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Sinopse: Neste estudo foram analisadas citogeneticamente seis espécies da familia
Curimatidae  (Characiformes): Curimata inornata, Curimatella dorsalis e
Psectrogaster falcata, coletadas no rio Araguaia/PA, Curimata vittata, Curimatella
meyeri e Psectrogaster rutiloides, coletadas no lago Cataldo/AM. As analises
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organizadoras de nucléolos, mapeamento cromossomico dos genes 18S e 5S e
sequéncias teloméricas, sugerem que rearranjos ndo-robertsonianos estiveram

presentes na evolucéo cariotipica destas espécies, como duplicacdes e inversdes.
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Resumo
A familia Curimatidae Gill 1858 compreende espécies de peixes, que dentre os Characiformes,
sdo facilmente distinguiveis por ndo possuirem dentes em suas mandibulas. Atualmente, a
familia possui 117 espécies validas em oito géneros, amplamente distribuidas na América
Central e na América do Sul, sendo encontradas em maior abundéancia na Amazonia.
Abordagens citogenéticas classicas ja foram realizadas em 38 espécies desta familia, entretanto
estudos citogenéticos moleculares ainda sdo incipientes. Desta forma, este estudo objetivou
contribuir para o entendimento da evolugcdo cromossémica de espécies de curimatideos,
buscando compreender o processo de diversificacdo cariotipica destes peixes, onde foram
analisadas trés espécies (Curimata vittata, Curimatella meyeri e Psectrogaster rutiloides) da
bacia amazonica e trés espécies (Curimata inornata, Curimatella dorsalis e Psectrogaster
falcata) da bacia Tocantins-Araguaia. Evidenciamos 0s primeiros dados citogenéticos para a
espécie Psectrogaster falcata, e os primeiros dados citogenéticos moleculares para as seis
espécies aqui estudadas. Todas as espécies apresentaram numero diploide igual a 54
cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos (NF=108), apresentando férmulas cariotipicas
espécie-especificas. O padrdo da heterocromatina foi evidenciado em regiGes centroméricas e
terminais de varios cromossomos, além de blocos conspicuos nas espécies de Psectrogaster. A
regido organizadora de nucléolo (Ag-RON) foi do tipo simples em cinco espécies e multipla
em C. vittata, todas com heterocromatina positiva. A localizacdo cromossémica da RON foi
confirmada pelo mapeamento do DNA ribossomal 18S, evidenciando um par cromossdmico
adicional na espécie C. meyeri. O DNAr 5S foi localizado em um par cromossémico em 5
espécies, contudo dois pares foram encontrados na espécie P. rutiloides. Ainda, evidenciamos
0 primeiro relato de sintenia entre 18S e 5S na familia Curimatidae, na espécie C. dorsalis.
Sequéncias teloméricas (TTAGGG), foram destacadas em regides terminais dos cromossomos
das especies do género Curimata, entretanto presenca de sequéncias teloméricas insterticiais
(ITS) foram evidenciadas em varios cromossomos das espécies dos géneros Curimatella e
Psectrogaster. Diante disto, apesar de uma macroestrutura cromossémica conservada, 0s dados
citogenéticos moleculares, inéditos para estas espécies, indicam a ocorréncia de rearranjos nao-
Robertsonianos, evidenciando que a microestrutura cariotipica destas espécies esta envolvida

no processo de diversificacdo cromossémica.



Abstract

The Curimatidae family Gill 1858 are a group of fishes, that among the Characiformes, are
easily indentified by not having teeth in their jaws. Currently, the family has 117 valid species
in eight genera, widely distributed in Central and South America, being found in greater
abundance in the Amazon Region. Classics cytogenetics analysis have already been carried out
in 38 species of this family, however molecular cytogenetic studies are still incipient. Therefore,
this study aimed contribute to the knowledge of chromosomal evolution of curimatids species,
on this way contributing to clarify the diversification process of these fishes karyotypes, three
species collected at the Amazon basin (Curimata vittata, Curimatella meyeri and Psectrogaster
rutiloides) and the others three species from the Tocantins-Araguaia basin (Curimata inornata,
Curimatella dorsalis and Psectrogaster falcata). We highlight the first Psectrogaster falcata
cytogenetics data and the first molecular cytogenetics data for the others six species here
studied. All species here studied had a diploid number with 54 chromosomes, meta and
submetacentric types (FN = 108), presenting species-specific karyotypes formulas. The
heterochromatin pattern was evident in centromeric and terminal regions of some
chromosomes, in addition to conspicuous blocks in the Psectrogaster species. The nucleolus
organizing region (Ag-NOR) was single in five species and multiple only in C. vittata, all with
positive heterochromatin. The chromosomal location of NOR was confirmed using the 18S
ribosomal DNA mapping, showing an additional chromosomal pair in the species C. meyeri.
rDNA 5S was found only in a chromosome pair from 5 species, however the specie P. rutiloides
have two pairs. In our analysis, we foud the first case of synteny between 18S and 5S in the
Curimatidae family, in the C. dorsalis specie. Telomerics sequences (TTAGGG), were
highlighted in terminal regions of the chromosomes from species of Curimata genus, however
the presence of interstitial telomeric sequences (ITS) were evidenced in several chromosomes
from species of Curimatella and Psectrogaster genera. Given this, despite a conserved
chromosomal macrostructure, the molecular cytogenetic data obtained to these species suggest
the occurrence of non-Robertsonian rearrangements, showing that the karyotype microstructure

of these species is involved in the chromosomal diversification process.
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1. Introducao

A Regido Neotropical se destaca por abrigar a maior biodiversidade do mundo, onde
também é encontrada a maior ictiofauna de agua doce (Lévéque et al. 2008; Antonelli et al.
2018a; Dagosta e Pinna 2019), sendo que a principal fonte desta elevada riqueza de espécies
vem da Grande Amazonia (Antonelli et al. 2018b). E nesta regido que esta localizada a maior
bacia hidrografica do mundo (bacia do rio Amazonas), devido a sua ampla distribuicdo e
extensdo continental, ocupando uma éarea de aproximadamente 6x10° km2, abrangendo
territorios do Brasil (63%), Peru (17%), Bolivia (11%), Colémbia (5,8%), Equador (2,2%),
Venezuela (0,8%) e Guiana (0,2%) (Goulding et al. 2003). Esta bacia possui diferentes tipos de
solo, vegetacdo e tipos de dgua, com uma grande diversidade de ambientes aquéaticos, como
lagos, corredeiras, canais profundos dos grandes rios, areas alagadas sazonalmente (varzeas e
igap0s), igarapés, que estdo diretamente relacionados com a riqueza de espécies de peixes de
agua doce, encontrada nesta regido (Sioli 1983; Goulding et al. 2003; Van der Sleen e Albert
2018). A bacia do Tocantins-Araguaia, embora ndo seja afluente da bacia amazonica, pois
desagua diretamente no Oceano Atlantico ao Sul da llha de Marajo, é reconhecida como uma
ecoregido de agua doce da Amazobnia, além de ser considerada a maior bacia hidrogréfica
totalmente brasileira abrangendo cerca de 967.059 kmz, presente nos biomas da Amazonia (ao
norte) e Cerrado (ao Sul) (Abell et al. 2008; Albert e Reis 2011; Dagosta e Pinna 2017).
Formada por rios de aguas claras, esta bacia tem uma ictiofauna com alto nivel de espécies
endémicas semelhante aos niveis encontrados em alguns afluentes da bacia do rio Amazonas
(Dagosta e Pinna 2019).

Considerando o crescente nimero de espécies de peixes descritas para a Amazonia nos
ultimos anos, Dagosta e Pinna (2019) enunciam 2.716 espécies validas para a regido,
distribuidas em 529 géneros, 60 familias e 18 ordens, tornando esta grande regido a detentora
da maior diversidade ictiica do mundo, possuindo mais que o dobro de espécies de peixes
encontradas na bacia do Congo, na Africa, que ocupa o segundo lugar com 1.250 espécies
validas (Figura 1).

Nesta diversidade de peixes amazdnicos destaca-se a ordem Characiformes (tetras,
piranhas, dourado e outros), com representantes na Africa e nas Américas (desde o sul da
América do Norte, América Central e América do Sul). Esta ampla distribuicdo favorece o
processo de especiagdo, fazendo com que a ordem Characiformes seja considerada a quarta
ordem mais dominante do mundo, com 2.290 espécies validas (Fricke et al. 2021) e a segunda

na regiao neotropical, com 1.453 espécies validas (Albert et al. 2020). Na regido amazonica é



a ordem de maior destaque em riqueza de espécies, com 1.063 espécies descritas, alocadas em
16 familias (Dagosta e Pinna 2019). Os peixes desta ordem apresentam tamanhos corporeos
variaveis, entre 15 mm até maiores que um metro, apresentam grande variedade de habitos
alimentares, com espécies carnivoras, iliéfagas e herbivoras (Van der Sleen e Albert 2018). Na
Amazonia, as quatro familias mais abundantes de Characiformes sdo: Characidae Latreille 1825
(635 espécies), Anostomidae Gunther 1864 (91 espécies), Curimatidae Gill 1858 (74 espécies)
e Serrasalmidae Bleeker 1859 (72 espécies) (Dagosta e Pinna 2019).
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Figura 1. Namero de espécies de peixes validas para a regido amazonica e comparagfes com
outras bacias (grafico a esquerda) e com outros continentes (mapa e grafico inferior) (Fonte:
Dagosta e Pinna 2019).

A familia Curimatidae, amplamente distribuida na regido neotropical, ocorre desde o
sul da Costa Rica até o sul de Buenos Aires, na Argentina, assim como nos rios transandinos
do Peru, nos rios e lagos da bacia do Orinoco, em toda a regido amazonica até a costa atlantica
do Brasil. Na Amazonia ocorrem nos diferentes tipos de agua (branca, preta e clara) e em
diversos ambientes, que vao desde lagos, cdrregos de fluxo Iéntico e Iotico, rios sinuosos,
corredeiras e matas alagaveis (Vari 1989a; 2003). Isto porque apresentam capacidade adaptativa
para colonizar ambientes com sedimentacdo de particulas menores, mas que possuam recurso
alimentar a disposicéo (Castro e Arcifa 1987; Barbieri 1995).

Os curimatideos sdo facilmente distinguiveis das demais espécies de Characiformes, por
ndo possuirem dentes em ambas as mandibulas (Vari 2003; Nelson et al. 2016). Por esse motivo
apresentam modificagOes anatdmicas bucais que permitem a exploragéo da regido superficial



do perifiton e, consequentemente, ingerem uma grande quantidade de detritos associados a
algas unicelulares, microrganismos e particulas finas de matéria organica, podendo assim serem
considerados detritivoros (Vari 1989a) ou iliofagos (Bowen 1983).

Os curimatideos possuem coloracdo prateada, sendo que algumas espécies apresentam
manchas escuras, barras ou listras no corpo e nadadeiras. As espécies apresentam diferencas de
formas e tamanho corporal, sendo fusiformes alongadas (p.e. Curimata ocellata Eigenmann &
Eigenmann 1889) ou mais encorpadas e comprimidas lateralmente (p.e. Psectrogaster
amazonica Eigenmann e Eigenmann 1889), podendo atingir até 27cm de comprimento. No
entanto, a maioria dos curimatideos possuem um corpo intermediario entre essas duas formas,
sendo moderadamente comprimida e levemente alongada (p.e. Curimata vittata Kner, 1858)
(Figura 2) (Varil989a).

Curimata ocellata

19cm CP

Curimata vittata

14cm CP

Figura 2. Algumas espécies da familia
Curimatidae. (Fonte: Queiroz et al. 2013)

Os peixes adultos da familia Curimatidae realizam migracdes laterais, deixando as areas
alagadas em direcdo aos grandes rios (Welcomme 1985). Segundo Cox-Fernandes (1997),
alguns curimatideos apresentam um padrdo trifasico de migracéo lateral. A primeira etapa deste
padrdo é uma migracdo relacionada com o periodo de vazante (agosto-setembro), onde os

cardumes saem das &reas alagadas em direcdo ao rio, seguindo a corrente do canal principal,



em busca de recursos alimentares. Nos meses de dezembro e janeiro ocorre um segundo pico
migratorio que € relacionado com a reproducédo, quando os peixes com gdnadas maduras saem
da planicie de inundacdo e migram rio acima, contra a corrente, para a desova. E um terceiro
pico migratério encontrado ap6s a desova (fevereiro-maio), entrando na planicie recém
inundada, onde a corrente favorece a deriva larval e natacdo dos adultos. Devido ao grande
namero de espécies e migracfes anuais, muitas delas sdo exploradas, seja para pesca de
subsisténcia ou pesca comercial (Lowe-McConnell 1999; Malabarba e Malabarba 2020). Além
disso os curimatideos tém grande relevancia ecoldgica, sendo recurso alimentar para peixes de
maior porte (Vari 2003).

1.1.  Sistematica da Familia Curimatidae

Atualmente, sdo reconhecidos oito géneros na familia Curimatidae: Curimata Bosc
1817 (13 espécies), Curimatella Eigenmann & Eigenmann 1889 (5 espécies), Curimatopsis
Steindachner 1876 (11 espécies), Cyphocharax Fowler 1906 (45 espécies), Potamorhina Cope
1878 (5 espécies), Psectrogaster Eigenmann & Eigenmann 1889 (8 espécies), Pseudocurimata
Fernandez-Yépez 1948 (6 espécies) e Steindachnerina Fowler 1906 (24 espécies) (Fricke et al.
2020). Na bacia amazbnica ha registro de espécies de todos os géneros, com excecdo de
Pseudocurimata que ocorre apenas em rios do Equador e Peru (Vari 1989b; Van der Sleen e
Albert 2018).

O historico da sistematica da familia Curimatidae teve inicio com Gunther (1864),
guando relacionou ao grupo supragenérico Curimatina, membros de Curimatidae (Curimatus),
Prochilodontidae Eigenmann 1909 (Prochilodus), Chilodontidae Eigenmann 1903
(Caenotropus), Hemiodontidae Bleeker 1859 (Hemiodus) e Parodontidae Eigenmann 1910
(Saccodon, Parodon). Posteriormente, os curimatideos neotropicais (Curimatus) passaram a
fazer parte da subfamilia Citharininae (familia Characinidae) (Boulenger 1904), agrupamento
que foi desconsiderado por Regan (1911) e incluiu os géneros Curimatus e Anodus a subfamilia
Curimatinae (familia Anostomidae).), ainda no periodo pré-cladistico, em pesquisa morfologica
detalhada, reorganizaram o grupo dos peixes teledsteos, inserindo Curimatidae na ordem
Cypriniformes, juntamente com outras 15 familias. Apds o surgimento da metodologia
cladistica (Hennig 1950), houve a classificagdo filogenética da ordem Characiformes realizada
por Fink e Fink (1981).

Com base em dados morfoldgicos detalhados, Vari (1983) considerou Curimatidae e
Prochilodontidae como grupos irmaos, sustentado por 11 sinapomorfias e, essas duas familias,

como grupo irmédo de Anostomidae e Chilodontidae, sendo as quatro familias consideradas



monofiléticas, sustentado por quatro sinapomorfias. Em 1998, Buckup considerou estas quatro
familias como parte da superfamilia Anostomoidea Gunther 1864. Posteriormente, Melo et al.
(2014) sugeriram uma nova relacao filogenética molecular de Chilodontidae como grupo irmao
de Curimatidae e ambas como um grupo irméo de Prochilodontidae, relacdo que foi corroborada
por Betancur-R et al. (2018), considerando Anostomidae como grupo irmao destas 3 familias.

Vari (1989a) também propds uma hipdtese intergenérica para a familia Curimatidae
(Figura 3A), apoiada por 19 sinapomorfias morfoldgicas, sugerindo um monofiletismo para 0s
géneros Curimatopsis, Potamorhina, Curimata e Psectrogaster, mas com uma politomia
terminal entre Curimatella, Cyphocharax, Pseudocurimata e Steidachnerina. Melo et al.
(2018), a partir de novas analises filogenéticas moleculares (Figura 3B), corroboraram o
monofiletismo de Curimatidae, mas a interelacdo dos géneros difere da hipotese de Vari
(1989a), exceto pela proposicdo de Curimatopsis como grupo irmdo de todos os demais
géneros, que é corroborada por ambas filogenias. A filogenia molecular evidencia Potamorhina
como grupo irmdo de Curimata, Pseudocurimata como grupo irmdo de Psectrogaster, e revela
um grande clado composto por Steidachnerina como monofilético, Cyphocharax parafilético e
Curimatella polifilético (Figura 4), sugerindo a atribuicdo do nome de um Unico género ou o
reconhecimento de vérios géneros dentro deste clado. Isto indica uma filogenia ainda nédo

totalmente resolvida.
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Figura 3. Filogenias da familia Curimatidae, baseadas em: (A) dados morfolégicos (Vari,
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1989a), nimeros indicam sinapormorfias propostas que suportam cada clado, e (B) dados
moleculares (Melo et al. 2018), nUmeros em ramos representam suporte de bootstrap
(Fonte: Melo et al. 2018).
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Figura 4. Arvore coalescente de espécies da familia Curimatidae, baseada em dados
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adaptado de Melo et al. 2018).



1.2.  Citogenética da familia Curimatidae

A familia Curimatidae possui descricdo cariotipica para representantes de sete géneros
em um total de 38 espécies, das 117 que constituem a familia. Entretanto, informacdes
citogenéticas moleculares estdo disponiveis para apenas nove espécies, representando trés
géneros: Cyphocharax, Potamorhina e Steindachnerina (Oliveira 2010; Pinheiro et al. 2016;
Sampaio et al. 2016). De uma maneira geral, Curimatidae é dita conservada em rela¢éo ao
numero diploide (2n), uma vez que a grande maioria de suas espécies tem 2n=54 cromossomos
dos tipos metacéntricos e submetacéntricos. As variacdes deste padrdo foram descritas para 0s
géneros Curimata (Feldberg et al. 1992), Potamorhina (Feldberg et al. 1993; Brassesco et al.
2004; Pinheiro et al. 2016), Cyphocharax (Brassesco et al. 2004; Venere et al. 2008) e
Curimatopsis (Navarrete e Jalio Jr 1997), nos quais encontramos tanto aumento como
diminuicdo deste nimero, bem como a presenca de cromossomos B (Venere e Galetti 1989;
Feldberg et al. 1992; 1993; Navarrete e Julio Junior 1997; Venere et al. 2008) (Tabela 1).

Em Potamorhina encontramos uma espécie com 2n=54 (P. pristigaster), uma espécie
com 2n=56 (Potamorhina latior Spix & Agassiz 1829) e duas espécies com 2n=102
(Potamorhina altamazonica Cope 1878 e Potamorhina squamoralevis Braga & Azpelicueta
1983) (Feldberg et al. 1993; Brassesco et al. 2004; Pinheiro et al. 2016), sendo que as duas
ultimas com elevado numero de cromossomos acrocéntricos. Enquanto que em Cyphocharax
platanus Gunther 1880 que apresenta 2n=58 e Curimata ocellata que apresenta 2n=56, ndo ha
cromossomos acrocéntricos (Feldberg et al. 1992; Brassesco et al. 2004; Venere et al. 2008).
Por outro lado, em Curimatopsis myersi Vari 1982 ocorreu uma reducdo do numero diploide
para 2n=46 (Navarrete e Jalio Junior 1997).

Uma outra variagdo no numero de cromossomos também observada na familia
Curimatidae é a ocorréncia de cromossomos B, encontrados nos géneros Cyphocharax e
Steindachnerina (Tabela 1) (Venere e Galetti 1985; Oliveira e Foresti 1993; Martins et al. 1996;
Venere et al. 2008; Sampaio et al. 2011). Estes cromossomos sédo também conhecidos como
supranumerarios, uma vez que sdo cromossomos adicionais e encontrados somente em

determinados individuos ou populac6es (Guerra 1988).



Tabela 1 — Dados citogenéticos de espécies de peixes da familia Curimatidae. 2n= n° diploide; NF= n° fundamental; Ag-RON= regido organizadora de nucléolo; m=
metacéntrico; sm= submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a= acrocéntrico; B= cromossomo supranumerario; p= brago curto; q= braco longo; t= terminal; i= intersticial; pc=
pericentromérico; c= centromérico; ITS= sequéncia telomérica intersticial; - =dados inexistentes.

Espécie Localidade 2n  NF Fé_rm/ul_a Ag-RO~N /- Banda DNAr_ 1~88 / DNA_r ?S / Telémero Ref
Cariotipica posicéo C posicdo posicéo
Curimata
C. cyprinoides Rio Negro e Solimdes/AM 54 108 44m+10sm 3°m/qt - - - - 3
Rio Araguaia/MT 54 108 44m+10sm 7°m/qt - - - - 16
C. inornata Rio Negro e Solimdes/AM 54 108 40m+14sm 21°%sm/pi 3
Rio Araguaia/MT 54 108 40m+14sm 3°m22°sm/qt pc/t - - - 16
Rio Araguaia/PA 54 108 38m+16sm 20%m/pt pc/t 20°sm/pt 9°m/pi t 22
C. knerii Rio Negro e Solimdes/AM 54 108 40m+12sm+2st 27°st/pt - - - - 3
C. ocellata Rio Uatumd/AM 56 112 40m+16sm 26%sm/pi - - - - 3
C. vittata Rio Negro e Solimées/AM 54 108 42m+12sm sm/qt - - - - 3
Lago Cataldo/AM 54 108 38m+16sm 20°21%m/qt pc/t 20°21%m/qt 25%m/pi t 22
Curimatella
C. alburna Rio Negro e Solimbes/AM 54 108 46m+8sm 14°m/qt - - - - 3
C. dorsalis Rio Miranda/MS 54 108 46m+8sm 13°m/pt pc - - - 7
Rio Parand/AR 54 108 54m/sm 2°m/qt clt - - - 11
Rio Araguaia/PA 54 108 44m+10sm 2°m/qt pcit 2°m/qt 2°m/qi t/ITS 18 pares 22
C. immaculata Rio Araguaia/GO 54 108 46m+8sm 24°m/qt - - - - 16
C. lepidura Rio S&o Francisco/SP 54 108 54m/sm 9°m/pt - - - - 2
C. meyeri Rio Negro e Solimbes/AM 54 108 46m+8sm 9°m/qt - - - - 3
Lago Cataldo/AM 54 108 46m+8sm 9°m/qt pclt/i 7°m/pt 9°m/qt 26°sm/pi t/ITS 14 pares 22
Curimatopsis
C. myersi Rio Miranda/MS 46 92 42m+4sm - - - - - 7
Cyphocharax
C. gilbert Rio Paraibuna/SP 54 108 44m+10sm 2°m/pt pc/t - - - 16
C. cf gilli Rio Bento Gomes/MT 54 108 54m/sm 1°m/qi - - - - 2
C. gouldingi Rio Araguaia/GO 54 108 54m+B 2°m/qt - - - - 16
C. modestus Aguas de Sio Pedro/SP 54 108 54m/sm 2°m/qt - - - - 2
Riacho Trés Bocas/PR 54 108 54m/sm+B 2°m/qt pc/t 2%/qt - - 6,13,15,19,20
Rio Mogi-Guacu/SP 54 108 54m/sm+B - pc - - - 8
Rio Taquari/PR 54 108 54m/sm+B 2°m/qt pc/t 2%/qt - - 13,15
Rio Tibagi/PR 54 108 54m/sm 2°m/qt - 2%/qt - - 15
Rio Agua da Floresta/PR 54 108 54m/sm 2°m/qt - 2%/qt - - 15



Rio Paranapanema/SP 54 108 54m/sm+B 2°m/qt pc/t 2%/qt 3°,20%/pi - 12,14,17
Rio Tieté/SP 54 108 54m/sm+B 2°m/qt pc/t 2%/qt 3°,20%pi 1,12,14,17
C. naegelii Rio Mogi-Guagu/SP 54 108 54m/sm 25%/pt - - - - 2
Rio Mogi-Guagu/SP 54 108 46m+8 sm 19.2°,119/qt pc/t - - - 16
6°/pqt 21°/pt
Ribeirdo Minhoca/MG 54 108 54m/sm+B 6°/qt pc/t 6°/qt 3°,20%/pi t/ITS 2 pares 18
C. platanus Rio Parand/AR 58 116 52m/sm+6st 5°m/pt - - - - 11
Riacho Pira-Pytd/AR 58 116  48m+4sm+6st 6°m/pt pc/t - - - 16
C. cf spilurus Rio Madeira/RO 54 108 54m/sm 10°m/qt - - - - 2
C. spilotus Rio Parand/AR 54 108 54m/sm+B 1°/qi pcit - - - 10,11
Riacho Capivara/RS 54 108 54m/sm+B 2°/qt pcit 2°/qt - - 19,20
Gasbmetro/RS 54 108 54m/sm+B 2°/qt pcit 2°/qt 3crom/pi - 19,20
C. vanderi Rio Preto/SP 54 108 54m/sm 6°/qt - - - - 2
C.voga Riacho Bolacha/RS 54 108 54m/sm 6°/qt - - - - 2
Rio Parand/AR 54 108 54m/sm qt pclt/i - - - 11
Rio Saco da Alemoa/RS 54 108 54m/sm+B 5%/gt pcit 5%/gt - - 19,20
Riacho Capivara/RS 54 108 54m/sm+B 5%/gt pcit 5%/gt - - 19,20
Gasbmetro/RS 54 108 54m/sm+B 5%/gt pcit 5%/gt - - 19,20
Lagoa Barros/RS 54 108 54m/sm+B 5%/gt pcit 5%/gt 2crom/pi - 19,20
Lagoa Quadros/RS 54 108 54m/sm+B 5%/gt pcit 5%/gt - - 19,20
C. saladensis Barragem A.E.S. UFRGS/RS 54 108 54m/sm+B 8°/qt pc/t 8°m/qt 2crom/pi - 19,20
Potamorhina
P. altamazonica Rio Negro e Solimbes/AM 102 106 2m+2sm+98a 5%a/qt pclt/i 5%l/qt 41%/qi t 4,21
P. latior Rio Negro e Solimbes/AM 56 112  52m+2sm+2st 25°m/qt pclt/i 25°m/qt 4°m/pt t/ITS 18 pares 4,21
P. pristigaster Rio Negro e Solimbes/AM 54 108 42m+12sm 25%m/pt pc - - - 4
Rio Negro e Solimbes/AM 54 108 44m+10sm 5°m/qt pcit 5°m/qt 4°m/pt t/ITS 1 par 21
P. squamoralevis Rio Parand/AR 102 116 14m/sm+88a qt pc - - - 11
Psectrogaster
P. amazonica Rio Araguaia/MT 54 108 44m+10sm 17°m/pt - - - - 16
P. curviventris Rio Miranda/MS 54 108 42m+12sm 20°m/pt pc - - - 7
Rio Parand/AR 54 108 54m/sm qi pc/t - - - 11
P. falcata Rio Araguaia/PA 54 108 40m+14sm 13°m/pt pc/t 13°m/pt 24%sm/pi t/ITS 15 pares 22
P. rutiloides Rio Negro e Solimbées/AM 54 108 42m+12sm 9°m/qt - - - - 3
Lago Cataldo/AM 54 108 46m+8sm 16°m/pt pc/t/i 16°m/pt 5°m/pt 22°sm/qi  t/ITS 18 pares 22
Steindachnerina
S. amazonica Rio Araguaia/GO 54 108 42m+12sm 2°m23°%sm/qt pc/t - - - 16
S. biornata Rio Forquetinha/RS 54 108 54m/sm+B 3°m/qt pc/t 4crom/qt - - 19,20
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S. brevipinna Rio Miranda/MS 54 108 46m+6sm 17°m/pt clt - - - 7
Rio Parand/AR 54 108 54m/sm 15°m/qt pclilt - - - 11
S. conspersa Rio Paraguai/MS 54 108 54m/sm 2°m/qi - - - - 2
Rio Parand/AR 54 108 54m/sm 2°m/qt pc/t/i - - - 11
S. elegans Rio Sao Francisco/SP 54 108 54m/sm 25%/pt - - - - 2
S. gracilis Rio Araguaia/MT 54 108 38m+16sm 4crom/qt - - - - 16
S. cf guentheri Rio Séao Francisco/AC 54 108 54m/sm 24°/pt pclilt - - - 9
S. insculpta Rio Mogi-Guagu/SP 54 108 54m/sm 25%/pt - - - - 2
Rio Passa-Cinco/SP 54 108 54m/sm 25%pt - - - - 2
Rio Paranapanema/SP 54 108 54m/sm+B 7°/qt pcit 7°/qt 2°/pi - 5,12,14,17
Reserva Jurumirim/SP 54 108 54m/sm+B - pc - - - 5
Rio Tieté/SP 54 108 54m/sm 7°/qt pcit 7°/qt 2°/pi - 12,14,17

Riacho Trés Bocas/PR 54 108 54m/sm+B 7°/qt pcit 7°/qt - - 13,15

Rio Taquiri/PR 54 108 54m/sm 7°/qt pcit 7°/qt - - 13,15

Rio Tibagi/PR 54 108 54m/sm 7°/qt pcit 7°/qt - - 13,15

Rio Agua da Floresta/PR 54 108 54m/sm 7°/qt pcit 7°/qt - - 13,15
Cachoeira de Emas/SP 54 108 50m+4sm 22°m/pt pcit - - - 16

Rio Agua dos Patos/SP 54 108 54m/sm+B 12%/pt pcit 12%/pt 2crom/pi - 19, 20

Riacho Trés Bocas/PR 54 108 54m/sm+B 12%/pt pcit 12°/pt 2crom/pi - 19, 20

Riacho Pavap/PR 54 108 54m/sm+B 12%/pt pcit 12°/pt - - 19, 20

Rio Jacutinga/PR 54 108 54m/sm+B 12%/pt pcit 12°/pt - - 19, 20
S. leucisca Rio Negro e Solimbes/AM 54 108 48m+6sm 15°m/pt - - - - 3

1- Venere e Galetti (1985); 2- Venere e Galetti (1989); 3- Feldberg et al. (1992); 4- Feldberg et al. (1993); 5- Oliveira e Foresti (1993); 6- Martins et al. (1996); 7- Navarrete e Julio Jr
(1997); 8- Venere et al. (1999); 9- Carvalho et al. (2001); 10- Fenocchio et al. (2003); 11- Brassesco et al. (2004); 12- De Rosa et al. (2006); 13- Gravena et al. (2007); 14- De Rosa et al.
(2007); 15- Teribele et al. (2008); 16- Venere et al. (2008); 17- De Rosa et al. (2008); 18- Oliveira (2010); 19- Sampaio et al. (2011); 20- Sampaio et al. (2016); 21- Pinheiro et al. (2016);
22- Presente estudo.
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A heterocromatina é uma regido do cromossomo que se encontra em um estado
altamente condensado ao longo do ciclo celular, estas regides contém uma alta densidade de
DNAs repetitivos in tandem (DNAs satélites e ribossomais), localizada principalmente em
regibes pericentroméricas, terminais e intersticiais (Guerra 1988; Sumner 2003). A
heterocromatina tem um papel importante na evolugdo cromossémica das espécies, pois pode
estar relacionada com rearranjos cromossdomicos, como translocacdes, inversoes e fusdes, e sua
identificacdo permite verificar a organizacao diferencial do cariotipo das espécies (Ridley 2006;
Grewal e Jia 2007).

O padrdo de distribuicdo da heterocromatina na maioria das espécies de Curimatidae,
para as quais este marcador é disponivel, ocorre em regibes pericentroméricas dos
cromossomos, com blocos terminais em alguns cromossomos, sendo que algumas espécies
apresentam uma grande quantidade de blocos heterocromaticos em seu conjunto
cromossémico, com alguns pares facilmente identificaveis devido a presenca de grandes blocos.
Entretanto, o padrdo de banda C difere entre as espécies (Navarrete e Jalio Jr. 1997; Carvalho
et al. 2001; Brassesco et al. 2004; Venere et al. 2008; De Rosa et al. 2007; De Rosa et al. 2008;
Pinheiro et al. 2016).

Os DNAs ribossomais, que sdo sequéncias repetitivas in tandem, séo classificados em
duas familias multigénicas altamente conservadas, a classe de genes que codifica o gene
ribossomal 5S e a classe principal 45S (genes que codificam RNA ribossomal 18S, 5,8S, 28S),
estando esta ultima classe relacionada com a regido organizadora de nucléolo (RON) (Long e
David 1980). Apesar destas sequéncias serem altamente conservadas (mesmo entre taxons ndo
relacionados), possuem espacadores (NTS) que variam em tamanho e composicao, alterando o
namero de copias e posi¢do nos cromossomos das espécies, permitindo verificar a dindmica da
organizacdo genémica destes genes (Martins et al. 2011; Wang et al. 2017; Sochorova et al.
2018).

A regido organizadora de nucléolo (RON) € um marcador amplamente analisado nas
especies de Curimatidae, onde a sua localizacdo € detectada indiretamente por nitrato de prata
(Ag-RON) (Guerra 1988) e a maioria dos estudos em curimatideos considera este um bom
marcador citogenético espécie/especifico, uma vez que, embora muitas espécies apresentem um
unico par de cromossomos nucleolares, este par se encontra em diferentes posi¢des/localiza¢bes
no cariétipo (Feldberg et al. 1992; Brassesco et al. 2004; Teribele et al. 2008; Venere et al.
2008; Sampaio et al. 2016; Pinheiro et al. 2016). Feldberg et al. (1992) identificaram este
carater (Ag-RON), em espécies dos géneros Curimata (Curimata cyprinoides Linnaeus 1766,

C. inornata, C. knerii Steindachner 1876, C. ocellata, C. vittata), Curimatella (Curimatella
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alburna Muller & Troschel 1844, Curimatella meyeri Steindachner 1882), Psectrogaster
(Psectrogaster rutiloides Kner 1858) e Steindachnerina (Steindachnerina leucisca Gunther
1868), evidenciando que as regides organizadoras de nucléolos sdo espécie-especificas. Este
padrdo também foi observado por Brassesco et al. (2004), que encontraram apenas um par de
cromossomos portadores de RON em oito espécies analisadas (Curimatella dorsalis,
Cyphocharax platanus, C. spilotus, C. voga, Potamorhina squamoralevis, Psectrogaster
curviventris, Steindachnerina brevipinna, S. conspersa), com posi¢fes espécie-especificas.
Ainda, diferente do padrdo de RONSs simples descrito para a maioria dos curimatideos, Venere
et al. (2008) encontraram espécies com sistema maltiplo: Cyphocharax naegelli (4 pares + 1
cromossomo), Curimata inornata (1 par + 1 cromossomo), Steindachnerina amazonica (1 par
+ 1 cromossomo) e Steindachnerina gracilis Vari & Williams 1989 (2 pares) (Tabela 1).

Com relacdo a citogenética molecular, as sequéncias de DNA ribossémico 18S e 5S tém
sido usadas como marcadores citogenéticos em peixes neotropicais, por contribuirem em
questdes taxondmicas e evolutivas (Bellafronte et al. 2005; Terencio et al. 2012; Favarato et al.
2016; Sampaio et al. 2016; Pinheiro et al. 2016; Barros et al. 2017; Dorini et al. 2020). Contudo,
poucos trabalhos foram realizados, utilizando marcadores fluorescentes, na familia
Curimatidae. Existem relatos apenas para as espécies Cyphocharax modestus, C. saladensis, C.
spilotus, C. voga, Potamorhina altamazonica, P. latior, P. pristigaster, Steindachnerina
biornata, S. insculpta (De Rosa et al. 2006; De Rosa et al. 2007; Teribele et al. 2008; Pinheiro
et al. 2016; Sampaio et al. 2016). Em todas as espécies confirmou-se que as Ag-RONs sdo
correspondentes com a localizacdo do gene ribossomal 18S, cuja sequéncia foi mapeada por
meio da técnica FISH. No entanto, Sampaio et al. (2016) observaram que a espécie S. biornata
possui dois pares cromossdmicos metacéntricos com sitios ribossémicos 18S, porém apenas um
par de cromossomos foi marcado com nitrato de prata, sugerindo falta de atividade
transcricional destes sitios. Tambem foi possivel observar diferentes marcagdes para 0 DNAr
5S, mostrando sitios independentes em regides pericentroméricas.

Outra classe de DNAs repetitivos que vem sendo amplamente utilizada para o
mapeamento fisico cromossdmico, a fim de investigar a existéncia de rearranjos
cromossémicos, € a sequéncia telomérica (TTAGGG).. Estas repeticdes curtas estdo
localizadas principalmente na regido terminal dos cromossomos, promovendo estabilidade e
integridade cromossomica (Multani et al. 2006; Monagham 2010; Ocalewicz 2013). Contudo,
sitios teloméricos intersticiais (ITS) ja foram encontrados em aproximadamente 40% das
espécies de peixes, e tal localizacdo tem sido relacionada com rearranjos cromossdmicos,

envolvendo a regido telomérica, tais como fusdes, inversdes, translocacdes e duplicacgdes.
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Ainda, regides com ITS também podem contribuir para uma elevada taxa de fissdes
cromossomicas (Ocalewicz 2013).

Para a familia Curimatidae, a espécie Cyphocharax naegelii (Oliveira 2010) possui um
par cromossdmico com ITS presente. Pinheiro et al. (2016), verificando provaveis alteracdes
cromossémicas em espécies do género Potamorhina, observaram apenas sitios terminais em P.
altamazonica (2n=102), mas observaram ITS em um par cromossdmico de P. pristigaster
(2n=54) e em 18 pares de P. latior (2n=56), sugerindo eventos de fissdes, seguidos de fusdes
cromossémicas. Estes dados de Potamorhina contribuiram para a recente filogenia molecular
proposta por Dorini et al. (2020), que propds a ocorréncia de uma Unica fissdo na linhagem de
P. latior, seguida por mais de 20 fissdes no ancestral de P. altamazonica e P. squamoralevis.

Portanto, considerando a pequena quantidade de estudos citogenéticos com espécies de
Curimatidae, haja vista a riqueza de espécies da familia, principalmente no que tange a estudos
de citogenética molecular, e o fato de ferramentas citogenéticas serem eficazes no
reconhecimento da diversidade genética intra e interespecifica, este estudo objetiva contribuir
para a caracterizacdo cromossdmica de mais seis espécies da familia Curimatidae, por meio de
uma abordagem citogenética convencional e molecular. Além de fornecer informac6es sobre
marcadores importantes no entendimento da evolugdo cromossémica de um grupo de peixes

neotropicais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para a caracterizacdo cromossdmica de mais seis espécies da familia
Curimatidae e fornecer informagdes sobre marcadores que sejam importantes no entendimento

de sua evolugdo cromossomica.

2.2 Objetivos Especificos

o Descrever a macroestrutura cariotipica (numero diploide, numero fundamental e
férmula cariotipica) de espécies da familia Curimatidae;

o Identificar regido organizadora de nucléolo e padréo de distribuicdo da heterocromatina
em espécies da familia Curimatidae;

o Mapear sequéncias repetitivas de DNA ribossomal 18S e 5S e sequéncias teloméricas
nos cromossomos de espécies da familia Curimatidae;

o Verificar possiveis variaces cariotipicas envolvidas na evolugdo cromossdmica de

espeécies da familia Curimatidae.
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Para a realizacdo deste estudo foram analisados, citogeneticamente, 52 exemplares de

seis especies pertencentes a trés géneros da familia Curimatidae (Tabela 2 e Figuras 5 e 6).

Tabela 2 — Espécies, local de coleta e nimero de individuos/sexo analisados. M= macho, F= fémea, ?= sexo nao

identificado.

Espécie M Se>|§o Local Coordenadas Voucher
Curimata inornata - - Rio Araguaia, PA 5°25'33.59"S 48°28'30.37"W INPA-ICT 059622
Curimata vittata - 2 Lago Cataldo, AM 3°09'42.2"S 59°54'54.7"W INPA-ICT 059623
Curimatella dorsalis - 2 Rio Araguaia, PA  5°25'33.59"S 48°28'30.37"W  INPA-ICT 059624
Curimatella meyeri 4 13 Lago Cataldo, AM 3°09'42.2"S 59°54'54.7"W INPA-ICT 059625
Psectrogaster falcata - - Rio Araguaia, PA 5°25'33.59"S 48°28'30.37"W INPA-ICT 059626
Psectrogaster rutiloides 10 10 Lago Cataldo, AM 3°09'42.2"S 59°54'54.7"W INPA-ICT 059627
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Figura 5. Mapa do Brasil: A) destacando a bacia amazénica brasileira, em verde, e a bacia do

Tocantins-Araguaia, em amarelo. B) local de coleta no rio Araguaia/PA (ponto vermelho) e C) local

de coleta no lago Cataldao/AM (ponto vermelho). (Fonte: adaptado de wikipedia.org).
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Figura 6. Espécies da familia Curimatidae estudadas neste trabalho. A) Curimata
inornata (16cm); B) Curimata vittata (24cm); C) Curimatella dorsalis (14cm); D)
Curimatella meyeri (20cm); E) Psectrogaster falcata (12cm); F) Psectrogaster

rutiloides (13cm).

A coleta foi realizada com o uso de redes de pesca de malhas 70, 80 e 90 mm, sob
autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio, Sistema
de Autorizacdo e Informagéo em Biodiversidade — SISBIO, Licenga permanente no. 28095-1 e
todos os procedimentos deste trabalho foram aprovados pela comissdo de ética no uso de
animais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (004/2018-CEUA/INPA).

Os peixes foram transportados vivos, em recipientes com sistema de aeracdo, para o
Laboratdrio, onde foi realizada a obtencdo das suspens@es celulares e de tecido muscular. Os
animais foram eutanasiados, seguindo as recomendacdes das Diretrizes da Préatica da Eutanasia
do CONCEA 2013. Apds a eutanasia, os exemplares aqui estudados foram numerados,
registrados, fixados em formol 10% durante 24h e acondicionados posteriormente em
recipientes contendo alcool 70% para o dep6sito na colecdo ictiologica do INPA.
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3.1 Inducéao de mitoses

Para a obtencdo de um maior nimero de células em metéafase foi utilizada a técnica de
inducdo de mitoses descrita por Oliveira et al. (1988b), onde foi preparada uma solugédo de
fermento bioldgico na proporcéo de 0,5g de fermento, 0,59 de acucar e 20 mL de dgua destilada.
Em seguida, esta solucdo foi incubada em estufa a 40 °C por cerca de 20 minutos e,
posteriormente, injetada na regido intraperitoneal do animal vivo, na proporc¢do de 1 mL para
cada 100 g de peso. Os peixes foram mantidos em aquarios aerados por um periodo de 24 horas

antes da coleta das amostras para analise citogenética.

3.2 Obtencao de cromossomos mitdticos

As preparacdes para obtencdo dos cromossomos mitdticos seguiram o protocolo
descrito por Gold et al. (1990), que consiste em: 24 horas ap0s a aplicacdo da solucdo de
fermento, os peixes foram eutanasiados, procedendo-se a retirada do rim, que é o 6rgdo
hematopoiético dos peixes. O material foi transferido para uma cubeta de vidro contendo 15
mL de meio RPMI e o tecido foi dissociado com auxilio de uma seringa hipodérmica,
desprovida de agulha, com movimentos leves de aspiracdo e expiracdo, onde foi obtida uma
suspensdo homogénea de células. Posteriormente, foram adicionadas 3 a 4 gotas (ou 150 pL
para cada 2 mL de meio de cultura) de colchicina 0,125% e o material foi ressuspendido,
cuidadosamente, com auxilio de uma pipeta Pasteur e incubado em estufa a 37 °C por 30
minutos.

Apds esse periodo, o material foi transferido para um tubo de centrifuga e centrifugado
por 10 minutos a 900 rpm; em seguida foi retirado o sobrenadante tomando cuidado para néo
ressuspender o material e foi acrescentado 10 mL de solucdo de KCI 0,075M; o material foi
ressuspendido novamente e deixado em estufa a 37 °C por 40 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de fixador carnoy gelado (3 metanol: 1 &cido acético) e uma nova
centrifugacdo por 10 minutos a 900 rpm.

O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta Pasteur, tomando cuidado para
ndo ressuspender o material, sendo acrescentados novamente 10 mL de fixador gelado. O
material foi centrifugado por 10 minutos, sendo que este passo foi repetido mais duas vezes.
Apos a eliminagdo do sobrenadante da ultima centrifugacdo, foi adicionado 1,5 mL de fixador
e o material foi transferido para um tubo de 2 mL e armazenado em freezer (-20 °C).
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3.3 Coloragéo convencional (Giemsa)

Para determinacdo do caridtipo das espécies analisadas, as laminas limpas foram
aquecidas a 60 °C em banho-maria e em seguida a suspensao celular foi gotejada sobre a lamina.
Estas foram secas no ambiente e posteriormente foram coradas com Giemsa diluida a 10% em
tampéo fosfato, pH 6,8 por 10 minutos e secas ao ar novamente, sendo observadas ao

microscopio Optico apds secas.

3.4 Deteccao das regides de heterocromatina

Para a detecgdo da heterocromatina utilizamos a técnica de bandeamento C descrita por
Sumner (1972), com modificagdes. As laminas, ja contendo as preparacdes cromossémicas,
foram tratadas durante 2 minutos com acido cloridrico (HCI 0,2N) a 42 °C, lavadas rapidamente
em agua destilada a temperatura ambiente e secas ao ar. Em seguida foram incubadas a 42 °C
em solucgdo de hidréxido de bario a 5% por cerca de 58 segundos. A acdo do hidréxido de bario
foi interrompida imergindo as laminas rapidamente em solugéo de HCI 0,2N (em temperatura
ambiente) e posteriormente lavadas em agua destilada. Em seguida, foram secas novamente ao
ar e incubadas em solucdo 2xSSC (cloreto de sodio 0,3M e citrato trissédico 0,03M, pH 6,8)
em banho-maria a 60 °C, por um periodo de 15 minutos, sendo novamente lavadas em agua
destilada e secas ao ar. Posteriormente, as laminas foram coradas de acordo com Lui et al.
(2012), utilizando uma solucdo contendo 0,5 plL de iodeto de propidio em 20 pL de
Vectashield®, coberta com uma laminula e mantida em recipiente escuro por 20 minutos. Apos

a montagem as laminas foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia.

3.5 Regides Organizadoras de Nucléolos (Ag-RON)

Para a caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolos (RON) foi utilizada a
técnica descrita por Howell e Black (1980). Esta técnica consiste em gotejar sobre a lamina,
contendo a preparacdo cromossdmica, quatro gotas de uma solucéo coloidal, obtida com 1 g de
gelatina comercial sem sabor dissolvida em 50 mL de agua destilada, acrescida de 0,5 mL de
acido formico. Posteriormente, foi adicionado sobre a solucdo coloidal 8 gotas de solucéo
aquosa de AgNO3 (nitrato de prata) a 50%, sendo coberta com uma laminula. As laminas foram
incubadas em cadmara Umida e levadas a estufa a 60 °C por um periodo de 5 a 7 minutos até
atingirem uma coloracdo dourada ou marrom escura e, posteriormente, as laminas foram

lavadas em agua destilada até remocédo da laminula e deixadas secar diretamente ao ar.
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3.6 Citogenética molecular

3.6.1 Extracdo de DNA total

O DNA genbmico foi extraido a partir de tecido muscular das espécies de peixes da
familia Curimatidae, preservado em etanol 100%, utilizando o protocolo descrito por Sambrook
et al. (1989).

O tecido foi fragmentado em pequenos pedacos em um tubo estéril do tipo Ependorff
de 1,5 mL, em seguida foi utilizada uma solucédo de tampéo de lise (Tris-HCI pH 8,0 em 10
mM, NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM) para dissolvé-lo. Em seguida foi acrescentado: 15 pL de
proteinase K (10 mg/mL) e 10 pL de RNAse A (10 mg/mL). As amostras foram, ento,
incubadas a 60 °C em banho-seco por aproximadamente 2 horas até que o tecido estivesse
totalmente digerido e, posteriormente, foram feitas lavagens sucessivas com fenol cloroférmio
e cloroformio hidratado (500 puL de cada um destes reagentes). Apos a lise, 0 DNA foi separado
das proteinas por precipitacdo salina juntamente com centrifugacdo a 14000 rpm, sendo
adicionados em seguida 600 pL de Isopropanol 100% gelado para precipitagdo do
sobrenadante, juntamente com mais uma etapa de centrifugacdo. Ao final, o DNA foi hidratado
em 100 uL de agua milli-Q, e, posteriormente, para possibilitar a analise da quantidade e
integridade do material, foi realizada eletroforese com gel de agarose a 1% (com tampé&o Tris-
Borato-EDTA 0,5X e corrida a 70 V por 60 minutos), corado com GelRed Acid Gel Stain
Biotium (1:500). A visualizacdo e analise do DNA no gel foram feitas no fotodocumentador
Easy Doc 100 (BioAgency). O DNA extraido também foi quantificado em espectrofotdmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare).

3.6.2 Preparacao das sondas de DNA ribossomico (DNAr) 18S e 5S

As sondas 18S e 5S foram amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction). Para a
amplificagdo do DNAr 18S foram utilizados os primers 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC
TTG AT-3") e 18Sr (5’-CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010), e 5Sf (5’
-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC) e 5Sr (5 -CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3°)
(Martins e Galetti Jr. 1999), respectivamente. As reacgdes tiveram um volume final de 25 pL
consistindo de 1 pL. de DNA gendmico (100 ng), 2,5 uL de tampao 10x com cloreto de
magnésio (1,5 mM), 0,5 uL de Taq DNA Polimerase (5 U/ul), 1,5 uLL. de INTP (1 mM), 1,5 uL
de cada primer (5 mM) e &gua ultrapura para completar o volume.

O programa de PCR foi utilizado, seguindo as seguintes etapas: DNAr 18S: 1 minuto a
95 °C (para desnaturacdo da fita de DNA); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 56 °C
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(anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extensao
final). DNAr 5S: 1 minuto a 94 °C (desnaturacgéo); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a
54 °C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C
(extensdo final). Posteriormente, os produtos gerados foram verificados em gel de agarose 1%

e quantificados em espectrofotdbmetro NanoVue Plus (GE Healthcare).

3.6.3 Preparacdo da sonda telomérica

Para a deteccdo de sequéncias teloméricas foram utilizadas sondas amplificadas via PCR
(Polymerase Chain Reaction), usando os primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s (ljdo et al. 1991),
seguindo os parametros: 1uL do primer F, 1uL do primer R, 12,5uL. de Go Taq e 9,5uL de agua
destilada com um volume final de 24puL. O programa de PCR seguiu as seguintes condigdes: 1
minuto a 95 °C (desnaturacdo); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 °C (anelamento)
e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extensdo final). Em
seguida, o produto final da PCR foi verificado em eletroforese, e, também, quantificado em

espectrofotobmetro NanoVue Plus (GE Healthcare).

3.6.4 Marcacao de sondas
Todas as sondas produzidas foram marcadas. Sendo assim, os produtos de PCR (DNA
ribossomal 18S e sequéncias teloméricas) foram marcados seguindo o método de nick
translation com digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) para marcacao de
sonda vermelha, enquanto o0 DNA ribossomal 5S foi marcado com biotina-14-dATP (Biotin
Nick Translation mix; Roche) para marcacdo de sonda verde, seguindo as instrucdes do

fabricante.

3.6.5 Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com 0s
procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com algumas modificagdes.

As preparacGes cromossdmicas foram gotejadas nas laminas e secas ao ar. Para
preparacdo das laminas, foram lavadas em tamp&o PBS 1x durante 5 minutos em temperatura
ambiente, sendo depois desidratadas em séries alcodlicas 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e
secas ao ar. Em seguida as laminas foram incubadas em 90 uL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC)
a 37°C por 1h em camara Umida. Apos este processo, as laminas foram lavadas trés vezes em
2XSSC por 5 minutos cada e em PBS 1x também por 5 minutos.
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Posteriormente, as ldminas foram fixadas em formaldeido 1% em PBS 10x/50mM
MgCl> durante 10 minutos a temperatura ambiente e depois lavadas em PBS 1x por 5 minutos,
sendo posteriormente desidratadas em série alcoolica gelada (70%, 85%, 100 %) por 5 minutos
cada.

O DNA cromossdmico (que esta na lamina) foi desnaturado com formamida 70% em
2xSSC a 70 °C por 5 minutos e desidratado em etanol gelado 70%, 85% e 100% por 5 minutos
cada, secando ao ar. Simultaneamente a esta desidratacao da lamina em série alcodlica, foram
adicionados em um tubo eppendorf a solucdo de hibridizacdo, que contém 50 uL. de formamida
100% (concentracao final 50%), 20 uL sulfato de dextrano 50%, 10 uL. 20xSSC (concentracéo
final de 2xSSC), 5 uL de cada sonda marcada e 10 uL &gua milli-Q, para ser desnaturada a 99
°C por um periodo de 10 minutos, e apds este tempo foi passada imediatamente ao gelo.

Apdbs o passo de desnaturacdo, a solucdo de hibridizacdo foi colocada sobre a lamina
com os cromossomos também desnaturados, coberta com laminula e incubada em camara
Umida a 37 °C por aproximadamente 18 horas (overnight).

Apds o término do tempo de hibridizacao, as laminas foram lavadas em formamida 15%
a 42 °C durante 10 minutos e logo em seguida lavadas em solugcdo Tween 0,5%, por 5 minutos.

Posteriormente, para deteccdo do sinal, as laminas foram incubadas em tampdo NFDM
por 15 minutos e lavadas 2 vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada.
Para amplificacdo do sinal, as laminas foram incubadas com os anticorpos especificos
(antidigoxigenina e/ou estreptavidina) por 60 minutos em camara Umida a 37 °C. Ap0s este
tempo as laminas foram lavadas 3 vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos
cada, desidratadas em série alcodlica gelada 70%, 85% e 100% durante 5 minutos cada e ap6s
estarem secas, as laminas foram montadas com 21uL de uma solucao contendo 1uL de DAPI
diluido em 20puL de Vectashield®, coberta com uma laminula e mantida em recipiente escuro.

Apos a preparacdo, as laminas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia.

3.7 Analise cariotipica

As laminas submetidas a coloracdo convencional (Giemsa) foram analisadas em
microscopio éptico com a objetiva de imersdo, num aumento de 1.000 vezes. As laminas que
utilizaram fluorocromos (Bandeamento C e FISH) foram analisadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia Olympus Bx-51, sob filtro apropriado. Pelo menos 30 metafases por individuo
foram analisadas, sendo que as melhores tiveram sua imagem capturada, utilizando sistema de
captura de imagens DPController e processadas pelo programa DPManager. Posteriormente, 0s

cariotipos foram montados, utilizando o programa Adobe Photoshop CS4, onde os
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cromossomos metafasicos mitdticos foram recortados, emparelhados, medidos no programa
ImageJ e colocados em ordem decrescente de tamanho, separados por grupos. A morfologia
dos cromossomos foi determinada de acordo com a posi¢do do centrdmero segundo Levan et
al. (1964) e classificados com base no indice de relacao de bragos (RB= comprimento do braco
maior/comprimento do braco menor), podendo ser metacéntricos (RB= 1,0-1,7),
submetacéntricos (RB=1,71-3,0), subtelocéntricos (RB= 3,01-7,0) e acrocéntricos (RB > 7,00).
Na determinacdo do numero de bracos (NF) foram considerados 0s cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos como tendo dois bragos e os acrocéntricos

como tendo apenas um brago.



23

4. Resultados
As seis espécies analisadas (Curimata inornata, C. vittata, Curimatella dorsalis, C.
meyeri, Psectrogaster falcata e P. rutiloides) apresentaram numero diploide igual a 54
cromossomos e nimero fundamental (NF) igual a 108 (Tabela 3, Figura 7), ou seja, todos 0s

cromossomos apresentam dois bracos (meta/submetacéntricos) (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados citogenéticos das espécies aqui estudadas. 2n= numero diploide; NF= ndmero
fundamental; Ag-RON= regifes organizadoras de nucléolo detectada por nitrato de Prata; DNAr= DNA
ribossomal; m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; p= brago curto; g= brago longo; t= terminal;
i=intersticial.

s Formula Ag-RON/ DNAr 18S/ DNAr 5S/
Espécie 2n  NF Lo -~ L .~
Cariotipica Posicéo Posicao Posicdo
Curimata inornata 54 108 38m + 16sm 20°sm/pt 20°sm/pt 9°m/pi
Curimata vittata 54 108 38m + 16sm 20°21°sm/qt 20°21°sm/qt 25%m/pi
Curimatella dorsalis 54 108 44m + 10sm 2°m/qt 2°m/qt 2°m/qi
Curimatella meyeri 54 108 46m + 8sm 9°m/qt 7°m/pt 9°m/qt 26%sm/pi
Psectrogaster falcata 54 108 40m + 14sm 13°m/pt 13°m pt 24°sm/pi
Psectrogaster rutiloides 54 108 46m + 8sm 16°m/pt 16°m/pt 5°m/pt22°m/qi

A heterocromatina estd em blocos peri/centroméricos de todos cromossomos das seis
espécies analisadas por bandeamento C, exceto dois pares em P. falcata (5, 18). Alguns
cromossomos apresentam blocos heterocromaticos espécie-especificos, e blocos adicionais nas
porcOes terminais de alguns cromossomos também foram observados em todas as espécies,
como descrito abaixo (Figura 7):

Curimata inornata: blocos biteloméricos presentes nos pares 1 e 9; blocos terminais no
braco longo (q) nos pares: 6, 8, 10, 12, 20, 21, 22 e 25; o par 8 possui marcagdo conspicua no
braco curto (p); e os pares 6 e 20 apresentam os bracos curtos totalmente heterocromaticos.

Curimata vittata: blocos biteloméricos presentes nos pares: 1, 2, 3,6, 7, 8,9, 14 e 19;
blocos terminais em p foram detectados nos pares 4, 15, 16 e 22; blocos terminais em g nos
pares 13, 20, 21, e 24; ja o par 12 apresenta o braco p totalmente heterocromaético.

Curimatella dorsalis: blocos biteloméricos foram visualizados nos pares 8, 15 e 27,
marcacoes terminais q nos pares 1, 2, 3,6, 7, 9 e 10.

Curimatella meyeri: blocos biteloméricos foram encontrados nos pares 1, 4, 6, 7, 9, 16,
18, 19 e 24; marcacOes terminais p dos pares 3 e 10; marcagdes terminais g dos pares 2, 5, 13,
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15 e 26; os pares 11 e 16 apresentaram 0s bragos p totalmente heterocromaticos e o par 5
apresentou um bloco intersticial nos bracos g.

Psectrogaster falcata: marcacgdes biteloméricas encontradas nos pares 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9,
10, 12, 13, 17, 18, 21, 23 e 25; marcagdes terminais p estdo no par 7; marcacdes terminais nos
bracos g nos pares 8, 14 e 19; o par 3 apresentou 0s bracos curtos totalmente heterocromaticos.

Psectrogaster rutiloides: blocos biteloméricos nos pares 1, 3, 4, 7, 10, 13 e 24;
marcacdes terminais nos bracos g dos pares 12 e 27; marcag6es terminais nos bragos p dos pares
5 e 16; bragos curtos totalmente heterocromaticos 13; bloco intersticial g no par 2, 19 e 21.

As regides organizadoras de nucléolo, detectadas pela técnica de impregnacdo por
nitrato de prata (Ag-RON), foram evidenciadas ativas em apenas um par cromossomico em
cinco das seis espécies: Curimata inornata, Psectrogaster falcata e P. rutiloides, localizada na
porcdo terminal dos bracos p, nos pares 20, 13 e 16, respectivamente. Nas espécies Curimatella
dorsalis e C. meyeri foram localizadas nas porg¢des terminais dos bragos g, nos pares 2 e 9,
respectivamente. E Curimata vittata apresentou RONs mdltiplas nos pares 20 e 21, na por¢do

terminal dos bracos g, todas concomitantes com heterocromatina (Figura 7, box Ag-RON).
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Coloragéo com Giemsa Bandeamento C

Curimata inornata
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Curimatella meyeri
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Psectrogaster rutiloides
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Figura 7. Cariotipos das espécies da familia Curimatidae analisadas em coloragdo convencional Giemsa (& esquerda),

bandeamento C (& direita) e regides organizadoras de nucléolo (Ag-RON, box). Barra de escala = 10um.
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O mapeamento do DNA ribossomal 18S confirmou a localizagdo das regides
organizadoras de nucléolo ativas nas seis espécies analisadas. Entretanto, em Curimatella
meyeri, um sitio adicional foi evidenciado no par sete, na porcdo terminal do braco p, regido
também heterocromatica (+C) (Figura 8, 18S).

O mapeamento do DNAr 5S evidenciou um par em todas as espécies, exceto
Psectrogaster rutiloides que apresentou dois pares carreando este sitio (Figura 8, 5S).
Entretanto, sua posicao no cariotipo foi variavel, ou seja, em Curimata inornata, intersticial no
par 9; em C. vittata intersticial no par 25, em Curimatella dorsalis intersticial par 2, em sintenia
com o0 18S, em C. meyeri intersticial no par 26 e em Psectrogaster falcata intersticial no par
24. Psectrogaster rutiloides apresentou os sitios DNAr 5S na por¢do terminal do brago curto
do par 5 e intersticial no par 22.

Sequéncias teloméricas (TTAGGG), foram localizadas na regido terminal de todos 0s
cromossomos das seis espécies. Nas duas espécies de Curimata ndo foram evidenciadas ITS
(Figura 8, TTAGGG)n. Entretanto, ITSs foram evidenciadas em varios cromossomos das
espécies de Curimatella e Psectrogaster, sendo que em alguns pares os blocos sdo conspicuos.

Curimatella dorsalis: Blocos de ITS pericentroméricas nos pares metacéntricos 1, 2, 3,
4,5,6,7,10, 12, 13, 14, 15, 16 e 20, e submetacéntricos 23, 24, 25 e 26.

Curimatella meyeri: Blocos de ITS pericentroméricas nos pares metacéntricos 1, 4, 6,
7,8,9, 11, 13, 14, 20, 21 e 23, e submetacéntricos 24, 25 e 27.

Psectrogaster falcata: Blocos de ITS pericentroméricas nos pares metacéntricos 1, 2, 3,
4,8, 13, 14, 15, 19 e 20, e submetacéntricos 21, 22, 24, 26 e 27.

Psectrogaster rutiloides: Blocos de ITS pericentroméricas nos pares metacéntricos 1, 2,
3,5,7,8,11, 12,13, 14, 16, 18, 19, 20, 21 e 22, e submetacéntricos 24 e 27.



18SDNA  [l5S (DNA (TTAGGG),

Curimata inornata

Curimata vittata

Curimatella dorsalis

21
23

Curimatella meyeri

24

Psectrogaster falcata

21

Psectrogaster rutiloides

Figura 8. Cari6tipos das espécies da familia Curimatidae analisadas com marcadores cromossémicos moleculares.

A esquerda: Double FISH com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde); A direita: sondas com sequéncias

teloméricas (TTAGGG), (vermelho). Barra de escala = 10um.
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5. Discussiao

A familia Curimatidae apresenta macroestrutura cromossdémica estavel com numero
diploide de 54 cromossomos, dos tipos metacéntricos e submetacéntricos, com numero
fundamental igual a 108, diferenciando em suas formulas cariotipicas. As espécies do presente
estudo também evidenciaram esta estabilidade quanto ao nUmero diploide (2n=54) e
cromossomos meta e submetacéntricos. Segundo Feldberg et al. (1992), estas caracteristicas
descrevem um cariétipo ancestral da familia Curimatidae e variacdes desta condi¢ao podem ser
consideradas caracteres derivados. Esse conservadorismo na macroestrutura cromossdmica,
encontrado na maioria das espécies da familia Curimatidae, pode estar relacionado com sua
ampla distribuigdo geogréfica e formacdo de grandes cardumes de acordo com a hipotese
proposta por Oliveira et al. (1988a) e De Oliveira et al. (2009). Para os autores, alguns grupos
de peixes, caracterizados por alta mobilidade e por populacbes com grande numero de
individuos, tendem a apresentar padrGes cromossdémicos estaveis, enquanto que grupos com
baixa mobilidade e baixa densidade populacional tendem a apresentar ampla variacao
cromossémica, ocasionando fixagdo de rearranjos cromossdmicos diferenciais entre populacdes
(Oliveira et al. 1988a; De Oliveira et al. 2009).

Curimatidae, embora apresente 2n=54 como conservado para a familia, rearranjos
robertsonianos, dos tipos fusdo e fissdo, que alteram o nimero diploide, ja foram encontrados
em espécies de quatro géneros. Com reducdo do nimero diploide relatado somente na espécie
Curimatopsis myersi (2n=46) (Navarrete e Jalio Jr 1997), e aumento do nimero diploide
encontrado nas espécies Curimata ocellata (2n= 56) (Feldberg et al. 1992), Cyphocharax
platanus (2n=58) (Brassesco et al. 2004; Venere et al. 2008), Potamorhina altamazonica
(2n=102), Potamorhina latior (2n=56) (Feldberg et al. 1993; Pinheiro et al. 2016) e
Potamorhina squamoralevis (2n=102) (Brassesco et al. 2004), sendo que todos 0s géneros tém
54 cromossomos como diploide ancestral. A presenca de numeros diploides diferentes que
foram relatados nestas seis espécies de curimatideos demonstram a dindmica da evolugéo
cromossdmica neste grupo de peixes, contrastando com as espécies da superfamilia
Anostomoidea (Buckup 1998), onde todas as espécies das familias Chilodontidae,
Prochilodontidae e Anostomidae, que possuem dados cariotipicos disponiveis na literatura,
apresentam numero diploide igual a 54 cromossomos (Porto et al. 1992; Martins et al. 2000;
Terencio et al. 2012; Dulz et al. 2020).

Também é possivel evidenciar, que mesmo os curimatideos com numero diploide
conservado, a diferenciagdo cromossdmica encontrada nas formulas cariotipicas (FC) entre eles

parece envolver alteracdes na microestrutura do cariétipo, com rearranjos estruturais nao-
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robertsonianos, sem causar alteragdes no nimero diploide (Guerra 1988). Ao compararmos 0s
dados do presente trabalho com os dados relatados na literatura constatamos diferengas entre
as FC (Feldberg et al. 1992; Navarrete e Jalio Jr 1997; Brassesco et al. 2004; Venere et al.
2008), onde foi possivel observar reducdo de cromossomos metacéntricos nas espécies C.
inornata, C. vittata, C. dorsalis e aumento de cromossomos metacéntricos em P. rutiloides
(tabela 1). Estas diferencas podem estar relacionadas com a ocorréncia de rearranjos nao-
robertsonianos, principalmente dos tipos inversdes, translocacdes, delecbes e, ainda,
reposicionamento do centrébmero, alterando a morfologia cromossémica (Rocchi et al. 2012).
No entanto, diferencas ndo foram encontradas na formula cariotipica descrita para a espécie C.
meyeri (Feldberg et al. 1992; presente estudo).

O padréo da heterocromatina para as seis espécies aqui representadas foram descritos,
anteriormente na literatura, somente nas espécies C. inornata (Venere et al. 2008) e C. dorsalis
(Navarrete e Julio Jr. 1997; Brassesco et al. 2004), e de uma forma geral segue o padréo descrito
para os demais curimatideos, com blocos pericentroméricos e marca¢des adicionais em regides
terminais, intersticiais e alguns cromossomos com bragos inteiros heterocromatinizados, além
de grandes blocos heterocromaticos coincidentes com as regifes organizadoras de nucléolo
(RON) em todas as espécies ja analisadas com este marcador (Feldberg et al. 1992; Navarrete
e Jalio Jr 1997; Carvalho et al. 2001; Fenocchio et al. 2003; Brassesco et al. 2004; Venere et
al. 2008; Pinheiro et al. 2016).

Um fato observado, é que o padrao de heterocromatina encontrado nas espécies dos trés
géneros aqui representados, bem como nos trabalhos anteriores na familia Curimatidae
(Navarrete e Jalio Jr 1997; Venere et al. 2008; Sampaio et al. 2016), evidenciam caracteristicas
cromossémicas Unicas, onde cada espécie apresenta um padrdo diferente. E a0 compararmos o
padrdo heterocromatico destas espécies com a filogenia molecular proposta para 0s
curimatideos (Melo et al. 2018, Figura 4), é possivel sugerir que ocorre um aumento de
heterocromatina no processo evolutivo, em cada género desta familia. Por exemplo, no género
Curimata, apesar do padrdo de banda C ser semelhante entre as espécies, nota-se variacdo na
quantidade de heterocromatina, onde pudemos evidenciar 1 par cromossdmico com bracos
curtos totalmente heterocromaticos na espécie basal C. vittata, enquanto que em C. inornata,
de clado derivado na filogenia (Melo et al. 2018, Figura 4), apresenta 2 pares cromossémicos
com bragos curtos heterocromaticos. Tal evidéncia também é observada no género
Psectrogaster, que apesar de ambas espécies possuirem blocos mais conspicuos de
heterocromatina, o clado que primeiro divergiu (P. falcata) apresenta menor quatidade de

heterocromatina em comparagdo com a especie de clado derivado P. rutiloides, que evidencia
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maior heterocromatinizacdo. Ainda, Curimatella, com ambas espécies em ramos proximos na
filogenia proposta por Melo et al. (2018) (Figura 4), o padrdo de banda C é muito semelhante,
mas C. meyeri tem uma marcacdo intersticial no par 5. Com isso, apesar destas espécies
apresentarem macroestrutura cromossoémica semelhante, rearranjos nao-robertsonianos estdo
envolvidos na diversificagdo do padrdo de heterocromatina, refletindo a variabilidade intra e
interespecifica que ocorre na familia Curimatidae.

A presenca de rearranjos cromossémicos na evolucdo dos curimatideos também é
verificada pela localizacdo das regides organizadoras de nucléolos (RON), que apresenta ampla
variacdo interespecifica. A maioria das espécies, até agora analisadas, apresentam Ag-RON em
um Unico par de cromossomos (RON simples), com diferengas na localizagcdo cromossdémica e
posicdo no caridtipo entre as espécies (Feldberg et al. 1992; 1993; Navarrete e Julio Jr 1997,
Brassesco et al. 2004; presente estudo), sendo RON simples considerada uma caracteristica
plesiomorfica em peixes neotropicais. No entanto, RONs multiplas também ja foram relatadas
em alguns curimatideos (Venere et al. 2008; presente trabalho), como consequéncia de
rearranjos subsequentes, levando ao surgimento deste carater derivado (Hsu et al. 1975). Além
disso, algumas marcacGes encontradas no presente estudo contrapem dados anteriormente
descritos na literatura, indicando um polimorfismo em relacdo a localizacdo do DNAr 45S,
indicando que o processo evolutivo em curimatideos vem acompanhado por alteracGes nestes
DNAS repetitivos.

Em C. inornata, coletadas no baixo rio Araguaia (Para) (presente estudo) encontramos
RON simples nos bracos curtos de um par submetacéntrico, como evidenciado também por
Feldberg et al. (1992) em individuos do lago Cataldo (Amazonas), no entanto Venere et al.
(2008) ao estudar populacgdes do alto rio Araguaia (Barra do Gargca, MT) encontraram RONSs
multiplas nos bragos longos de um par metacéntrico e um par submetacéntrico para a mesma
espécie. Ou seja, individuos coletados em regides diferentes do mesmo sistema hidrogréafico
(Rio Araguaia) apresentam divergéncias na localizagédo da Ag-RON. Diferengas também foram
encontradas na especie C. vittata, coletada no lago Cataldo (Amazonas), onde no presente
estudo foi evidenciada RON multipla, enquanto Feldberg et al. (1992) encontraram RON
simples evidenciada somente em um dos homologos, para individuos da mesma localidade.
Estas variacdes no nimero de RONs detectadas em espécies de Curimata nos leva a sugerir
diferencas na atividade transcricional dos cistrons de DNAr 45S que, dependendo da atividade
proteica da célula, permite a ativacdo de mais de um par de cromossomos, uma vez que Ag-
RON evidencia apenas sitios que estavam ativos na intérfase anterior (Hsu et al. 1975; Miller
et al. 1976).
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VariacOes também foram evidenciadas nas espécies Curimatella dorsalis e C. meyeri,
que apresentaram RON simples nos bragos longos de cromossomos metacéntricos (par 2 e par
9, respectivamente) no presente estudo, corroborando Brassesco et al. (2004) e Feldberg et al.
(1992). Entretanto, Navarrete e Julio Jr (1997) encontraram para C. dorsalis a Ag-RON no par
metacéntrico 13 localizada em bracos curtos. E, em Psectrogaster rutiloides foi observada uma
variacdo na localizacdo da Ag-RON, que foi evidente nos bracos curtos dos individuos do
presente estudo, enquanto Feldberg et al. (1992) encontraram marcacfes nos bracos longos
desta espécie. Varios autores relatam que a relacdo entre Ag-RON e grandes blocos de
heterocromatina, que € uma caracteristica encontrada em todas as espécies de curimatideos
analisadas até o momento, exceto Potamorhina pristigaster (Pinheiro et al. 2016), pode facilitar
a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, envolvendo esse DNA ribossémico, ocasionando
diversificacdo cariotipica nas espécies (Moreira-Filho et al. 1984; Galetti et al. 1994; Schneider
et al. 2013; Pinheiro et al. 2016).

A localizagdo da sequéncia do DNAr 18S foi correspondente com a marcagéo indireta
Ag-RON em todas as espécies analisadas neste estudo, no entanto em Curimatella meyeri foi
evidenciado um sitio adicional em regido terminal no braco curto do par n° 7, que nao foi
detectado pelo nitrato de prata. Na familia Curimatidae, tal evidéncia também ja foi relatada na
espécie Steindachnerina biornata (Sampaio et al. 2016). O fato deste sitio ndo ter sido detectado
na Ag-RON pode ser atribuido a auséncia de atividade transcricional (Vidal et al. 2017) e,
dependendo da atividade da célula o numero de marcacBes pode ser variavel. Além disso,
devido este sitio ribossomal estar localizado em regido telomérica e coincidente com
heterocromatina h4 uma maior facilidade de transferéncia de material genético por sua
proximidade no ndcleo interfasico, segundo o modelo de Rabl (Schweizer e Loidl 1987). A
localizacdo do DNAr 18S em posicdo terminal é uma caracteristica de 16 espécies de
curimatideos até o momento (Oliveira 2010; Pinheiro et al. 2016; Sampaio et al. 2016), sendo
que variacdo deste padrdo € encontrada apenas em Cyphocharax spilotus, uma linhagem
derivada, com marcacdo em regido cromossdmica intersticial, sugerindo a ocorréncia de
rearranjos dos tipos translocagdes ou inversdes, mudando a localizagdo deste gene ribossomal,
(Sampaio et al. 2016).

Com relacdo ao DNAr 5S, este foi mapeado em 16 especies de curimatideos e destas 14
apresentam cistrons em posicao intersticial, em um unico par de cromossomos (De Rosa et al.
2006; Oliveira 2010; Pinheiro et al. 2016; Sampaio et al. 2016; presente estudo). Esta
localizacdo em um par de cromossomos € conservada em muitos grupos de peixes, sendo

relatada de forma predominante em Characiformes, podendo representar uma condicao
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ancestral e conferir alguma vantagem para protecdo deste gene no genoma das espécies
(Martins e Galetti Jr 2001; Martins e Wasko 2004; Cioffi e Bertollo 2012). Apesar disso,
variacdo deste padrdo em curimatideos ja foi relatada em Potamorhina latior, P. pristigaster,
que apresentaram cistrons 5S localizados em porcéo terminal dos cromossomos (Pinheiro et al.
2016). E, no presente estudo, em Psectrogaster rutiloides foi evidenciado sitios multiplos em
dois pares cromossdémicos, sendo um em posi¢do terminal e outro em posicdo intersticial,
evidenciando a ocorréncia de rearranjos nao-robertsonianos, como translocacdes e inversoes.
A presenca de sitio ribossomal 5S em regiGes terminais e/ou sitios multiplos pode ser
considerado um carater derivado e homoplastico em curimatideos (Oliveira 2010; Sampaio et
al. 2016; Pinheiro et al. 2016; presente estudo). CondicGes semelhantes também sdo relatadas
em varias espécies da superfamilia Anostomoidea (Anostomidae, Chilodontidae,
Prochilodontidae e Curimatidae) (Martins e Galetti Jr 1999 e 2000; Hatanaka e Galetti Jr 2004;
Dulz et al. 2019 e 2020).

A andlise dos DNAr 18S e 5S, por double-FISH, no presente estudo, mostrou 0s
primeiros resultados para espécies de Curimata, Curimatella e Psectrogaster e evidenciamos
que estes DNAs repetitivos estdo em pares cromossdmicos diferentes nestas espécies, com
excecdo de Curimatella dorsalis. Tal caracteristica € relatada nas espécies de curimatideos
estudadas até o momento, sugerindo que seja um carater plesiomérfico nesta familia (Oliveira
2010; Sampaio et al. 2016; Pinheiro et al. 2016; presente estudo), sendo também relatado para
varias espécies de peixes de dgua doce (p. ex.: Martins e Galetti Jr. 2001; Cioffi e Bertollo 2012;
Marajo et al. 2018; Quadros et al. 2020; Campos et al. 2020). O fato de estarem em pares
cromossémicos diferentes é tido como uma vantagem evolutiva, pois evita a ocorréncia de
possiveis rearranjos desvantajosos entre as regides de DNAs ribossémicos, além de evitar
guebras cromossémicas que seriam facilitadas pela sintenia destas regides (Martins e Galetti Jr.
1999; 2001; Martins 2007).

Entretanto, em Curimatella dorsalis evidenciamos o primeiro relato de sintenia entre
18S e 5S na familia Curimatidae, mapeados no 2° par cromossémico, sendo o DNAr 18S
localizado na porgdo terminal do brago longo, enquanto que o 5S esté localizado em regido
intersticial do mesmo brago. Este carater derivado pode ter surgido de forma independente em
C. dorsalis e estes genes podem ter sido carreados por rearranjos cromossomicos, como
translocacdes e/ou por elementos de transposicdo (Symonova et al. 2013; Barros et al. 2017).

A sintenia de 18S e 5S é uma caracteristica atipica em peixes, sendo que na superfamilia
Anostomoidea (Anostomidae, Chilodontidae, Prochilodontidae e Curimatidae) foi relatada

somente em linhagens derivadas, em trés espécies da familia Anostomidae (De Barros et al.
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2017; Dulz et al. 2019), seis espécies da familia Prochilodontidae (Martins e Galetti Jr 1999;
Jesus e Moreira-Filho 2003; Hatanaka e Galetti Jr 2004; Vicari et al. 2006; Terencio et al. 2012;
Voltolin et al. 2013) e, agora, em uma unica espécie de Curimatidae (presente estudo). E em
outras familias de Characiformes, sintenia entre 18S e 5S foram identificadas em espécies de
Characidae (Mantovani et al. 2005; Castro et al. 2014), Erythirinidae (Cioffi et al. 2009;
Martins et al. 2013), Serrasalmidae (Favarato 2019) e Triportheidae (Diniz et al. 2009). Este
fato evidencia alto nivel de mudangas cromossémicas envolvendo os sitios de 18S e 5S de
forma independente nos taxons, corroborando com a hipétese de que os DNAS ribossomais
geralmente sofrem muitos rearranjos (Symonova et al. 2013).

Outro marcador, utilizado no presente estudo, que revelou alta variacdo cariotipica na
familia Curimatidae, foi o0 mapeamento cromossémico de sequéncias teloméricas (TTAGGG)n.
Conhecidos como teldmeros, sdo sequéncias geralmente localizadas nas extremidades do
cromossomos, compostos de DNA altamente repetitivo in tandem, que possuem extrema
importancia para a estabilidade e integridade cromossémica (Nanda et al. 2002; Multani et al.
2006; Monagham 2010), além de serem sequéncias amplamente conservadas no genoma dos
vertebrados (Meyne et al. 1990; Guerra 2004).

No presente estudo foi realizado o primeiro mapeamento fisico cromossémico destes
DNAs repetitivos em espécies de Curimata, Curimatella e Psectrogaster, e estas sequéncias
foram observadas nas extremidades de todos 0os cromossomos das seis espécies analisadas. Nas
espécies do género Curimata (C. inornata e C. vittata) sinais teloméricos foram evidentes
apenas nas extremidades dos cromossomos, sem nenhuma marcacao adicional, e este padrédo é
o0 esperado (p. ex. Yano et al. 2014; Pucci et al. 2016; Sousa et al. 2017). No entanto, as espécies
de Curimatella e Psectrogaster (Curimatella dorsalis, C. meyeri, Psectrogaster falcata e P.
rutiloides) apresentaram blocos conspicuos de sequéncias teloméricas localizados em regiao
pericentromérica de varios pares cromossémicos.

A localizacdo de sequéncias teloméricas (TTAGGG), em regides ndo terminais,
conhecidas como sequéncias teloméricas intersticiais (ITS), ja foram encontradas em varias
espécies de vertebrados (Wells et al. 1990; Ruiz-Herrera et al. 2008; Ocalewicz 2013; Bolzan
2017) e podem nos fornecer uma viséo sobre a diversificacdo cariotipica das espécies, pela
presenca de rearranjos cromossémicos, tais como fusdes, inversdes e translocaces (Meyne et
al. 1990) ou que sequéncias de DNA telomérico foram inseridas durante o0 mecanismo de reparo
de quebra de fita dupla do DNA (Azzalin et al. 2001).

Na familia Curimatidae, o primeiro relato de ITS foi em dois pares metacéntricos de

Cyphocharax naegelli (2n=54) (Oliveira 2010), que foram relacionados com possiveis eventos
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de fissdo cromossémica, sendo corroborada pela hipotese proposta por Venere et al. (2008). Os
autores relatam, que blocos conspicuos de heterocromatina foram encontrados no par 2 da
maioria das espéecies de Cyphocharax (2n=54), inclusive em C. naegelli, no entanto, tal
evidéncia estava ausente no claro irmédo, Cyphocharax platanus (2n=58), e que 0 aumento do
namero diploide encontrado nesta espécie pode ser resultado da ruptura cromossémica
viabilizada por estes blocos heterocromaticos e ITS (Venere et al. 2008; Oliveira 2010).

As ITSs evidenciadas em espécies de Potamorhina (Pinheiro et al. 2016) também estdo
relacionadas com possiveis eventos de fissdo céntrica. Um Gnico par (metacéntrico) com ITS
foi encontrado em P. pristigaster (2n=54), seguido de 18 pares cromossdmicos com blocos
conspicuos de ITS pericentroméricas encontradas na espécie P. latior (2n=56), que
provavelmente deram origem a multiplas fissdes céntricas, encontradas nas espécies derivadas
P. altamazonica (2n=102) e P. squamoralevis (2n=102), como sugerido na filogenia molecular
proposta por Dorini et al. (2020).

Estes relatos corroboram a hip6tese de que sequéncias teloméricas intersticiais, as vezes
se co-localizam com locais de ruptura cromossomica, evidenciando “pontos-quentes” para
ocorréncia de recombinacdo, desempenhando um papel significativo na instabilidade do
genoma e na evolucdo cromossdmica destas espécies (Ashley e Ward 1993; Ruiz-Herrera et al.
2008; Ocalewicz 2013; Bolzan 2017).

Geralmente, em vertebrados, podem ser identificados dois tipos de ITS: curtas (s-ITS,
visto com sinais fluorescentes fracos) e heterocromaticas (het-ITS, visto com sinais fortes
fluorescentes, relacionados com heterocromatina) (Bolzan 2017). Aqui, consideramos as ITS
encontradas em espécies de Curimatella e Psectrogaster como Het-ITS, tendo em vista que
coincidem com grandes blocos heterocromaticos.

Muitos autores relacionam o surgimento de Het-ITS com eventos de fusdes de
cromossomos ancestrais (Meyne et al. 1990; Ruiz-Herrera et al. 2008), no entanto, tais fusdes
robertsonianas geralmente sdo acompanhadas de variacdo na macroestrutura cariotipica,
evidenciando reducdo no numero diploide (p. ex.: Rosa et al. 2012; Schneider et al. 2013;
Favarato et al. 2016), porém, as espécies aqui analisadas apresentam numero diploide
conservado de 54 cromossomos, e considerando que este diploide também é compartilhado por
especies da superfamilia Anostomoidea, é provavel que as ITSs encontradas nas espécies de
curimatideos ndo representem resquicios de teldmeros ancestrais, como também ja foi relatado
em outros grupos de vertebrados (Pagnozzi et al. 2000 e 2002; Nanda et al. 2008; Schneider et
al. 2013; Scacchetti et al. 2015; Viana et al. 2020).
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O surgimento de Het-1TS na familia Curimatidae pode estar relacionado com outros
mecanismos, como por exemplo: (1) ocorréncia de inversdes pericéntricas, com a insergéo de
ITSs curtas (s-ITS), seguido de véarias amplificacbes destas regibes e posterior
heterocromatinizacdo (Meyne et al. 1990; Paco et al. 2012); (2) por transposicoes,
intermediadas por elementos transponiveis (TES), que sdo inseridos internamente nos
cromossomos e passam por processos de amplificacdo (Garrido-Ramos et al. 1998). Como
encontrado no género Potamorhina (Pinheiro et al. 2016), onde elementos transponiveis foram
evidenciados em regides pericentroméricas e relacionados com heterocromatina em P. latior;
(3) insercao de sequéncias (TTAGGG)n por mecanismo de reparo de fita dupla, com ou sem
acdo da telomerase, podendo resultar em s-ITS, seguido de amplificacdo e
heterocromatinizacdo destas sequéncias, levando a grandes blocos heterocromaticos (Ruiz-
Herrera et al. 2008).

Independente do mecanismo que tenha dado origem as Het-ITSs encontradas na familia
Curimatidae, tais sequéncias constituem parte da diversificacdo cariotipica deste grupo de
peixes. E segundo a literatura, Het-ITS estdo envolvidas em varios rearranjos estruturais,
incluindo quebras cromossémicas, podendo levar ao desenvolvimento de novos cariotipos e
novas espécies, favorecendo a evolucdo cromossémica (Bolzan et al. 2017). E, de forma geral,
as espécies da familia Curimatidae apresentam uma macroestrutura cariotipica conservada em
relacdo ao numero diploide, entretanto, quando marcadores citogenéticos sdo aplicados é
possivel evidenciar altos niveis de polimorfismo na microestrutura cromossémica,
principalmente envolvendo DNAS ribossomais e repetitivos (distribuicdo da heterocromatina,
RON, DNAr 18S, DNAr 5S e sequéncias teloméricas).

6. Conclusdes
A caracterizagdo citogenética molecular de mais seis espécies de Curimatidae
permitiram algumas consideracdes:

e As seis espécies de curimatideos estudadas sugerem uma tedéncia a conservacdo da
macroestrutura cariotipica, envolvendo o numero diploide (2n = 54) e cromossomos dos
tipos meta e submetacéntricos, entretanto as formulas cariotipicas diferenciadas permitem
sugerir que os principais mecanismos evolutivos ocorreram por meio de rearranjos nao
robertsonianos, dos tipos duplicagdes, inversdes e/ou translocagoes.

e A andlise do padrdo da distribuicdo de heterocromatina sugere que a diversificacdo
cromossdmica encontrada nesta familia tem origem recente mantendo um padréo

semelhante entre as espécies, entretanto foi possivel evidenciar que espécies de clados
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derivados apresentam uma heterocromatinizagcdo, mostrando-se um bom marcador para
diferenciar os taxons.

A regido organizadora de nucléolo (Ag-RON), bem como o mapeamento do DNAr 18S,
apresentam alto polimorfismo cromossémico, demonstrando variagdes tanto entre
espécies, como entre populacbes. O que sugere altas taxas de rearranjos cariotipicos,
envolvendo estas regides em linhagens evolutivas.

A localizacdo cromossémica do gene ribossomal 5S também diferencia os curimatideos,
com pares cromossdmicos espécie-especificos, em consequéncia de rearranjos ndo-
robertsonianos.

ITS heterocrométicas conspicuas, associadas a heterocromatina pericentromérica,
encontradas em varios cromossomos das espécies de Curimatella e Psectrogaster,
levantam hipoteses de varios mecanismos responsaveis pela origem destas Het-I1TS,
evidenciando diversificacdo cariotipica, envolvendo estes DNAs repetitivos. Além da
possibilidade de causar instabilidade no genoma, favorecendo a evolugdo cromossémica.

Estes resultados permitem inferir que a evolugdo cromossdmica desta familia vem sendo
acompanhada por muitos rearranjos ndo-robertsonianos, levando a diversificacdo deste

grupo de peixes.
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