W implementado no

Geneious, onde foram checados possiveis erros no sequenciamento comparando
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com os dados ja depositados no GenBank (NCBI) através da ferramenta BLAST.
Para o calculo das distancias genéticas foi utilizado o software MEGA 7.0.14
(KUMAR et al., 2016), utilizando o modelo de evolugédo de Kimura-2-Parametros
(K2P) (KIMURA, 1980). Para a analise de fluxo génico e diversidade haplotipica (h)
e nucleotidica (1) foi utilizado o software DnaSP (LIBRADO; ROZAZ, 2009) e para a
analise da estruturacdo populacional e analise molecular de varidancia (AMOVA)
(EXCOFFIER et al., 1992) foi utilizado o software Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER;
LISHCER, 2010). Utilizando o programa PopArt 1.7 foram geradas redes de
haplétipos através do critério de median joining (LEIGH; BRYANT, 2015). As
analises de estruturacao foram realizadas através das atribuicdes de cada individuo
as populagdes utilizando inferéncia bayesiana, usando os softwares Structure 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000) e Bayasian Analysis of Population Structure - BAPS 6
(CORANDER et al., 2004; CORANDER; MARTTINEN, 2006). A arvore de inferéncia
bayesiana foi gerada com o programa MrBayes 3.2 (HUELSENBECK; RONQUIST,
2001; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discusséo foram alocados em um capitulo correspondente

ao artigo cientifico.

4.1 CAPITULO 1:

CYTOGENETICS AND POPULATION GENETICS REVEAL AN UNDESCRIBED
APAREIODON SPECIES (CHARACIFORMES: PARODONTIDAE)

Submetido e em avaliagédo no periddico Genetics and Molecular Biology
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Abstract

Parodontidae currently composed of three genera, Apareiodon, Parodon and
Saccodon, and harbors 32 valid species. We evaluate data on color, teeth
morphology, cytogenetics and mitochondrial markers (COl) in Apareiodon specimens
from the Aripuana River (Mato Grosso State, Brazil) and the results were compared
to other congeneric taxa. Morphological results were similar to some other known
Apareiodon, especially Apareiodon vittatus Garavello, 1977, Apareiodon piracicabae
(Eigenmann, 1907) and Apareiodon affinis (Steindachner, 1879). The diploid number
of 54 chromosomes and karyotype formula (50 m/sm + 4 st; FN = 108) in both sexes
were also found to be common to other species of the genus. However,
heteromorphic chromosomes comprising a ZZ/ZW sex chromosome system was
diagnosed for this species. Concerning the evaluated chromosomal markers, the 5S
rDNA site was localized in a single chromosome pair, the 18S rDNA was localized in
five chromosome pairs and accumulation of the pPh 2004 satellite DNA was detected
in several chromosomes. In addition, the GATAn microsatellite evidenced few
autosomal signals and the WAp probe was localized in the sex chromosomes. Our
phylogenetic tree and population genetics data revealed well-supported clades and
confirmed, by barcode species delimitation analysis, a Molecular Operational
Taxonomic Unit (MOTU) for Apareiodon sp. from the Aripuand River. The
chromosomal data were also unique for this species in comparison to other
congeners. As a whole, the above features support the occurrence of a new species

of the Apareiodon genus, thus far unknown for the Parodontidae family.

Keywords: chromosomal differentiation, hidden diversity, repetitive DNAs, sex

chromosomes.
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Introduction

The Parodontidae is currently composed of three genera: Apareiodon
Eigenmann, 1916; Parodon Valenciennes, 1849 and Saccodon Kner, 1863
(Pavanelli, 2003), with 32 valid species (Eschmeyer and Fong, 2017). Its species can
be differentiated from the other Characiformes by the combined features: an
edentulous lower jaw in the anterior region and spatulate mandible, pedunculated
and multicuspided premaxillary teeth with wide distal border, distributed in a single
series, and by the absence of upper lip and fontanelle (Pavanelli, 2003). The genera
are mainly characterized by variation in the number of undivided rays in the pectoral
fins however, the color pattern with one regular black longitudinal stripe or several
vertical bands, in addition to the shape and number of the tooth cusps adjacent to the
premaxillary symphysial tooth, can also be used in the species identification

(Pavanelli, 2003).

Cytogenetic analyzes in Parodontidae revealed a conserved diploid number of
54 chromosomes, most of them meta/submetacentric, with few or none
subtelocentric chromosome (Moreira-Filho et al., 1980; Jesus and Moreira-Filho,
2000; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006). Acrocentric chromosomes are an
exception, only found in Apareiodon affinis of the lower Parana River system (Jorge
and Moreira-Filho, 2000, 2004; do Nascimento et al., 2018). Differences in
karyotypes, such as distinct karyotypic formulas, number and localization of the
satellite DNA pPh2004 and 18S and 5S rDNA sites, distribution of the
heterochromatic bands and occurrence of sex chromosomes (Moreira-Filho et al.,
1984; 1985; Bellafronte et al., 2011; 2012; Schemberger et al., 2011, 2014, 2016;

Ziemniczak et al., 2014), appear as exclusive derived species features.
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However, one of the most outstanding cytogenetic characteristic in the
differentiation of Parodontidae species is the occurrence of sex chromosome
systems. This way, besides species without heteromorphic sex chromosomes and
with proto-sex ones, heteromorphic ZZ/ZW sex chromosomes and multiple sex
system of the ZZ/ZWW, type also occur (Schemberger et al., 2011).
Heterocromatization is commonly associated to the morphological differentiation of
the W chromosome (Centofante et al., 2002; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006;
Schemberger et al., 2011; Bellafronte et al., 2012). Accumulation of satellite
sequences and transposable elements (TEs) were responsible events for molecular
differentiation and erosion of the W chromosome gene activity, allowing the
identification of pseudo-autosomal (PAR) and W specific (WSR) regions in
Parodontidae (Schemberger et al., 2014; Ziemniczak et al., 2014). In addition,
repetitive sequences also promoted the differentiation among autosomes, acting on
the karyotypic diversification of this group (Bellafronte et al., 2011; Schemberger et
al., 2011, 2014, 2016; Ziemniczak et al., 2014; Traldi et al., 2016; do Nascimento et

al., 2018).

Integrative cytogenetic and population genetics studies were effective in
detecting chromosome evolution and species richness within supposedly
homogeneous taxa of Apareiodon affinis (do Nascimento et al., 2018). Indeed,
molecular analysis contributes to reveal a hidden biodiversity (Cunha et al., 2017;
Ramirez et al., 2017; do Nascimento et al., 2018) and has been widely used for
identification and delimitation of neotropical fish species (Carvalho et al., 2011;
Pereira et al., 2011, 2013; Ramirez and Galetti Jr., 2015; Machado et al., 2016). In
this sense, one of the most used genes for species identification is the mitochondrial

cytochrome c¢ oxidase subunit 1 (COI) gene, which was proposed by Hebert et al.
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(2003), as a DNA barcode methodology. Thus, DNA barcode and population
genetics can be used to define discrete genetic lineages, characterizing Molecular
Operational Taxonomic Units (MOTUs) and/or revealing reciprocal monophyly (Floyd

et al., 2002).

In this study, it was used morphological patterns, chromosomal markers, DNA
barcode and population genetics with the objective of identifying a probable
undescribed Apareiodon species from the Aripuana River, Mato Grosso State, Brazil,
here named as Apareiodon sp., in addition to discuss the chromosomal evolution and

species diversification inside the Parodontidae family.

Material and methods

Biological sample

Chromosome studies were performed on 32 specimens (23 males and 9
females) of Apareiodon sp., collected in the Aripuand River, Amazon basin
(10°09'57.8"S and 59°26'54.9" W). The chromosomal and DNA material were
obtained from the Laboratory of Fish Cytogenetics of the Universidade Federal de
Séo Carlos. The procedures were in agreement with the Animal Use Ethics
Committee of the Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocol: 29/2016). The
specimens were identified based mainly on a black band on the third distal edge of
the dorsal fin, but also on the combination of other morphological features, such as a
black lateral band without up and downwards projections, two maxillary teeth,
premaxillary teeth with a rounded cutting edge and 9 to 11 cusps, among others.

Voucher specimens were deposited at the Colegédo Ictiologica of Nucleo de
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Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) of Universidade Estadual

de Maringa (NUP 19988).

Analysis of body color, symphysial and cusps teeth

Body color analysis was performed with live and fixed specimens in order to
ascertain the presence of the black dorsal-fin band. Also an extraction and analysis
of the symphysial teeth were performed following do Nascimento et al. (2018). Teeth
were photographed by a bright-field microscope (Olympus BX43) coupled to a DP72
CCD camera (Olympus) in 40x magnification for further counting of the cusps

number.

Chromosomal preparations

Mitotic chromosomes were obtained according to Bertollo et al. (2015). The
chromosomal preparations were submitted to conventional Giemsa staining and C-
banding procedures (Sumner, 1972) to determine the diploid number (2n),
chromosomal formula, fundamental number (FN) and to characterize sex

chromosomes.

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Fluorescence in situ hybridization (FISH) followed Pinkel et al. (1986). Five
types of probes were used to localize their complementary sequences in the
metaphase chromosomes of Apareiodon sp. The following two sequences were
isolated by PCR from the total genome of Apareiodon sp, according to the respective
authors: 5S rDNA (Barros et al., 2017), 18S rDNA (Gross et al., 2010). In addition,

the Parodon hilarii satellite DNA probes named pPh 2004 (Vicente et al., 2003), the
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heterochromatic fraction of the W chromosome of Apareiodon sp., named WAp
(Vicari et al., 2010) and the (GATA)n microsatellite probe (Traldi et al., 2013), were
also used.

18S rDNA and (GATA)n probes were labeled using digoxigenin-11-dUTP
hapten (Jena), while 5S rDNA, pPh 2004 and WAp were labeled using biotin-16 -
dUTP hapten (Roche Applied Science). The general protocol for FISH procedure was
followed under high stringency condition (2.5 ng/ul probe, 50 % formamide, 2xSSC,
10 % dextran sulfate, 37 °C for 16 h). Streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes) and Anti-digoxigenin rhodamine fab fragments (Roche Applied Science)
antibodies were used for probes detection. The chromosomes were stained with
DAPI (0.2 ug/mL) in Vectashield mounting medium (Vector) and analyzed under
epifluorescence microscopy.

After capture, images were edited and arranged into karyotypes using Adobe
Photoshop software CC 2015. Homologous chromosomes were paired and arranged
in metacentric-submetacentric (m/sm) and subtelocentric (st) groups, according to
Levan et al. (1964). Two arms were considered for each one of such chromosome

types to determine the fundamental number (NF).

Molecular analysis

For genomic DNA extraction liver samples were used following CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) method of Murray and Thompson (1980). DNA
samples were used to amplify the barcode region of the mitochondrial gene
Cytochrome C oxidase subunit | (COl) by PCR. The amplification reaction of the COI
sequence was performed using the primers called Fish F1 and Fish R1 (Ward et al.,

2005). Reaction was composed by 1x Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500
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mM KCI), 40 uM dNTPs, 2 mM MgCl,, 2 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, USA), 0.2 uM primers and 100 ng of DNA template. It was used the
following reaction program: initial denaturation for 2 min at 94 °C; 35 cycles of 94 °C
for 1 min, 52 °C for 40 s, 72 °C for 1 min; final extension at 72 °C for 10 min. After
amplification, the samples were purified and submitted to nucleotide sequencing
using the ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

COlI sequences were obtained for Apareiodon sp. from the Aripuana River and
of Apareiodon vittatus (Jangada River) GeneBank (access numbers: MG827218 -
MG827229). Additionally, COIl sequences of Apareiodon piracicabae (Passa Cinco
River), Apareiodon affinis (Cuiaba River) and Apareiodon affinis (Passa Cinco River)
described by Bellafronte et al. (2013), were also used. All sequences were first
analyzed with Geneious 8.1.9 software (Kearse et al., 2012), and aligned using
ClustalW algorithm, where possible sequencing errors were checked against the data
already deposited in GenBank (NCBI) through the BLAST tool. For the Calculations
of genetic distances were obtained by using the MEGA software 7.0.14 (Kumar et al.,
2016), and the Kimura-2-Parameters (K2P) evolution model (Kimura, 1980). Gene
flow, haplotype (h) and nucleotide (11) diversity analyses were performed by DnaSP
software (Librado and Rozaz, 2009). Population structuring and analysis of molecular
variance - AMOVA (Excoffier et al., 1992), were performed by the Arlequin 3.5.2.2
software (Excoffier and Lishcer, 2010). PopArt 1.7 program generated a haplotype
network through median joining criterion (Leigh and Bryant, 2015). Structural analysis
was performed by assignments of each individual to the populations using Bayesian
inference in Structure 2.3.4 software (Pritchard et al., 2000) and Bayesian Analysis of

Population Structure - BAPS 6 (Corander et al., 2004; Corander and Marttinen,
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2006). The Bayesian inference tree was generated with the MrBayes 3.2 program

(Huelsenbeck and Ronquist, 2001; Ronquist and Huelsenbeck, 2003).

Results

The Apareiodon sp. individuals show a regular black longitudinal stripe
extending from head to axial and the flippers have a yellowish tone (pectoral, dorsal,
caudal) and the end of the blackened ridge (Fig. 1a). The symphysial teeth showed
rounded edges, bearing 9 to 11 cusps (Fig. 1b).

All specimens have 2n=54 chromosomes, FN=108, with 50 m/sm + 4st for
both sexes. However, the 13" pair appears heteromorphic in females, revealing a
ZZIZW sex chromosome system (Fig. 2). Both Z and W chromosomes are
metacentric in form, but the W one being much larger in size, corresponding to the
second largest chromosome of the complement (Fig. 2). The heterochromatin bands
are mainly pericentromeric, in addition to some additional terminal bands (Fig. 2b, d).
While the Z chromosome presents only a small proximal heterochromatic band in the
short arm, the W chromosome has most of its long arm heterochromatic (Fig. 2b, d).

FISH analysis with the 5S rDNA probe showed that this multigene family is
localized in the p arm of pair 6 (Fig. 3a). The in situ localization of 18S rDNA
evidenced ten terminal clusters in pairs 2, 5, 9, 26 and 27, all in the long arms with
exception of the pair 26 (Fig. 3b). The satellite DNA pPh 2004 is clustered in the
terminal region of pairs 3, 5, 6 and, 11, in addition to ZW sex chromosomes, as well
as the GATAN sequence although not in the same chromosome pairs and neither in
the Z and W chromosomes (Fig. 3c). In addition, the heterochromatic WAp probe is
also localized in the proximal region of the q arm of the Z chromosome and in a great

extend of the g arm of the W chromosome (Fig. 3d).
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Molecular analysis

Twenty-six fragments of the COIl gene from different Apareiodon individuals
were analyzed. The sequences did not show insertions, deletions, stop codons or
sequencing errors. The sequences contained 706 nucleotides, with 183 variable
sites, with a nucleotide diversity m = 0,13475. The haplotype number considered was

16 with a haplotype diversity h = 0,93231.

Genetic divergences K2P among species ranged from 6.0 to 23.4 % and,
when considered only Apareiodon sp. (Aripuana River) in comparison to the other
Apareiodon species, the K2P genetic distance was 20.6 to 23.4 % (Table I). The
neighbour joining tree revealed five main consistent branches: Apareiodon sp.
(Aripuanad River), A. vittatus, A. piracicabae, A. affinis (Cuiaba River), A. affinis
(Passa Cinco River) (Fig. 4). The maximum likelihood tree and Bayesian analysis
considering the substitution TIM2+G model (Posada, 2003) given by Jmodeltest,
revealed the same five main consistent branches (Fig. 5). Leporinus piau was used
as out-group in the tree and demonstrated the ancestral relationship with all species

analyzed in-group.

The barcode sequences of the Apareiodon species analyzed were also used
for the haplotype network construction. This network showed that there is no
haplotype overlap among the species and that the haplotypes of a same species are
more closely related to each other when compared with others (Fig. 6a). AMOVA
analysis provided values of ®st = 0,69829. Regarding populational structuration
inference, the analysis generated by BAPS indicated that there is no sequence

overlap, thus evidencing independent groups (Fig. 6b).
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Discussion

Parodontids are mostly rheophilic, therefore absent in the lower regions of the
Amazon basin. However, the Apareiodon species from the upland rivers of the
Amazon basin are morphologically less similar to Apareiodon sp. from the Aripuana
River than to congeners from the La Plata basin. Morphological data and body color
of Apareiodon sp. showed relatively similar patterns to Apareiodon species from the
Parana-Paraguai system (A. vittatus, A. piracicabae and A. affinis), except for the
black stripe at the dorsal fin. In addition, the teeth shape and the number of cusps
have also similarities to those of A. piracicabae, from the upper Parana and upper

Sao Francisco basins (Pavanelli, 2006).

Nevertheless, cytogenetic and population genetics data show a clear
speciation scenario. Although having diploid number, chromosomal formula, FN
value and localization of 5S rDNA sequences similar to other species of the genus
(Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011; Traldi et al., 2016), a set of
chromosomal markers including the distribution of 18S rDNA sites, satellite DNA pPh
2004 and repetitive sequences in the sex chromosomes, especially in the W one,
were able to differentiate Apareiodon sp. from others congeneric species. The 18S
rDNA sites occupies the long arm terminal region of a single large subtelocentric
chromosome pair in most species of Apareiodon (Moreira-Filho et al., 1984, 1985;
Rosa et al. 2006; Vicari et al., 2006). In contrast, Apareiodon sp. shows the exclusive
number of five chromosomes pairs bearing such major rDNA sequences among the
Parodontidae species. Some few exceptions for multiple 18S rDNA sites occur in
Apareiodon (Bellafronte et al., 2009; Traldi et al., 2016), but in neither case it is found

a high number as those of Apareiodon sp., which may be related to some distinct
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chromosomal rearrangements, such as inversions, translocations and transposon-

mediated transpositions (Symonova et al., 2013; Barbosa et al., 2017).

The 5S rDNA location is also a conserved trait in the Parodontidae family,
where the chromosome pair bearing these sequences appears as homeologue in
most species (Bellafronte et al., 2009, 2011). Additional 5S rDNA sites is a rare
occurrence, and only Parodon nasus and A. affinis showed this site at a different
chromosome and position (Bellafronte et al., 2009; Traldi et al., 2016; do Nascimento

et al., 2018).

It was proposed that the differentiation of the ZZ/ZW sex system in
Parodontidae takes into account a paracentric inversion, in which the terminal WAp
repetitive sequence was transposed to the proximal region of the short arm of a
metacentric pair, with subsequent amplification leading to the differentiation of the W
chromosome (Centofante et al., 2002; Vicente et al., 2003; Schemberger et al.,
2011). Apparently, only A. hasemani presents a distinct stage of
heterochromatinization on the p arm (Bellafronte et al. 2012). In Parodon moreirai
and Parodon hilarii, the Z chromosome presents satellite DNA at the terminal region
of the q arm, while the W chromosome has pPh2004 in the PRA (pseudo-autosomal
region located at p arm), and WAp and GATANn sequences at the WSR (W specific
region located at q arm). The differentiation of the W chromosome of Apareiodon sp.
differs by the exclusive localization of the satellite pPh2004 in the g arm. However,
the WSR of Apareiodon sp. keeps its repetitive sequences concerning to the WAp
probe identical to others Paradontidae, with the exception of the GATANn expansion

which has no accumulation in this chromosome.
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In addition to the unique characteristics of the W chromosome, the high
number of pPh 2004 sites dispersed through the Apareiodon sp. karyotype was
described for P. nasus, P. hilarii and A. affinis (Centofante et al., 2002; Vicente et al.,
2003; do Nascimento et al., 2018), thus promoting another particular chromosomal
differentiation of this species inside the Apareiodon genus. All these cytogenetic
features corroborate with barcode and population genetics data, which demonstrate
differentiation and absence of gene flow between Apareiodon sp. and other

Apareiodon species with similar body color pattern.

DNA barcode studies have been useful in demonstrating genetic divergence
among Parodontidae species, such as A. affinis, A. ibitiensis, A. piracicabae, A.
vitattus, A. vladii, Apareiodon sp. from Verde River, P. nasus and P. moreirai
(Bellafronte et al., 2013), all well morphologically supported clades. The comparative
population studies of A. affinis were equally resolute, evidencing that the species
from the upper Parana differ from those of the lower Parana River basin, and that
three populations from the lower Parana system (Uruguai, Paraguai and Cuiaba
rivers) display divergent chromosomal features, as well as low values of genetic
divergence, which could indicate possible parapatric speciation processes in
progress (do Nascimento et al., 2018). In our study, Apareiodon sp. represents only
Amazon species that was compared to other Apareiodon sharing similar color pattern

(A. piracicabae, A. vittatus, A. affinis), all of them from the Parana River basin.

According to Lundberg et al. (1998), the modern separation between the
Parana and Amazon systems occurred about 30 Myr ago. Meantime, headwater
captures among rivers from these hydrographic systems were also documented

during the last 10 Myr (Lundberg et al., 1998). The results of K2P genetic divergence
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demonstrated that Apareiodon sp. is distant 20-23 % from other Apareiodon
evaluated, these high K2P values being compatible with distinct fish species (Hebert
et al., 2003; Ward et al., 2005, 2009). Thus, although probable fauna interchanges
between the Parana and Amazon systems, the population structuration analysis in
addition to K2P genetic divergence evidenced that Apareiodon sp. appears as
distinct biological entity inside Parodontidae. Within the Amazon basin itself,
Apareiodon sp. seems to be morphologically different from congeners and apparently

it is not found outside the Madeira River basin.

Our phylogenetic analyses showed that specimens, although
morphologically similar, compose particular groups in distinct branches with high
support values, indicating clades that have already ancient segregations. The closest
relationship of Apareiodon sp. and Apareiodon affinis, from the Parana-Paraguai
system, indicates some current or recent connections between the basins,
corroborating Brea and Zucol (2011) and Dagosta and De Pinna (2017). In this
scenario, population genetics data, in addition to particular cytogenetic
characteristics, testify that Apareiodon sp. from the Aripuana River differentiated from
morphologically close congeneric species and appears as a Molecular Operational

Taxonomic Unit (MOTU) inside the Parodontidae family.
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TABLE |. ESTIMATES OF EVOLUTIONARY DIVERGENCE OVER SEQUENCE
PAIRS AMONG GROUPS.

Species (@ (b) () (d (e
(a) Apareiodon sp. (Aripuana river) 0,020 0,021 0,020 0,022
(b) Apareiodon vittatus 0,023 0,020 0,016
(c) Apareiodon affinis (Cuiaba river) 0,229 0,012 0,015
(d) Apareiodon affinis (Passa Cinco river) 0,206 0,060 0,013
(e) Apareiodon piracicabae 0,151 0,099 0,077

The number of base substitutions per site from averaging over all sequence pairs
between groups are shown. Standard error estimate(s) are shown above the
diagonal. Analyses were conducted using the Kimura 2-parameter model. The
analysis involved 26 nucleotide sequences. Codon positions included were
1st+2nd+3rd. All positions containing gaps and missing data were eliminated. There
was a total of 441 positions in the final dataset.
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FIGURE 1. PHOTOGRAPHY OF THE APAREIODON SP. FROM THE ARIPUANA
RIVER (A). SYMPHESIAN TEETH IMAGES SHOWING THE TOOTH
MORPHOLOGY AND, CUSPIDS NUMBER (B). THE NUMBER IN EACH TOOTH

REPRESENTS CUSPIDS COUNTING.
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FIGURE 2. KARYOTYPES OF THE MALES (A, B) AND FEMALES (C, D)

APAREIODON SP. SPECIMENS. GIEMSA STAINING (A, C) AND C-BAND (B, D).

BAR = 10 uM.
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FIGURE 3. KARYOTYPES OF THE APAREIODON SP. SUBMITTED TO PROBING
FOR IN SITU LOCALIZATION: IN (A) 5S RDNA (GREEN); (B) 18S RDNA (RED): (C)
PPH 2004 (GREEN) AND (GATA)N (RED) AND; (D) WAP PROBE (GREEN). BAR =

10 pM.
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FIGURE 4. K2P DISTANCE NJ DENDROGRAM SHOWING THE FIVE-ANALYSED
SPECIES/POPULATIONS OF PARODONTIDAE (THE NUMBERS ON THE
BRANCHES ARE BOOTSTRAP VALUES).THE BAR INDICATES THE STIMATED

MINIMUM DISTANCE.
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FIGURE 5. SPECIES TREE SHOWING PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS FROM
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ANEXO 3- OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS (BERTOLLO ET AL.,
2015).

Injetar intra-abdominalmente no animal uma solug¢éo de colchicina 0,025%, na
propor¢cao de 1 mL/100g de peso. Manter o peixe em aquario aerado durante 50
minutos, a seguir anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo
benzocaina diluida a 0.01%, sacrificando-o em seguida. Retirar uma pequena
porcdo do rim anterior, transferindo-a para cerca de 10 ml de solucédo hipotdnica
(KClI 0.075M), dissociando as células com uma seringa desprovida de
agulha.lncubar em estufa a 37°C durante 30 minutos. Ressuspender o material com
0 auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em um tubo de -centrifuga,
descartando os fragmentos de tecidos ndo desfeitos. Acrescentar algumas gotas de
fixador (3 partes de metanol para 1 de acido acético glacial), recém preparado,
ressuspendendo o material repetidas vezes. Centrifugar durante 10 minutos, a 900
rom. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur. Adicionar 5-7 ml
do mesmo fixador, ressuspender bem o material e centrifugar por mais 10 minutos, a
900 rpm. . Ressuspender novamente o material acrescentando algumas gotas de
fixador. Descartar o material sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de
fixador para que se tenha uma suspensdo celular moderadamente concentrada
(geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e ressuspender bem o material. Acondicionar em
frascos microtubos. Nesta etapa, o material podera ser armazenado em freezer,
para posterior utilizagao.

Pingar 1-2 gotas da suspensao celular, com uma pipeta Pasteur, sobre uma
ldamina bem limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'agua a 60°C, de tal
forma que a agua escorra e permita que o material fique aderido sobre a
lamina.Deixar o material secar ao ar. Corar com solugcdo de Giemsa a 5%, em

tampao fosfato pH=6,8 durante 6-8 minutos.
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ANEXO 4- SINTESE DA SONDA DO RDNA 58

Para a obtengdo da sonda do rDNA 5S foram utilizados 50 ng/ ul de molde,
1 x tampao da reagao, 2 mM MgCI2, 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28 uM dTTP, 12
MM biotina 16-dUTP (Roche Applied Science), 0.3 yM de cada primer (5Sa - 5'-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e 5Sb - 5-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3/,
PENDAS et al., 1994) e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). O programa da
reacao foi: desnaturacao inicial por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 51

°C por45s, 72 °C por 2 min e 20 s e, extensao final a 72 °C por 5 min.
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ANEXO 5- MARCAGAO DA SONDA DO RDNA 18S

Para a obtencdo da sonda do DNAr 18S foram utilizados 50 ng/ ul de molde,
1 x tampao da reagao, 2 mM MgCI2, 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28 uM dTTP, 12
MM  digoxigenina 11-dUTP (Jena), 0.3 uM de cada primer (18Sf 5'-
CCGCTTTGGTGACTCTTGAT-3’ e 18Sr 5-CCGAGGACCTCACTAAACCA-3Ye 1 U
de Taq DNA polimerase (Invitrogen). O programa da reagao foi: desnaturagéo inicial
por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 51 °C por 45 s, 72 °C por 2 min e 20

s e, extensao final a 72 °C por 5 min.
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ANEXO 6- REACAO DE AMPLIFICAGCAO DA SEQUENCIA (GATA)N

A reacdo de amplificacdo da sonda (GATA)n foi composta por 1x Taq
Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28
MM dTTP, 12 uM digoxigenina 11-dUTP (Jena), 2 mM MgCI2, 2 U de Taq
DNApolymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2 uM primers (GATA); e (TATC)7. A
PCR foi feita em dois ciclos. A primeira amplificacao foi realizada com baixa
estringéncia: 4 min a 94°C, 12 ciclos de 1 min a 94°C, 45 s a 52°C e 1 min 30 s a
72°C; seguido por 35 ciclos de alta estringéncia: 1 min a 94°C, 1 min 30 s a 60°C e 1
min 30 s a 72°C. Os produtos da PCR foram confirmados em gel de agarose 1%,

onde foram obtidos arrastos entre 1000 — 2000 pb.
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ANEXO 7- HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)
O procedimento geral da FISH seguiu o descrito por Pinkel et al. (1986).

A. Preparacao da solucao de hibridagao

Em todas as FISH, a mistura de hibridagao consistiu de: 200 pl formamida
(50% de formamida); 80 pl sulfato de dextrano 50% (concentracao final de 10%); 40
Ml de 20x SSC (concentragao final 2x SSC);80 pl de H20O gsp, perfazendo um volume
total de 400 ul, aos quais foram adicionados 1 ug da sonda 1 (DNA marcado com
biotina) + 1 pg da sonda 2 (DNA marcado com digoxigenina 11dUTP), (Double
FISH). A estringéncia destas misturas de hibridacdo foi de 77%. Em seguida, a
solugdo de hibridacao foi transferida para um banho fervente, durante 10 minutos,
para desnaturagcdao do DNA e, imediatamente apos, para um recipiente com gelo,

impedindo a renaturacéo por choque térmico.
B. Preparagao das laminas (lavagens pré-hibridagao)

As laminas contendo as preparagdes cromossOmicas foram lavadas em
tampao fosfato (phosphate buffer saline-PBS), por 5 minutos em temperatura
ambiente, e desidratadas em uma série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos
em cada incubacgao. A seguir, foram tratadas com solugdo de RNAse (100 pg/ml)
durante 1 hora, em camara umida a 37°C, lavadas duas vezes em solugao de
2xSSC, por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixagdo com
formaldeido 1 %/ PBS 1x / MgCI2 50mM, por 10 minutos, a temperatura ambiente,
lavagem em PBS 1x por 5 minutos e desidratacdo em série de etanol a 70 v/v, 85 v/v
e 95 v/v, 5 minutos cada incubacdo. As laminas foram entdo tratadas com
formamida 70% dissolvida em 2x SSC, a 70°C, por 5 minutos e novamente
desidratadas em série de etanol gelado a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos cada

banho.

C. Hibridacao e detecgao dos sinais correspondentes

Foram aplicados sobre as laminas, cerca de 50 ul da solugdo de hibridagao
permanecendo “overnight” a 37°C, em camara umida contendo solugdo de 2x SSC
pH 7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solugédo 2x SSC pH 7,0

por 20 minutos. Em seguida foram lavadas em Tween 20, por 5 minutos, incubagao
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em 90 yl de tampéao non fat dry milk (NFDM) a 5%, por 15 minutos em camara umida
e duas lavagens com Tween 20, cinco minutos cada. Para a detecgdo das sondas,
foram colocados sobre as laminas uma mistura de 100 yl de tampao NFDM
contendo 1:200 de streptavidina alexa fluor 488 (1 ug/ml) e; 1:500 de
antidigoxigenina rodamina a 1 (ug/ml); permanecendo por 1 h a 37°C, em camara
umida. As laminas foram lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. Em
seguida a desidratagcao em série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos em
cada banho. Os cromossomos foram contra corados com 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI - 0,2 ug/ml) diluido em uma solugao “antifade” (Fluka).
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ANEXO 8- PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR PELO KIT DA GE
HEALTHCARE — ILLUSTRA GFX PCR DNA

A purificagao seguiu o protocolo do Kit /llustra GFX PCR DNA and GelBand
Purification (GE Healthcare). O protocolo consistiu na adigdo de 500ul de capture
buffer type3 a 100 ul de amostra (10 ug) e centrifugagao por 30 segundos a 16.000
rcf. A seguir, se coletou o liquido do fundo do tubo, que contém a amostra,
transferindo para a microSpin Collumn e centrifugado por 30 segundos a 16.000 rcf.
Na sequéncia, todo o conteudo do tubo coletor é descartado, mantendo a microSpin
Collumn. Em seguida, adicionou 500ul de Wash buffer type1, centrifugou por 30
segundos a 16.000 rcf, descartou o conteudo do tubo coletor e centrifugou
novamente por 20 segundos a 16.000 rcf. Posteriormente, transferiu a microSpin
Collumn para um microtubo novo e deixe evaporar o alcool a 70° C por 3 minutos.
Apos, adicionou 25ul do tampao type 6 a 70°C, aguardou 1 minuto e centrifugou por
1 minuto a 16.000 rcf. Coletou-se a solugdo que passou pela coluna e estocou a —
20 °C.



