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Resumo

Os peixes representam um grupo de vertebrados muito diverso, uma das familias de
peixes encontradas na regido Neotropical é Triportheidae, que representa um grupo
monofilético composto por 5 géneros, dentre eles Triportheus. As caracteristicas
biolégicas destes organismos sdo interessantes para estudos genéticos e de
evolugdo, desta forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar
citogenéticamente uma populacdo de Triportheus sp., do rio Coxim-MS. Para isto,
ocorreu a obtencdo de metafases mitéticas e coloracdo convencional com Giemsa, a
deteccdo das regides organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs), o bandamento C e a
hibridizagéo in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S e 18S. O numero diploide
obtido foi de 52 cromossomos, heterocromatina centromérica com marcacdes
adicionais no par cromossomico sexual (ZZ/ZW) e nos pares 2, 6, 8 e 20. Ag-RONs
no par cromossémico 5. Sitios de DNAr 18S nédo coincidentes com as Ag-RONSs,
estando estes presentes no par 3 e em um homélogo do par 8 onde ocorre também
marcacdo de DNAr 5S. Assim, é possivel detectar tanto caracteres cromoss6micos
conservadas quanto unicos em Triportheus do rio Coxim-MS.

Introducéo

Uma das ordens de peixes mais representativas do Brasil € Characiformes
(ARTONI et al., 2000) com cerca de 2.202 espécies validas (ESCHMEYER; FONG,
2018a). Dentre as familias de Characiformes encontra-se Triportheidae com cerca
de 21 espécies reconhecidas (ESCHMEYER; FONG, 2018a). Triportheidae
compdem um grupo monofilético formado por 5 géneros, de acordo com Oliveira et
al. (2011), entre eles Triportheus, composto por aproximadamente 19 espécies
(ESCHMEYER; FONG, 2018b). Cujo cariétipo é bastante conservado, com todas as
espécies estudadas exibindo 2n=52 cromossomos e um sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW. Porém ao verificar que Triportheus apesar de possuir ampla
distribuicdo geografica, ainda € pouco estudado citogenéticamente, se evidencia a
necessidade de caracterizacdo de suas espécies para estudos citotaxonémicos e de
verificacdo da biodiversidade (VISSOTO et al, 1999), o que justifica o presente
trabalho. Que teve como objetivo, portanto, caracterizar citogenéticamente uma
populacéo de Triportheus sp., coletada no rio Coxim, Mato Grosso do Sul.

Materiais e Métodos

Os espécimes utilizados no presente trabalho foram coletados no rio Coxim,
municipio de Coxim, Mato Grosso do Sul (18° 40.551’ S — 54° 36.510° WO). Em um
total de 9 fémeas e 2 machos que estdo em processo de identificacdo taxonémica
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morfologica e depdsito no Museu de Historia natural do Capéo da Imbuia, em
Curitiba, Parana. As metafases mitdticas foram obtidas utilizando o protocolo de
Bertollo; Moreira-Filho e Galetti Jr. (1986). Para a localizagdo das Regides
Organizadoras de Nucléolo foi utilizada a técnica descrita por Howell e Black (1980).
J& para a deteccdo da Heterocromatina foi adotado o protocolo proposto por Sumner
(1972) utilizando a coloragdo com iodeto de propidio (LUl et al., 2009). A
hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) ocorreu de acordo com o protocolo proposto
por Pinkel; Straume e Gray (1986) e foi realizada com sondas de DNA ribossémico
18S e 5S, cuja amplificagdo ocorreu por meio de amplificacdo pela reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) com marcacdo através de Biotina 16 DUTP (Roche
applied science) (18S) e Digoxigenina 11 DUTP (Roche applied science) (5S) com
as reacOes adaptadas a cada gene. As laminas submetidas as técnicas
citogenéticas classicas foram analisadas e fotografadas em microscopio de campo
claro Olympus Bx4le as laminas da citogenética molecular foram analisadas e
fotografadas no microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2. Os cariétipos
foram montados com o auxilio do software Adobe Photoshop CC e 0s cromossomos
foram classificados segundo Levan; Fredga, e Sandberg (1964).

Resultados e Discusséo

O numero diploide obtido para Triportheus sp. do rio Coxim foi de 52
cromossomos, com predomindncia de cromossomos —metacéntricos e
submetacéntricos e a presenca de um par de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados, caracterizando o sistema ZZ/ZW. (Figura 01). As
regides organizadoras de nucléolo foram simples e presentes no par cromossémico
5 (Figura 0la). O bandamento C revelou sitios heterocromaticos na regiao
centromeérica e pericentromérica da maioria dos cromossomos, bem como na regido
telomérica do braco curto do cromossomo sexual Z e de um homdlogo do par 8,
além de marcacdes teloméricas nos bragos longos dos pares 2, 6 e 20 e na quase
totalidade do cromossomo sexual W (Figura 01b). A hibridizac&o in situ fluorescente
evidenciou a presenca de DNAr 18S na regido telomérica dos bracos curtos do par 3
e em um homoélogo do par 8, o qual também porta o sitio de DNAr 5S (Figura 01c).

O numero diploide e o sistema sexual ZZ/ZW verificados para Triportheus
sp. do presente estudo, condizem com o observado nas demais espécies do género
(ARTONI et. al. 2001). Além disso, o cromossomo W é subtelocéntrico e bem menor
que o cromossomo Z, metacéntrico que permanece conservado entre as espécies
de Triportheus (BEZERRA, 2007). As regifes organizadoras de nucléolo em
Triportheus comumente ocorrem em cromossomos sexuais, como foi verificado por
Artoni e Bertollo (2002) e Nirchio et al (2007), o que diferiu do observado no
presente estudo. A presenca de heterocromatina constitutiva centromérica ou
pericentromérica em Triportheus sp. do presente estudo corrobora ao demonstrado
por Yano (2014). Bem como, o fato de o cromossomo W ser rico em
heterocromatina é comum e estd presente em todas as espécies do género
(ARTONI et al. 2001). J& o cromossomo Z em geral, exibe sitios heterocromaticos
nas regides terminais de seus bracos, como também ocorreu no presente estudo
(DINIZ et al. 2008). Os sitios autossémicos de DNAr 18S de Triportheus sp. do rio
Coxim nao coincidem com as regides de Ag-NOR, como anteriormente verificado
por Bezerra (2007). Além disso, ndo se observam sitios de DNAr 18S no
cromossomo sexual W, caracteristica que pode representar uma condi¢do ancestral
para Triportheus como indicado por Artoni e Bertollo (2002). J& com relacdo aos
sitios de DNAr 5S, percebe-se que estes se co-localizam em sintenia com uma
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regido de DNAr 18S, como ja fora verificado anteriormente para Triportheus por

Bezerra (2007).
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Figura 01 - Caridtipos de Triportheus sp. do rio Coxim. Em a, colorac@o convencional (Giemsa) com
destaque (a direita) para os cromossomos marcados com Ag-RONs. Em b bandamento C.
Em ¢, FISH de DNAr 5S (vermelho) e 18S (verde). Barra = 10um.

Conclusbes

A populagdo de Triportheus sp. do rio Coxim-MS apresentou tanto
caracteristicas cromossémicas conservadas quanto diferenciais, indicando que se
trate de uma populacao em divergéncia evolutiva ou mesmo uma espécie nova a ser
confirmada por identificacdo molecular com a metodologia do DNA Barcoding e a
andlise de caracteres morfologicos.
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