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Resumo

Grupos de peixes marinhos, sobretudo aqueles habitantes de ambientes pelagicos ou
grandes profundidades, geralmente apresentam grandes lacunas de informacfes
citogenéticas, restringindo seu uso em abordagens evolutivas. Entre esses grupos,
familias pouco diversas como Gempylidae (Scombriformes) com 16 géneros e 26
espécies meso ou bentopelagicas e de relativa importancia na pesca comercial, ainda
nao possui qualquer informacéao citogenética. Da mesma forma, a diversificada familia
Balistidae (Tetraodontiformes), com 42 espécies, apresenta menos da metade das
espécies com caribtipos conhecidos. Visando ampliar o conhecimento dos aspectos
citogenéticos de peixes marinhos, sobretudo habitantes de ambientes insulares do
Atlantico Sul, aqui foram analisadas as espécies Promethichthys prometheus e
Ruvettus pretiosus (Gempylidae) e Canthidermis maculata e C. sufflamen (Balistidae),
provenientes do Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo, regido meso-Atlantica. As
andlises citogenéticas empregaram metodologias convencionais (coloracdo com
Giemsa, coloragdo Ag-RONs e bandamento-C), coloragdo com fluorocromos base-
especificos (CMA3/DAPI) e mapeamento de sequéncias repetitivas DNAr 18S, DNAr
5S, sequéncias microssatélites (CA)1s e (GA)1s, transposon Tol2 e retrotransposon
Rex3, através da hibridacao fluorescente in situ (FISH). Promethichthys prometheus
e R. pretiosus possuem 2n=48 cromossomos, ho entanto, divergem
consideravelmente quanto a férmula cariotipica (NF=84 e NF=50), respectivamente.
Os padrdoes de mapeamento das diferentes classes de DNA repetitivo, sugerem no
entanto pequena divergéncia na microestrutura dos cromossomos. Por outro lado, C.
maculata (2n=44 e NF=56) e C. sufflamen (2n=44 e NF=58), exibem caribtipos
reduzidos, resultado de fusdes in tandem, modelados por variagcbes numérico-
estruturais dos cariétipos, mas seguida de baixa reorganizacdo interna dos
cromossomos. Esses primeiros resultados para a familia Gempylidae, indicam
marcante diversificacdo cromossdmica estrutural nestes habitantes de aguas
profundas, enquanto os padrdes encontrados nas espécies de Balistidae, corroboram
o papel das fusBes na sua evolucdo cariotipica. A ampliacdo dos dados citogenéticos
para estas espécies confirma a notavel diversidade cariotipica e tendéncias
carioevolutivas particulares de alguns grupos de peixes marinhos.

Palavras-chave: Evolucdo cariotipica, DNAr, elementos moveis, DNA repetitivo,
peixes de profundidade.



Abstract

Marine fishes, over all those inhabitating on pelagic environments or large depths, they
usually have large gaps in cytogenetic information, restricting its use in evolutionary
approaches. Among these groups, small families like Gempylidae, with 16 genera and
26 species and relative importance in commercial fishery, didn’t have any
chromosomal data. Likewise, the family Balistidae, with 42 species, presents less than
half of the species with known karyotypes. Aiming to increase the knowledge of the
cytogenetic aspects of marine fish, mainly inhabitants of insular regions of the South
Atlantic, were analyzed the species Promethichthys prometheus and Ruvettus
pretiosus (Gempylidae) and Canthidermis maculata and C. sufflamen (Balistidae),
from the Archipelago of Sdo Pedro and Sao Paulo, Meso-Atlantic region. Cytogenetic
analysis used conventional methodologies (Giemsa staining, Ag-RON staining and C-
banding), staining with base-specific fluorochromes (CMAs/DAPI) and repetitive
sequence mapping of 18S rDNA, 5S rDNA, microsatellite sequences (CA)is and
(GA)15, transposon Tol2 and retrotransposon Rex3, through fluorescent in situ
hybridization (FISH). Promethichthys prometheus and R. pretiosus have 2n=48
chromosomes, however, they differ considerably regarding the karyotype formula
(NF=84 and NF=50, respectively). The chromosome mapping of the different classes
of repetitive DNA, suggest a small microstructural divergence in the chromosomes. On
the other hand, C. maculata (2n=44 and NF=56) and C. sufflamen (2n=44 and NF=58),
exhibit reduced karyotypes, as result of in tandem fusions, followed by a low internal
reorganization of the chromosomes. These first results for the Gempylidae family,
indicate marked structural chromosomal diversification in these deep-water
inhabitants, while the patterns found in the species of Balistidae, corroborate the role
of fusions in their karyotype evolution. The expansion of cytogenetic data for these
species confirms the remarkable karyotype diversity and particular karyoevolutionary
trends of some groups of marine fish.

Keywords: Karyotype evolution, DNAr, mobile elements, repetitive DNA, deep-sea
fishes.
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Aspectos citogenéticos de peixes das familias Gempylidae e Balistidae do ASPSP

1 INTRODUCAO

Ambientes insulares constituem regides com grande potencial para
diversificacao biolégica. Nesse cenario oceanografico, o ASPSP pode ser considerado
um “hotspot” de biodiversidade (Vaske et al., 2005; Macedo-Soares et al., 2012), haja
vista, que entre as ilha oceéanicas brasileiras, € a que apresenta o maior indice de
endemismo (9%) quando comparado as demais ilhas como o Arquipélago de
Fernando de Noronha (5%) e Trindade/Martin Vaz (5,7%) (Rosa et al., 2016).

Resultante de uma falha transformante da Dorsal Meso-Atlantico, o Arquipélago
de Séo Pedro e Sdo Paulo — ASPSP é o menor conjunto de ilhas oceanicas em
territério nacional, sendo o ponto brasileiro mais avancado no Oceano Atlantico Norte
Equatorial. Esta localizado a cerca de 1000 km do litoral do Rio Grande do Norte,
litoral nordeste do Brasil (00°55' N e 29°20" O), e distam respectivamente 630 km e
720 km de distancia, do Arquipélago de Fernando de Noronha e do Atol das Rocas,
regides emersas mais proximas (Campos et al., 2005). E formado por um grupo de
dez pequenas ilhas, com uma area total emersa de 7.500 m2, das quais, as quatro
maiores sdo Belmonte, S&o Paulo, Sdo Pedro e Baréo de Teffé (Campos et al., 2005).

O ASPSP esta localizado entre os hemisférios norte e sul e entre os continentes
africano e americano e exerce grande influéncia no ciclo de vida de diversas espécies
migratorias, assumindo uma grande importancia como local de reproducdo e
alimentacéo (Campos et al., 2005).

As atividades pesqueiras no ASPSP ocorrem desde o final dos anos 50,
especialmente por embarcacdes japonesas, e a partir da década de 70, também por
embarcacdes nacionais voltadas a captura de lagosta e de atuns e afins.
Hodiernamente, o ASPSP se estabeleceu como uma relevante area pesqueira da
Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) brasileira (Hazin et al., 2009). Essas atividades
ocorrem em uma area que que se estende do 50 metros até 10 milhas nauticas de
distancia do arquipélago, através de espinhel, corrico e covos (Vaske et al., 2006).
Entre as espécies de valor comercial regularmente capturadas nesta regido encontra-
se 0 peixe-prego, Ruvettus pretiosus, com uma captura estimada de
aproximadamente 3000 kg/ano (Viana et al., 2015).

O ASPSP forma um cume rochoso submarino que se eleva de uma
profundidade de 4.000 m (Miguens, 2005), com auséncia de praias, vegetacao e agua

potavel. Consiste em uma formacao rochosa submarina que compreende diferentes
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Aspectos citogenéticos de peixes das familias Gempylidae e Balistidae do ASPSP

niveis de zonagcao do mar, que se estende desde a zona epipelagica (da superficie a
200 m de profundidade) até a abissopelagica, que se estende dos 3.500 m a 6.500 m
de coluna de &gua. Desse modo, proporciona condigdes Unicas para estudos

evolutivos do seu principal componente vertebrado, os peixes.

1.1 Zonacao dos ambientes oceanicos

O ambiente oceanico representa o maior ecossistema do planeta, abrangendo
cerca de 90% de toda a agua existente da superficie da Terra. Este ambiente &
formado por toda massa de agua da superficie, bem como pelas regides com
profundidades maiores que 200 m. Essa organizacdo, consiste 0 ambiente marinho,
que é dividido verticalmente em dois grandes dominios, o pelagico e o bentdnico, além
de outras divisdes, conforme as variaveis fisicas e bioldgicas de cada secc¢ao (Colaco
et al., 2017).

Em relagéo a estas divisbes horizontais, classifica-se como Regido Neritica, a
faixa que compreende parte da regido pelagica que se dispde da linha da maré alta
até o final da plataforma continental e inicio do talude continental; e a Regido
Oceanica, que abrange toda a area apos a plataforma continental, abaixo dos 200m
de profundidade, subdividida verticalmente em trés zonas, de acordo com a
profundidade (Figura 1) (Colacgo et al., 2017).

A primeira é a regido Fotica, que abrange toda area oceanica desde a superficie
até os 200 m de profundidade, na qual, a luz consegue penetrar o suficiente para que
a fotossintese aconteca. Essa regido também é conhecida como Zona Epipelagica
(Galand et al., 2010). Em seguida, se situa a regiao Disfdtica, com baixa iluminacao,
gque embora ainda receba alguma luz, esta € insuficiente para que o processo
fotossintético possa ocorrer. Essa zona compreende areas que vao dos 200 aos
1000m de profundidade e é chamada também de zona Mesopelagica (Barange et al.,
2010).

A regido mais profunda, a Regido Afdtica, consiste nas camadas mais
profundas desse ecossistema, onde a luz solar ndo tem efeito direto, que é dividida
nas zonas Batipelagica, que vai de 1000 a 3500 m de profundidade, Abissopelagica
ou Abissal, que pode chegar até 6500 m de profundidade, e na Zona Hadopelagica
ou Hadal, que abrange os demais niveis da coluna d’agua (Barange et al., 2010;
Galand et al., 2010).

15
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PLATAFORMA CONTINENTAL EPIPELAGICA

200 m 200 m

MESOPELAGICA

1000 m 1000 m

2000 m 2000 m

3500 m 3500 m

6500 m 6500 m

HADOPELAGICA

Figura 1. Representacdo das zonas oceéanicas de acordo com a profundidade.

Desde os 200 m de profundidade, onde inicia-se a zona mesopelagica, se
estendendo até aos 1000 m de profundidade, mesmo havendo penetracao de luz, esta
ja ndo é suficiente para a realizacéo de fotossintese, interferindo na produgé&o primaria
da maioria dos ambientes de mar profundo (Ramirez-Llodra et al., 2011). Na falta do
fitoplancton, a oferta de alimento € limitada aos detritos ou a predacgéo, o que explica
a atividade migratoria entre os individuos da zona mesopelagica para a epipelagica
(Colaco et al., 2017).

Apesar de boa parte dos organismos existentes na zona mesopelagica nao
diferir da anterior, existem importantes alteracbes adaptativas, tanto morfolégicas
guanto fisiolégicas, como a presenca de 6rgdos luminosos, coloracdo negra ou
prateada, resultado de uma eficiente camuflagem na zona disfética. Além disso, a
maior parte dos peixes possuem olhos tubulares, bem como a boca direcionada para
cima (Colago et al., 2017).

Nos ambientes insulares, além dos aspectos fisicos e evolutivos, o isolamento
geografico os tornam importantes modelos para a pesquisa bioldgica, incluindo
abordagens evolutivas, biogeogréficas, ecoldgicas e conservacao (Viana et al., 2012;
Luz e Coimbra, 2014).
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1.2 Aspectos biolégicos da familia Gempylidae

Varios grupos de peixes apresentam notavel diversificacdo e especializacfes
aos ambientes pelagicos ou profundos (Nelson et al., 2016). As espécies da ordem
Scombriformes em grande parte habitam aguas pelagicas e/ou de profundidade. Esse
grupo compreende as subordens Scombroidei e Stromateoidei, com 16 familias, 57
géneros e pelos menos 284 espécies (Nelson et al., 2016; Eschmeyer e Fong, 2020).

Scombroidei €& constituida pelas familias Gempylidae, Trichiuridae e
Scombridae, que juntas corresponde a 41 géneros e pelo menos 125 espécies. Em
geral, partiilham mandibula superior ndo protusivo (pré-maxila fixa) e dentes
anquilosados. Inclui espécies que estdo entre os mais rapidos nadadores do mundo,
como o importante grupo dos atuns (Nelson et al., 2016). A familia Gempylidae se
apresenta como um dos ramos menos conhecidos neste grupo, formada por 16
géneros e 27 espécies de peixes mesopelagicos e bento-pelagicos (Nelson et al.,
2016; Eschmeyer e Fong, 2020). E predominantemente formada por predadores
grandes e rapidos, em geral atingindo mais de 1 m de comprimento, habitando todos
0s oceanos, em profundidades que variam de 200 a 500 m (Nakamura e Parin, 1993).

Morfologicamente, os gempylideos possuem um corpo alongado e comprimido;
maxilar inferior saliente; dentes muito longos; maxila exposta; pequenas nadadeiras
nao retrateis sem raios isoladas, geralmente encontrados por trds das nadadeiras
dorsais e anais; nadadeira anal com um a trés espinhos e 8-35 raios moles; nadadeira
caudal presente; nadadeira peitoral em posicao inferior no corpo; nadadeira pélvica
com um espinho e cinco raios moles ou reduzido a um uUnico espinho; vértebras
variando de 32-58 (Nelson et al., 2016).

Algumas espécies tém larga ocorréncia no Atlantico, como o peixe-prego,
Ruvettus pretiosus (Cocco, 1829), espécie bentopelagica oceanica que ocorre em
aguas tropicais, subtropicais e temperadas de todos os oceanos, incluindo o mar
Mediterraneo. Encontrada em profundidades de 100 a 1.500 m (Nakamura e Parin,
1993), atinge até trés metros de comprimento, e alto valor comercial, devido ao
emprego na alimentacao (Viana et al., 2012).

Outra espécie da familia presente no ASPSP, Promethichthys prometheus
(Cuvier, 1832), possui distribuicdo em aguas temperadas tropicais e mornas, em

profundidades que podem variar de 100 e 800 m de profundidade (Schneider, 1990;
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Lorenzo e Pajuelo, 1999). Durante o dia se mantém em aguas profundas, migrando a
noite para aguas mais rasas em busca de alimento, principalmente constituido por
crustaceos, cefalopodes e teledsteos plancténicos (Nakamura e Parin, 1993).

Além de Ruvettus pretiosus e Promethichthys prometheus, as aguas profundas
no entorno do ASPSP, ainda abrigam apenas mais uma espécie de Gempylidae, a
espécie monotipica, Gempylus serpens (Cuvier, 1829), que se distribui até 600 m de
profundidade (Oliveira et al., 1997; Feitoza et al., 2003; Vaske Jr. et al., 2006, 2008).

1.3 Aspectos sisteméticos e diversidade da familia Balistidae

Contrastando com grupos menos diversificados, a ordem Tetraodontiformes,
cujos representantes sdo conhecidos como baiacus, peixes-porcos, peixes-cofres ou
cangulos, apresentam caracteristicas citogenéticas e morfolégicas muito
diversificadas (Sa-Gabriel e Molina, 2005; Martinez et al., 2010; Nelson et al., 2016).
Esta ordem é composta por 106 géneros e 439 espécies, distribuidas em dez familias
(Triacanthodidae, Triacanthidae, Balistidae, @ Monacanthidae, Ostraciidae,
Triodontidae, Tetraodontidae, Diodontidae, Molidae e Aracanidae), distribuidas
circuntropicalmente em ambientes continentais tropicais e temperados e em vastas
regides marinhas (Nelson et al., 2016; Eschmeyer e Fong, 2020).

A biologia evolutiva de Tetraodontiformes é diversificada, como quanto ao
tamanho corporal, com espécies com poucas gramas, como o0 baiacu,
Carinotetraodon travancoricus, até o peixe-lua, Mola mola, maior peixe 6sseo
conhecido, que pode atingir 2000 kg (Matsuura, 2014; Nelson et al., 2016).

A maior parte das familias de Tetraodontiformes apresenta menos de 25
espécies. Trés familias apenas possuem numeros mais elevados de espécies, que
sdo Tetraodontidae (192 espécies), Monacanthidae (111 espécies) e Balistidae (42
espécies) (Eschmeyer e Fong, 2020).

Conhecidos como cangulos, ou peixes-porcos, o0s integrantes da familia
Balistidae ocupam ambientes marinhos dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico. A
familia é composta por 12 géneros e pelo menos 42 espécies (Nelson et al., 2016;
Eschmeyer e Fong, 2020). Em geral, suas espécies possuem cores vivas, habitam
areas recifais e possuem habitos diurnos. Sua principal caracteristica morfoldgica € a
presenca de trés espinhos dorsais, no qual o primeiro é mais desenvolvido que os
demais (Chen et al., 2001).
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Entre os representantes da familia Balistidae que habitam &aguas mais
profundas, estdo incluidos os representantes do género Canthidermis, formado por
apenas trés espécies, Canthidermis maculata (Bloch, 1786), Canthidermis sufflamen
(Mitchill, 1815) e Canthidermis macrolepis (Boulenger, 1888) (Clark et al., 2015).
Essas espécies sdo morfologicamente semelhantes, podendo ser confundidas em
fases ontogenéticas precoces, mas apresentam distribuicées geogréficas variadas.
Assim, C. maculata apresenta uma distribuicdo circuntropical, embora néo relatada
para o Mar Mediterraneo; C. sufflamen, habita &reas do Atlantico e Caribe, enquanto
C. macrolepis se distribui pelo Mar Vermelho, Golfo de Oma e Oceano indico ocidental
(Clark et al., 2015).

Em vérias regibes oceéanicas, como na costa da Venezuela, em fungdo da
abundancia e fonte proteica de baixo custo, as espécies de Balistidae sdo importantes
alvos da pesca comercial e de subsisténcia (Alarcén et al. 2017). Apesar do aumento
do consumo, os cangulos sdo regularmente descartados como pesca acessoria
(Matos-Caraballo et al., 2007; Gastauer et al., 2017). O emprego na alimentagéo e
mercado de peixes ornamentais (Ray e Mohapatra, 2020), justifica a ampliagcdo de
informacBes sobre a taxonomia, distribuicdo e caracteristicas bioldgicas dessas

espécies, com vistas a estratégias para conservacao da biodiversidade.

1.4 A citogenética como ferramenta para estudos evolutivos

A citogenética se relaciona ao estudo dos cromossomos, tanto em seus
aspectos morfologicos e funcionais, quanto sua variagdo e evolucdo (Molina e
Jacobina, 2013). Essa abordagem é eficiente na caracterizacdo de grupos naturais,
utilizando dados cariotipicos para identificacdo de espécies (citotaxonomia) (Dias e
Giuliano-Caetano, 2002) e na elaboracdo de padrGes de relacionamento e ou
filogenias (citossistematica) (Molina e Jacobina, 2013).

A extensao do uso da técnica de hibridizac&o in situ com fluorescéncia (FISH)
tem indicado as sequéncias de DNAs repetidos como uma importante ferramenta para
estudos evolutivos em peixes (Costa et al., 2013). Marcadores de DNASs repetitivos,
vém sendo utilizados também de forma aplicada na aquicultura, visando o
melhoramento genético de caracteristicas como aumento do crescimento, resisténcia
a doencas, variabilidade genética das populacdes entre outras (Beardmore et al.,
2001; Jankun et al., 2007; Ferreira e Martins, 2008; Oleksiak, 2010).
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Esses tipos de analises tém gradualmente constituido importante ferramenta
complementar na elucidacdo do status taxondmico de peixes marinhos, auxiliando na
distincdo de espécies cripticas, assim como em inferéncias filogenéticas, reavaliando
espécies anteriormente descritas (Byrkjedal et al., 2006; Lara et al., 2010; Baldwin et
al., 2011; Trivedi et al., 2015; Uiblein e Gouws, 2015).

Os dados citogenéticos para espécies de peixes tém se ampliado
significativamente. Até 1996, menos de 2% das espécies de peixes marinhos haviam
sido descritas (Brum, 1996), passados alguns anos esse conhecimento passou a
abranger 12,2% das espécies de peixes (Arai, 2011), o que no entanto ainda € um
percentual muito pequeno frente a diversidade biolégica do grupo. O mais recente
levantamento citogenético em peixes listou informac¢des cromossémicas disponiveis
para 3.425 espécies e subespécies (Arai, 2011). Desde entdo, o numero de dados
citogenéticos para o grupo tem sofrido consideravel incremento. Nesse contexto, a
citogenética tem auxiliado a taxonomia, haja visto a utilizacao exclusiva de caracteres
morfoldgicos € mais vulneravel as variacdes geogréficas ou ambientais (Bertollo et al.,
1978), e adicionalmente tem proporcionado subsidios para a melhor compreensao das
relacdes evolutivas entre populacdes e espécies (Molina e Jacobina, 2013).

Do conjunto de dados citogenéticos disponivel decorrem exemplos de grande
conservadorismo cariotipico em alguns grupos no ambiente marinho (Molina, 2007;
Motta-Neto et al., 2019). Por outro lado, outros grupos apresentam notaveis variacoes
cariotipicas e numéricas, que incluem mudanc¢as no nimero de cromossomos, que
atinge 2n=264 no esturjdo chinés, Acipenser sinensis (Zhou et al., 2008), 2n=48,
compartilhado por muitas espécies das familias de Perciformes (Motta-Neto et al.,
2011), até valores diploides reduzidos, como 2n=12, em Gonostoma bathyphylum
(Post, 1974).

Hé cerca de duas décadas, iniciaram-se as primeiras analises citogenéticas em
espécies com ocorréncia em ambientes insulares do Atlantico (Molina e Galetti, 2004;
Molina, 2007), entre os quais o0 ASPSP. Apesar dos desafios de natureza logistica, o
conhecimento sobre o0s aspectos citogenéticos dos peixes recifais e pelagicos do
ASPSP tém aumentado significativamente (e.g. Lima-Filho et al., 2011; Soares et al.,
2013; Amorim et al., 2016), envolvendo informacdes de mais de 25 espécies (Tabela
1) (Molina et al., 2018).
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Tabela 1. Dados citogenéticos de espécies de peixes do Arquipélago de Séo Pedro e
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Séo Paulo.
Espécies 2n Cariotipo NF Referéncias
Bodianus insularis 48 4m+12sm+14st+18a 78 Molina et al., 2012b
Caranx lugubris 48 6sm + 42a 54 Jacobina et al., 2014
Coryphaena equiselis 48 2m+6sm+40a 56 Soares et al., 2014
Coryphaena equiselis 47 3m+6sm+38a 56 Soares et al., 2014
Coryphaena hippurus 48 2m+4sm+42a 54 Soares et al., 2014
Coryphaena hippurus 47 3m+4sm+40a 54 Soares et al., 2017
Chromis multilineata 48 48a 48 Cunhaet al., 2014
Halichoeres radiatus 48 48a 48 Amorim et al., 2017
Ophioblennius trinitatis 46 6m+12st+28a 64 Galvao et al., 2011
Acanthocybium solandri 48 2st+ 46a 50 Soares et al., 2013
Thunnus albacares 48 2m+2st+44a 52 Soares et al., 2013
Thunnus obesus 48 2m+2st+44a 52 Soares et al., 2013
Melichthys niger 40 40a 40 Lima et al., 2011
Cantherhines macrocerus 40 40a 40 Lima et al., 2011
Myripristis jacobus 48 48a 48 Bacurau e Molina, 2004
Gymnothorax miliaris 84 14m+18sm+10st 84 Vasconcelos e Molina, 2009
Enchelycore nigricans 68 6m+8sm+12st+16a 68 Vasconcelos e Molina, 2009
Muraena pavonina 52 6m+4sm+32a 52 Vasconcelos e Molina, 2009
Abudefduf saxatilis 52 2m+2sm+44a 52 Molina, 2007
Stegastes sanctipauli 48 22m+22sm+4a 92 Molina e Galetti, 2004
Chaetodon striatus 48 48a 48 Dados néo publicados
Elagatis bipinnulata 48 2st+46a 50 Soares et al., 2017
Seriola rivoliana 48 2sm+2st+44a 52 Soares et al., 2017
Holocentrus adscensionis 50 2m+6sm+16st+26a 74 Bacurau e Molina, 2004

Apesar do aporte de novas informacgdes, ainda existem grandes lacunas do

conhecimento citogenético sobre espécies pelagicas e de profundidade em ambientes

insulares do Atlantico, incluindo a remota regido do ASPSP, dentre os quais se

incluem as espécies da familia Gempylidae e Balistidae (Molina et al., 2018). Dessa

forma, caracterizagcdes citogendmicas integradas de grupos que ocupam regides

oceanicas de pouco acesso contribuem para o entendimento do papel das mudancas

cromossOmicas na evolucéo da ictiofauna do ASPSP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar aspectos da evolucdo cromossémica das familias Gempylidae e

Balistidae, grupos de peixes pelagicos e de profundidade de ocorréncia no

Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo, contribuindo para o entendimento dos seus

padrdes de divergéncia citogendmica.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar citogeneticamente as espécies Ruvettus pretiosus e
Promethichthys prometheus (Gempylidae) por meio da citogenética
convencional e molecular com o emprego da FISH, evidenciando a evolucéo
de sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos das espécies

mencionadas.

Analisar a evolucdo de sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos das
espécies Canthidermis maculata e C. sufflamen (Balistidae), presentes no
Arquipélago de Sédo Pedro e Séo Paulo, utilizando técnicas de citogenéticas
classicas e hibridizacéo in situ com fluorescéncia, empregando como sondas
quatro classes de DNA repetitivo, os DNAs ribossomais 18S e 5S, elementos

transponivel Tol2 e retrotransponivel Rex3, bem como sequéncias teloméricas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram analisados exemplares da familia Gempylidae, sendo 10 espécimes de
Ruvettus pretiosus (Cocco,1833) e 5 espécimes de Promethichthys prometheus
(Cuvier, 1832) (Figura 2). Adicionalmente foram analizadas espécies da familia
Balistidae, consistindo de 13 espécimes de Canthidermis maculata (Bloch,1786) e oito
de Canthidermis sufflamen (Mitchill, 1815) (Figura 3), todos coletados no Arquipelago
de Sao Pedro e Sao Paulo (00°55'15” N, 029°20’60” O), localizado a 1100 km da costa
nordeste do Brasil. Os protocolos de campo e manuseio no laboratério utilizados neste
estudo, incluindo a amostragem de espécimes, foram aprovados pelo Comité de Etica

no uso de animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Proc. # 44-15).

Ruvettus pretiosus

Promethichthys prometheus

Figura 2. Espécies da familia Gempylidae utilizadas nas analises citogenéticas. Barra
=10 cm.
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Canthidermis maculata

Canthidermis sufflamen

Figura 3. Espécies da familia Balistidae utilizadas nas analises citogenéticas. Barra =
4 cm.

3.2 Métodos

3.2.1 Técnica de preparacdo de cromossomos mitoticos

Para obtencdo de cromossomos mitéticos foram utilizados dois protocolos
citogenéticos, dependendo do tamanho e condicbes dos exemplares. Para
exemplares de menor tamanho fragmentos do tecido renal anterior foram removidos
e adicionados em meio de cultura RPMI 1640 de acordo com a técnica in vitro ( Gold
et al., 1990). Sucintamente, foram os fragmentos de tecido renal foram dissociados
em 9 ml de meio de cultura RPMI 1640, através de aspira¢cdes com seringas de vidro
de 10 ml, até se obter um mistura homogénea, e em seguida foram adicionados 125pl
de colchicina 0,025%, deixando agir por 30 minutos em temperatura ambiente.
Transcorrido o tempo, o material foi centrifugado por 10 minutos a 800rpm.
Posteriormente, foi descartado o sobrenadante, e adicionado 10ml da solugéo
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hipoténica de KCl a 0,075M em temperatura ambiente, homogeneizada e a suspencao
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido o periodo de incubacéao,
a suspensao celular foi pré-fixada com 0,5ml de fixador (Metanol e Acido acético (3:1))
recém-preparado e gelado. Ap6s homogeneizagéo a suspenséo foi centrifugada por
10 minutos. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e acrescido 6ml de
fixador previamente preparado, o material foi ressuspendido e centrifugado por 10
minutos, processo de fixacdo do material foi repetido por mais 2 vezes, em seguida
foi retirada uma aliquota da suspensao celular e estocada a -20°C em microtubo do
tipo Eppendorf de 2ml.

A segunda metodologia de obtencdo de material mitético foi utilizada para
exemplares de grande porte através de cultivo de linfécitos (Moorhead et al., 1960).
Para tanto, forram coletados 2 ml de sangue total por puncao cardiaca, com uma
seringa estéril heparinizada, dos quais 0,5ml de sangue total foi adicionado em frascos
estéreis de 5ml com meio de cultura RPMI 1640 com soro fetal bovino e
fitohemaglutinina. A cultura foi mantida a 27°C por 72 horas. Passado este tempo,
foram adicionadas 75ul de colchicina 0,025%, deixando agir por 30 minutos,
posteriormente foi centrifugada por 10 minutos a 800rpm. Decorrido o periodo, foi
descartado o sobrenadante, e adicionado 8ml de KCl a 0,075 M e reservado por 30
minutos em temperatura ambiente. Apés o tempo, foi realizado a fixacdo do material
e 0 armazenamento como descrito no método anterior.

As preparacdes de cromossomos mitéticos, a partir de suspensdes celulares,
foram realizadas em condi¢cdes de campo, nas dependéncias do Laboratério da
Estacdo Cientifica do Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, préximo as areas de
captura, enquanto as analises citogenéticas foram realizadas nas instalacdes fisicas
do Laboratdrio de Genética de Recursos Marinhos (LGRM), no Centro de Biociéncias,
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

3.2.2 Preparacéao das laminas

Para andlises da morfologia cromossdémica e valor diploide das espécies, um
volume de 75 pl a 100 pl da suspenséo celular foi gotejado em lamina recoberta com
uma fina pelicula de agua destilada aquecida a 60°C e posta para secar ao ar em

temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi corado em uma solugcéo de
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Giemsa diluida em tampéo fosfato pH 6,8, perfazendo uma concentracdo de 5%,

durante 8 minutos, sendo posteriormente lavado com agua destilada e seco ao ar.

3.2.3 Anélises cromossdmicas

As preparacdes cromossOmicas foram analisadas em microscopio Optico
Olympus™ BX41 e fotografadas sob aumento de 1000X através de sistema digital de
captura Olympus DP70, utilizando o software DPController 1.2.1.108 (Olympus Optical
Co. Ltd.). Foram analisadas cerca de 30 metafases, na qual, as melhores foram
selecionadas para montagem do cariétipo com base na nomenclatura indicada por
Levan et al. (1964), que levava em consideracdo a posicdo dos centrébmeros,
definindo-os em metacéntricos (m), com a razéo entre os bracos cromossdémicos (RB)
variando de 1,00 a 1,70; submetacéntricos (sm), RB=1,71-3,00; subtelocéntricos (st),
RN=3,01-7,00; e acrocéntricos (a), RB>7,01.

3.2.4 Deteccdao das regides organizadoras de nucléolos (RONSs)

A deteccédo das regides organizadoras de nucléolos (RONSs) foi realizada pela
técnica de impregnacao por nitrato de prata (AgNOs), de acordo com Howell e Black
(1980). Previamente foi preparada uma solucao gelatinosa contendo 1g de gelatina
incolor dissolvida em 50ml de dgua destilada e 0,5ml de acido férmico. Posteriormente
foi depositada sobre uma lamina com suspensao celular 150pul de solucdo de gelatina,
75ul de dgua destilada e 175pul de solu¢do aquosa de AgNO3 a 50%, misturando bem
e recobrindo com uma laminula. A lamina foi incubada em estufa a 60°C, até que
assumisse uma tonalidade ambar, aproximadamente 8 minutos, sendo em seguida
lavada em &gua deionizada e seca ao ar. A preparagbes foram analisadas em

microscoépio sob aumento de 1000x, e as melhores metafases fotografadas.

3.2.5 Detecgao de heterocromatina constitutiva

As regides heterocromaticas foram identificadas através de bandamento C, de
acordo com Sumner (1972). Laminas com preparagdes cromossdmicas foram
mantidas em estufa a 37°C por pelo menos 3 dias. Passado esse periodo, as laminas
foram imersas em HCI 0,2N a temperatura ambiente durante 15 minutos, lavadas em
agua destilada e secas. Em seguida foram mergulhadas em solu¢do saturada de
hidréxido de bario [Ba(OH)2.8H20] 5%, a 42°C, por aproximadamente 1 minuto e 20
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segundos, mergulhada rapidamente em solucéo de HCI 0,2N para interromper a acéo
do hidréxido de bario, lavadas em agua destilada e secas. Apos as laminas serem
secas, foram entdo incubadas em solucao salina 2xSSC a 60°C, durante 30 minutos,
lavadas em &gua destilada e secas ao ar. Por fim, foram coradas em solucdo de

Giemsa 5% diluida em tampao fosfato (pH=6,8), durante 4 minutos.

3.2.6 Coloracgéao com fluorocromos base-especificos

A coloracdo com fluorocromos base-especificos foi utilizada para detectar
caracteristicas da composicdo das regides cromossémicas. A coloracdo com
Cromomicina (CMA3) foi empregada para evidenciar regioes ricas em bases GC e
4'6- diamidino-2-fenilindol (DAPI), as regides ricas em bases AT, de acordo com
Schweizer (1976). Para a deteccao das regides GC ricas, as laminas com suspenséo
celular foram coradas com 30ul de CMAs (0,5 mg/ml), cobertas com laminulas e
depositadas em camara umida, no escuro, sendo lavadas com agua destilada apos 2
horas. As regides AT ricas, foram identificadas utilizando 30ul de DAPI (2ul/ml),
coberta por laminula e colocada em camara Umida, no escuro, por 30 minutos.
Posteriormente as laminas foram lavadas com &gua destilada e montadas com
tampédo Mcllvaine (pH=7,0) com glicerol (1:1), coberto com laminula e selado com
esmalte incolor. As laminas foram portanto guardadas em camara escura em
temperatura ambiente e analisadas ap6s 3 dias com fotomicroscopio de
epifluorescéncia (Olympus™ BX51) com filtros apropriados, em aumento de 1000x.
As preparacOes foram capturadas pelo sistema digital Olympus DP73 com uso do

software cellSens (Olympus Optical Co. Ltda.).

3.2.7 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

3.2.7.1 Obtencéao de sondas para hibridiza¢éo

As sondas de DNAr 5S (200pb) e 18S (1400pb) utilizadas nas analises em
Gempylidae e Balistidae, foram obtidas por PCR a partir do DNA gendmico de
Rachycentron canadum. As sondas de Tol2 e Rex3 foram obtidas a partir do DNA
nuclear de P. prometheus e C. maculata representantes das familias Gempylidae e
Balistidae, respectivamente. As sondas e 0s respectivos primers utilizados nos

procedimentos de hibridizac&o estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Sondas e primers utilizados nas analises por hibridizagdo in situ nas
espécies das familias Gempylidae e Balistidae.

Sondas Primers Referéncias

A5 —-TAC GCC CGATCT CGT CCG ATC -3

DNArSS B 5'— CAG GCT GGT ATG GCC GTAAGC -3  Hendasetal. (1994)

NS15 GTAGTC ATATGC TTGTCT C-3

DNAr 18S NS8 5 TCC GCA GGT TCA CCTACG GA—3  White etal.(1990)

4F 5 - ATAGCT GAA GCT GCT CTG ATC -3 Kawakami e Shima

Tol2 4R5 -CTCAATATGCTTCCTTAGG -3 (1999)

F 5 -CGG TGA TAAAGG GCAGCCGTC -3 Volff et al. (1999)

Rex3 R 5'- TGG CAG ACN GTG GTG GTG -3’ Volff et al. (2000)

3.2.7.2 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A hibridizacg&o in situ por fluorescéncia (FISH) seguiu o protocolo de Pinkel et
al. (1986). As laminas contendo as preparacdes cromossdmicas foram lavadas com
tampdo PBS 1x por 5 minutos em temperatura ambiente, sob agitacdo e,
posteriormente, desidratadas em série alcodlica, com etanol a 70%, 85% e 100%. Em
seguida, adicionado RNAse (0,4%/2XSSC) por 1h em camara umida a 37°C. Em
seguida, foram tratadas com solucdes salinas e pepsina (0,005% em 10mM HCI) a
37°C por 10 minutos e fixadas com formaldeido a 1% por 10 minutos. ApGs este
periodo o material foi redesidratado em série alcodlica (70%/85%/100%) por 5 minutos
em cada banho.

As laminas preparadas com cromossomos metafasicos foram incubadas em
70% formamida/2xSSC a 72°C, durante 5 minutos, para a desnaturacao
cromossOmica, seguidas de um novo processo de desidratacdo. A solugdo de
hibridizacao (50% de formamida, 2xSSC e 10% de sulfato de dextrano) e a sonda
desnaturada (5pl), com volume final de 60ul, foram depositados em laminas e a
hibridizacdo realizada durante 16 horas a 37°C em camara Umida. Lavagens pos-
hibridizacao foram realizadas com formamida 15%/0,2x SSC a 42°C, por 10 minutos,
seguido por trés lavagens em 0,1xSSC a 60°C por 5 minutos e em Tween 20
(0,05%/2xSSC) por 5 minutos, sob agitacdo em temperatura ambiente. Foi realizada

a incubacéo em 100ml de NFDM 5% (leite em po desnatado)/4XSSC, por 15 minutos
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Aspectos citogenéticos de peixes das familias Gempylidae e Balistidae do ASPSP

a temperatura ambiente, em seguida foram realizadas duas lavagens de 5 minutos
em Tween 20.

Os sinais de hibridizacao das sondas DNAr 18S, Rex3 e Tol2 foram detectados
utilizando anti-digoxigenina conjugada com rodamina; e para DNAr 5S, utilizando
streptavidina conjugada com FITC (Vector, Burlingame, CA, USA). Os
oligonucleotideos enriquecidos com sequéncias microssatélites d(CA)is e d(GA)z1s,
foram utilizados como sondas segundo Kubat et al. (2008), as sequéncias foram
marcadas diretamente com Alexa-Fluor 555, na extremidade 5', durante a sintese
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SP, Brasil). Os cromossomos foram
contracorados com Vectashield/DAPI (1,5ug/ml) (Vector, Burlingame, CA, USA), e
posteriormente, visualizados no microscopio.

A hibridacdo com sondas teloméricas (TTAGGG)n foi realizada usando o kit
Telomere PNA FISH (DakoCytomation, Glostrup, Denmark), de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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CAPITULO 1

Caracterizacao citogenética de duas espécies da familia Gempylidae (Ruvettus
pretiosus e Promethichthys prometheus) do Arquipélago de Sdo Pedro e Séo

Paulo, regido meso-Atlantica

RESUMO

A determinacdo de padrées cromossdmicos é uma condi¢cdo valiosa em pesquisas
gendmicas comparativas e tém se mostrado eficiente no entendimento da evolucéo e
organizacdo gendmica em peixes marinhos. A ampliacdo de dados citogenéticos em
espécies do Arquipélago de S&do Pedro e S&o Paulo (ASPSP) tem crescido,
abrangendo vérios grupos taxondmicos e abordagens, incluindo a caracterizacao,
variacao populacional e analises de macrotendéncias evolutivas do cariétipo. Mesmo
com o incremento de informagBes citogenéticas, alguns grupos, como a familia
Gempylidae ainda estdo negligenciados. Assim, aqui foram realizadas anélises
citogenémicas nas espécies Ruvettus pretiosus e Promethichthys prometheus,
provenientes desta remota regido oceanica. As analises citogenéticas convencionais,
através da coloracdo com Giemsa, técnica de Ag-RONs e bandamento-C, foram
acrescidas com coloragdo com fluorocromos base-especificos (CMA3/DAPI), bem
com técnicas citogendmicas através do mapeamento de sequéncias repetitivas DNAr
18S, DNAr 5S, sequéncias microssatélites (CA)is e (GA)is, transposon Tol2 e
retrotransposon Rex3, através da hibridacdo fluorescente in situ (FISH). Ruvettus
pretiosus e Promethichthys prometheus tém 2n=48 cromossomos, no entanto, se
diferenciam consideravelmente quanto a formula cariotipica (NF=50 e NF=84). Em
ambas as espécies, sitios DNAr 18S/Ag-RONs estédo localizados em mesma posicéo
em um par de cromossomos, aparentemente homeologo. Os elementos Tol2 e Rex3
se mostraram dispersos ao longo dos cromossomos, enquanto as repeticoes (GA)1s
e (CA)1s se localizam nas regibes centromeéricas e terminais dos cromossomos. Os
resultados sao indicativos de marcante diversificagdo macroestrutural dos cariotipos,
mediada por eventos de inversdes pericéntricas. Dados adicionais de outras espécies
contribuirdo para uma melhor compreensdo dos padrdes evolutivos cromossémicos
do grupo.

Palavras-chave: Evolucdo cariotipica, DNAr, DNA repetitivo, retrotransposon,
transposon.
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ABSTRACT

Chromosomal patterns is a valuable condition in comparative genomic research and
useful to comprehension of the evolution and genomic organization in marine fish. The
expansion of cytogenetic data in species from the S&o Pedro and S&o Paulo
Archipelago (SPSPA) encompassing varied taxonomic groups and approaches,
including karyotype characterization, populational variation and macro analyses of the
evolutionary trends of the karyotype. Despite the increase in cytogenetic information,
some groups, like the Gempylidae family are still neglected. Thus, here were
performed cytogenomic analyses in Ruvettus pretiosus and Promethichthys
prometheus, from this remote oceanic region. Conventional cytogenetic analyzes,
through Giemsa staining, Ag-NOR technique and C-banding, staining with base-
specific fluorochromes (CMA3/DAPI), associated with mapping of repetitive sequences
18S rDNA, 5S rDNA, microsatellite sequences (CA)is and (GA)1s, mobile elements
Tol2 and Rex3, through fluorescent in situ hybridization (FISH). Ruvettus pretiosus and
P. prometheus have 2n = 48 chromosomes, however, they differ considerably
regarding the karyotype formula (NF = 50 and NF = 84). In both species, 18S rDNA/Ag-
NOR sites were located in the same position on a pair of chromosomes, apparently a
homeologs. The elements Tol2 and Rex3 shown dispersed along the chromosomes,
while the repetitions (GA)1s and (CA)is occurred in the centromeric and terminal
regions of the chromosomes. These results are indicative of marked macro-structural
cytogenetic diversification, mediated by events of pericentric inversions. Additional
data from other species will contribute to a better understanding of the chromosomal
evolutionary patterns of the group.

Keywords: rDNA, repetitive DNA, retrotransposon, transposons.

INTRODUGCAO

A familia Gempylidae é constituida por predadores meso- e bento-pelagicos,
em geral de grande porte (> 1 m), com distribuicdo circunglobal, habitando
normalmente profundidades entre 200 a 500 m (Nakamura e Parin, 1993).

Esta pequena familia esta incluida na ordem Scombriformes, compreendendo
16 géneros e 27 espécies (Eschmeyer e Fong, 2020). Um namero reduzido de
espécies de Gempylidae (n=3) ocorre no Arquipélago de S&o Pedro e S&do Paulo
(ASPSP), um ponto geograficamente remoto na regido meso-Atlantica.

Aspectos citogenéticos de espécies de peixes do ASPSP abrangem uma
consideravel parcela de sua diversidade ictica, localizada em profundidades de até 50
m, mas pouco representativa para espécies de regides profundas, que nesta regido

oceanica podem atingir até 4.000 m (Miguens, 2005). As tendéncias da evolucao
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cariotipica em espécies de zonas profundas do ASPSP, incluindo variacées macro e
microestruturais dos cromossomos, podem prover informacdes sobre a diversificacao
nestes ambientes particulares.

Nos eucariotos, cerca de 20 a 90% do genoma € composto por sequéncias
repetitivas (Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2011; Mehrotra e Goyal, 2014). DNAs
repetitivos contribuem no tamanho, composicao e evolu¢do dos genomas (Deng et al.,
2019) e sua elevada dinamica (Mehrotra e Goyal, 2014; Garrido-Ramos, 2015)
permite comparacfes dentro e entre linhagens. Um numero consideravel de
sequéncias repetitivas é formado por familias multigénicas, sequéncias n&o
transcricionais, dispersas ou nao, formadas por transposons e retrotransposons e in
tandem, composta por satélites, minissatélites e microssatélites (Biscotti et al., 2015).
Neste sentido, a caracterizagdo da organizacdo do DNA repetitivo nos cromossomos
dos peixes auxilia na compreensao da evolucdo gendémica (Ferreira et al., 2010), em
abordagens biogeogréficas e populacionais (Cioffi et al., 2009; Vicari et al., 2010),
processos de especiacao e caracterizacao de diversidade criptica (Cioffi et al., 2018)
e em inferéncias filogenéticas (Teixeira et al., 2009).

Diante de contemplar tendéncias carioevolutivas em espécies da familia
Gempylidae, com amplos contextos biogeogréaficos, que podem atingir distribuicdes
circunglobais, e das especificidades ambientais dos ambientes profundos que habitam
foram realizadas analises citogenéticas nas espécies Ruvettus pretiosus e
Promethichthys prometheus, através de métodos citogenéticos convencionais
(coloracdo de Giemsa, bandamento C e deteccdo Ag-RONS), coloracdo com
fluorocromos base-especificos (CMA3/DAPI) e hibridizacdo in situ com fluorescéncia
(FISH), utilizando sondas de DNAr 18S e 5S, repeticbes microssatélites (CA)is e
(GA)1s5, e elementos transponiveis Tol2 e Rex3.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 10 individuos de Ruvettus pretiosus (Cocco, 1833) e 5
individuos de Promethichthys prometheus (Cuvier, 1832), provenientes do
Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo (00°55°15” N, 029°20°’60” O) (Figura 4).

A obtencdo de cromossomos mitGticos ocorreu através da cultura in vitro de

curto termo de fragmentos do tecido renal anterior (Gold et al., 1990) e pelo cultivo de
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linfécitos (Moorhead et al.,, 1960), em meio de cultura RPMI 1640, com soro fetal
bovino e fitohemaglutinina.

As suspensoes celulares foram gotejadas sobre a lamina recoberta com uma
pelicula de filme de agua aquecida a 60°C, apés secas, a lamina foi corada com uma
solucéo de Giemsa diluida em tampao fosfato pH 6,8, perfazendo uma concentracéo
de 5%. Posteriormente, foi analisada em microscopio, fotografada as melhores
metéfases para elaboracdo do cariétipo. As regides organizadoras de nucléolo foram
identificadas através da impregnacéo por prata (Howell e Black, 1980). A deteccao de
regides heterocrométicas foi realizada através do bandamento C (Sumner, 1972).
Regides cromossdmicas ricas em bases GC e AT, foram determinadas através da
colorag&o com os fluorocromos base-especificos Cromomicina (CMA3) e 4'-6-diamino-
2-fenilindol (DAPI) (Schweizer, 1976).

HibridizacGes fluorescentes in situ (FISH) foram realizadas de acordo com
Pinkel et al. (1986), utilizando sondas de DNAr 18S, DNAr 5S, do transposon Tol2 e
retrotransposon Rex3. As sondas de DNAr 5S (200pb) e DNAr 18S (1400pb) foram
obtidas a partir do DNA gendmico de Rachycentron canadum via PCR, usando os
primers A 5'-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC-3/ B 5' GAG AGC GCT GGT ATG
GCC AGC-3' (Pendas et al., 1994) e NS1 5-GTA GTAATATGC TTG TCT C-3'/ NS8
5'-TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA-3' (White et al., 1990), respectivamente.

As sondas Rex3 e Tol2 foram obtidas via PCR a partir da amplificagédo de DNA
de P. prometheus, respectivamente através dos primers Rex 3 F 5' - CGG TGA TAA
AGG GCAGCC GTC-3"e Rex3R5-TGG CAG ACN GTG GTG GTG - 3 (Volff et
al., 1999; 2000) e 4F 5 - ATA GCT GAA GCT GCT CTG ATC -3 e4R 5 - CTC AAT
ATG CTT CCT TAG G - 3’ (Kawakami e Shima, 1999). Os produtos de amplificacéo
foram marcadas por nick translation (Roche, Mannheim, Alemanha), com
digoxigenina-11-dUTP, seguindo as instru¢cdes do fabricante (Roche, Mannheim,
Alemanha).

FISH com oligonucleotideos das sequéncias microssatélites d(CA)1s e d(GA)1s,
foi realizado segundo Kubat et al. (2008). As sequéncias foram marcadas diretamente
com Alexa-Fluor 555, na extremidade 5', durante a sintese (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Sao Paulo, SP, Brasil). As melhores metafases foram fotografadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus™BX51, acoplado com um sistema de
captura digital de imagens Olympus™DP73 com o uso do software cellSens (Olympus
Optical Co. Ltda.).
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Os cromossomos foram classificados quanto a sua morfologia em
metacéntricos (m), com a razdo entre os bracos cromossémicos (RB) variando de
1,00-1,70; submetacéntricos (sm), RB=1,71-3,00; subtelocéntricos (st), RB= 3,01-
7,00; e acrocéntricos (a), RB>7,01 (Levan et al., 1964). Para definicdo do namero
fundamental (NF), nimero de bragos cromossémicos, 0S cromossomos m, sm e st
foram considerados com dois bracos e 0s cromossomos acrocéntricos com um Unico

brago.

ASPSP

OCEANO ATLANTICO Ruvettus pretiosus

N - S

= A Promethichthys prometheus -

0 1000 Km

Figura 4. Mapa com a posi¢ao geografica do Arquipélago de Sao Pedro e Séao Paulo,
e individuos das espécies Ruvettus pretiosus e Promethichthys prometheus
(Gempylidae). Barra = 10 cm.

RESULTADOS

As espécies R. pretiosus e P. prometheus tém 2n=48 cromossomos, mas
divergem consideravelmente quanto as formulas cariotipicas. De fato, Ruvettus

pretiosus apresentou um cariotipo composto por 2 cromossomos submetacéntricos e
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46 acrocéntricos (NF=50), enquanto P. prometheus revelou elevado numero de
elementos bibraquiais, com o cariétipo formado por 34 cromossomos
submetacéntricos, 4 cromossomos subtelocéntricos e 10 cromossomos acrocéntricos
(NF=86) (Figura 5). Nestas espécies, a heterocromatina esta localizada
preferencialmente nas regides pericentromeéricas dos cromossomos.

Em P. prometheus, os sitios Ag-RONs estéo localizados no braco curto do par
6, submetacéntrico. Essas regifes se mostraram heterocromaticas e exibiram uma
padrdo de fluorescéncia CMAs+/DAPI-. Na espécie R. pretiosus, os sitios Ag-RONs
foram evidenciados nos bracos curto do par 1, Gnico par submetacéntrico e, que

apresetam um padréo de fluorescéncia CMAs+/DAPI- (Figura 5, em destaque).
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Figura 5. Caridtipos de Ruvettus pretiosus e Promethichthys prometheus, sob
coloracdo Giemsa e bandamento C. Em destaque nas caixas, as regides CMA*/DAPI
e os sitios Ag-RONSs, respectivamente. Barra = 5um.

Ambas espécies apresentaram sitios DNAr 18S simples coincidentes com os
sitios Ag-RONSs. Os sitios DNAr 5S ocorrem em um unico par, em posi¢ao intersticial

dos bracos curtos do par 8 em P. prometheus e na regido terminal dos bragos longos
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do par 1, em condicdo sinténica, com os sitios de DNAr 18S, em R. pretiosus. As
sequéncias microssatélites (GA)is e (CA)1s exibiram uma distribuicdo associada as
regibes centroméricas e terminais de alguns pares cromossodmicos (Figura 6). As
sequéncias Tol2 e Rex3 possuem uma distribuicdo dispersa ao longo dos

cromossomos de ambas as espécies (Figura 7).
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Figura 6. Hibridizacao fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S
(verde) e microssatélites (GA)1s e (CA)15, em Ruvettus pretiosus e Promethichthys
prometheus. Barra =5 pm.
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Figura 7. Hibridizac&o in situ fluorescente dos elementos Tol2 e Rex3 em Ruvettus
pretiosus e Promethichthys prometeus. Barra = 5 pm.

DISCUSSAO

Os padrdes cariotipicos de R. pretiosus e P. prometheus, revelam
conservadorismo numérico em relacdo a 15 espécies da familia Scombridae (Arai,
2011; Soares et al., 2013), que igualmente apresentam 2n=48 cromossomos. Esta
condicao é considerada basal para Percomorpha (Galetti et al.,, 2000) e reforca
aspectos cariotipicos conservativos na subordem Scombroidei. Por outro lado, as
estruturas cariotipicas dessas espécies sdo conspicuamente distintas (NF=50 e
NF=86).

A espécie Ruvettus pretiosus, que possui amplo potencial dispersivo e
adaptativo revelado por uma distribuicdo que inclui aguas tropicais, subtropicais e
temperadas dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico (Nakamura e Parin, 1993),
apresenta um cariotipo macroestruturalmente pouco diversificado com um par
submetacéntrico e os demais acrocéntricos, constituicdo cariotipica em geral
compartilhada por espécies migradoras da familia Scombridae (Soares et al., 2013).
Por outro lado, P. prometheus, igualmente com distribuicdo circunglobal onde se
distribui por &guas tropicais e temperadas mornas de todos 0s oceanos, com excecao
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do Pacifico oriental (Nakamura e Parin, 1993), apresentou uma férmula cariotipica
diferenciada, principalmente modelada por inversfes pericéntricas.

Quanto aos aspectos microestruturais dos cromossomos, as espécies exibem
algumas sinapomorfias. A presenca de sitios Ag-RONs/DNAr 18S unicos situados em
mesma posicdo de cromossomos submetacéntricos de mesmo tamanho,
aparentemente homedlogos, sugere algum grau de conservadorismo dos grupos
sinténicos neste grupo.

O mapeamento de sequéncias DNAr 5S revelou um maior nivel de variagao
microestrutural. Em P. prometheus estes sitios ocorrem em posicao intersticial no
braco curto do par 8 (sm), enquanto em R. pretiosus se localizam aparentemente em
uma organizacgao derivada, na por¢cao terminal do braco longo do par 1, em um arranjo
sinténico com os sitios de DNA 18S, que ocupa a por¢ao terminal do braco curto deste
par cromossémico.

A independéncia estrutural dos sitios de DNAr 18S e 5S em P. prometheus é
condicdo recorrente em muitos grupos de peixes (Gornung, 2013) e indica uma
condicdo basal. Tem sido sugerido que esse arranjo em posi¢des ou Cromossomos
diferentes possam ser adaptativos, evitando translocac¢des das sequéncias do DNAr
5S no DNAr 45S (Dover, 1986). A variacdo quanto a organizacdo dos sitios DNAr
indica diversificacdo microestrutural envolvendo estas regides e que mecanismos
sequéncias repetitivas podem ter contribuido para a diversificacdo cariotipica da
familia Gempylidae.

Elementos transponiveis se movem no genoma e representam fontes de
instabilidade que podem promover variagao cariotipica. Nas espécies de Gempylidae
os elementos Tol2 tém uma distribuicdo homogénea ao longo dos cromossomos das
espécies. Da mesma forma, uma organizacdo homogénea dessas sequéncias ocorre
em medaka, onde tém sido largamente analisadas (Koga e Hori, 1999). Em algumas
espécies marinhas elementos Tol2 se associam com sequéncias repetitivas
funcionais, como DNAr 18S, ou diferentes microssatélites, formando complexos
conjuntos de DNA repetitivos (Costa et al., 2013; 2014; 2015)

Sequéncias microssatélites polimérficas dispostas in tandem no genoma dos
eucariotos e muito variaveis (Tautz, 1989; Zane et al.,, 2002), possuem taxas
evolutivas elevadas e frequentemente apresentam diversificados padrées de acumulo
nos cromossomos dos peixes (Cioffi et al., 2012; Lima-Filho et al., 2014). Entretanto,

0s microssatélites (CA)is e (GA)15, em R. pretiosus e P. prometheus, mostraram-se
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dispersos, com reduzido acumulo em regides heterocromaticas centromeéricas e
terminais dos cromossomos, indicando uma dinamica evolutiva congruente entre as
espécies.

A organizacdao citogendmica exibida pelas espécies indica diferengas na macro
e microestrutura cromossdmica das espécies da familia Gempylidae. A diversificacédo
macroestrutural deve-se sobretudo a mecanismos de inversbes pericéntricas,
enquanto que outros fatores podem comitantemente ter influenciado a ordem sinténica
dos grupos de ligacdo. Este cenario de diversificacdo intrafamiliar € comum em alguns
grupos de peixes recifais, mas até entdo desconhecida em peixes de regides
profundas. A ampliacdo de dados citogenéticos para outras familias de regides de
regides oceanicas mais profundas contribuirdo para uma melhor compreensao dos

padrbes de evolucéo cariotipica nestes ambientes.
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CAPITULO 2

Similaridades citogendmicas em Canthidermis maculata e C. sufflamen

(Balistidae) e arelacdo do DNA repetitivo com eventos de reducéo cariotipica

Resumo

A ordem dos Tetraodontiformes apresenta uma consideravel diversidade de espécies
variadas tendéncias carioevolutivas. Constitui uma das principais vertentes de
irradiacdo dos teledsteos, caracterizando-se como um grupo eminentemente
especializado. Adicionalmente, alguns grupos revelam a menor correlacdo entre
conteudo de DNA e tamanho celular e importante modelo no da evolucédo genbémica
em vertebrados. Os aspectos citogendmicos de representantes da familia Balistidae
no Atlantico, ainda sdo pouco conhecidos. Desta forma, foram realizadas analises
citogenéticas nas espécies Canthidermis maculata e C. sufflamen, que habitam
regides pelagicas no entorno do Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo, regido meso-
Atlantica. As analises citogenéticas incluiram metodologias convencionais (coloracéo
com Giemsa, coloragcdo Ag-RONs e bandamento-C), coloracdo com fluorocromos
base-especificos (CMA3/DAPI) e sondas de sequéncias repetitivas DNAr 18S, DNAr
5S, repeticdes microssatélites [(CA)is e (GA)is], elementos transponiveis (Tol2 e
Rex3) e sequéncias teloméricas através da hibridacédo fluorescente in situ (FISH).
Canthidermis maculata (4m+8sm+32a; NF=56) e C. sufflamen (2m+12sm+30a;
NF=58), compartiham um mesmo valor diploide (2n=44), mas diferem na
macroestrutura cariotipica. No entanto, compartilham sitios Ag-RONs/DNAr 18S
localizados em posicao intersticial de um grande par de cromossomos metacéntrico e
elementos Tol2 e Rex3 e repeticdes microssatélites (GA)1s e (CA)1s dispersos ao longo
dos cromossomos. O reduzido numero diploide aparentemente € basal para a familia,
mas do qual ndo derivaram sequéncias teloméricas ectOpicas. Balistidae mostra
significativas similaridades cariotipicas estruturais e numéricas. Embora a ampliacéo
dos dados citogenéticos seja necessaria, a alta vagilidade, proveniente de habitos
pelagicos nas espécies de Canthidermis provavelmente interfere para o nivel de
conservadorismo cariotipico, frente a outras familias de Tetraodontiformes, com
menor capacidade de dispersdo no ambiente marinho.

Palavras-chave: Carioevolucdo, FISH, DNA repetitivo, microssatélites, elementos
moveis, cangulos.

Abstract

The order Tetraodontiformes shows multiple karyoevolutive tendencies. This group is
one of the main lineages of irradiation of teleosts, and eminently specialized.
Additionally, have the lowest correlation between DNA content and cell size among
vertebrates, becoming a significant model in the study of genomic evolution.
Cytogenomic aspects of representatives of the Balistidae family in the Atlantic, are still
little known. Thus, cytogenetic analyses were performed on the species Canthidermis



maculata and C. sufflamen, from pelagic regions of the Archipelago of Sdo Pedro and
Séo Paulo, meso-Atlantic region. Cytogenetic analyses included conventional
methodologies (Giemsa staining, Ag-NOR staining and C-banding), staining with base-
specific fluorochromes (CMAs/DAPI) and DNAr 18S, DNAr 5S repetitive sequence
probes, microsatellite repetitions ((CA)1s and (GA)1s), transposable elements (Tol2 and
Rex3) and telomeric sequences through fluorescent in situ hybridization (FISH).
Canthidermis maculata (4m + 8sm + 32a; NF = 56) and C. sufflamen (2m + 12sm +
30a; NF =58), share 2n =44 chromosomes, but differ on the karyotype macrostructure.
However, they share Ag-NORs/18S rDNA sites located in the interstitial position of a
large pair of metacentric chromosomes and Tol2 and Rex3 elements and microsatellite
repeats (GA)is and (CA)is dispersed along the chromosomes. The reduced diploid
number is apparently basal for the family, but without evidence of ectopic telomeric
sites. Balistidae shows significant structural and numerical karyotype similarities.
Although the expansion of cytogenetic data will be necessary, the high vagility,
originating from pelagic habits in Canthidermis species, probably interferes with the
level of karyotype conservatism, compared to other families of Tetraodontiformes, with
less dispersion capacity in the marine environment.

Key words: Karyoevolution, FISH, repetitive DNA, microsatellites, mobile elements,
kangaroos.

INTRODUCAO

Tetraodontiformes se destaca por caracteristicas genéticas e morfologicas
Gnicas. Seus representantes sao conhecidos como baiacus, peixes-porcos, peixes-
cofres ou cangulos, e representam um dos principais ramos da diversificacdo dos
teledsteos (Nelson et al., 2016).

Entre as 349 espécies que formam a Ordem Tetraodontiformes (Eschmeyer e
Fong, 2020), apenas 15% possui dados cariotipicos conhecidos. Tetraodontidae e
Balistidae (Tabela 1) representam o0s grupos com maior nivel de informagéo
citogenética (Arai, 2011).

Nesta Ordem o tamanho do genoma pode variar consideravelmente entre suas
familias (Dolezel et al., 2003), desde genomas reduzidos, com 0,34 pg, em
Sphoeroides spengleri - Tetraodontidae (Noleto et al., 2009), a genomas maiores com
2,22 pg, como em Acanthostracion quadricornis - Ostraciidae (Brainerd et al., 2001).
A contracdo genomica em Tetraodontidae tem sido atribuida a perda de introns e de
DNA repetitivo (Elgar et al., 1999; Loh et al., 2008), extremamente abundantes em
genomas eucariodticos (Biscotti et al., 2015) e representa um processo pouco
conhecido na maioria das linhagens de peixes.

A familia Balistidae exibe cariotipos reduzidos, variando de 2n=40-46 (Takai e

Ojima, 1987; Sa-Gabriel e Molina, 2005; Arai, 2011), em grande parte modelados por
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eventos de fusBes cromossémicas (Lima et al., 2011). Analises citogenémicas que
ampliem as informacbes para esta familia, sobretudo em géneros parcamente
analisados, auxiliardo na compreensdo dos processos mobilizadores das variadas
tendéncias evolutivas presentes em Tetraodontiformes. Assim, aqui foram realizadas
analises citogenéticas nas espécies Canthidermis maculata e C. sufflamen, através
de abordagens citogenéticas convencionais (coloracdo com Giemsa, bandamento C,
Ag-RONSs), coloracdo com fluorocromos base-especificos (CMA3/DAPI), e
mapeamento por hibridizacao fluorescente in situ (FISH) de sequéncias do DNAr 18S
e DNAr 5S, sequéncias microssatélites (CA)1s e (GA)1s, elementos transponiveis Tol2
e Rex3 e sequéncias (TTAGGG)n.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo das analises citogenéticas foram analisados 13 individuos de
Canthidermis maculata (Bloch, 1786) e oito de C. sufflamen (Mitchill, 1815)
(Balistidae), provenientes do Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo (00°55’15” N,
029°20°60” O), localizado na regido Meso-Atlantica, distando 1.100km da costa
nordeste brasileira e 1824km da costa africana.

A obtenc&@o dos cromossomos mitéticos ocorreu através da utilizacdo de dois
protocolos em relacdo ao tamanho dos exemplares. Nos exemplares de menor porte
foram retirados fragmentos do tecido renal anterior, que foram adicionados a meio de
cultura RPMI 1640 seguindo a técnica in vitro descrita por Gold et al. (1990).
Alternativamente, em individuos de maior tamanho, os cromossomos mitéticos foram
obtidos através do cultivo de linfécitos (Moorhead et al., 1960). Para tanto, foram
coletados 2ml de sangue por meio de puncgdo cardiaca, utilizando seringa estéril
heparinizada, onde aliquotas foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, com
soro fetal bovino e fitohemaglutinina, por 72 horas, a temperatura ambiente. As
preparacdes de cromossomos mitéticos foram obtidas em condi¢cdes de campo, nas
instalacdes do laboratério da Estacdo Cientifica do arquipélago de S&o Pedro e Séo
Paulo.

As suspensoes celulares foram gotejadas sobre uma lamina recoberta com um
filme de &gua aquecida a 60°C. Apds seca ao ar, a lamina foi corada com uma solugéo
de Giemsa diluida em tampéo fosfato pH 6,8, perfazendo uma concentracéo de 5%.

Posteriormente, foi analisada em microscopio sob magnificacdo de 1000X. As
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melhores metafases foram fotografadas e utilizadas na elaboracdo do cari6tipo das
espécies. As regibes organizadoras de nucléolo foram identificadas através da
impregnagao por nitrato de prata (AgNOs) (Howell e Black, 1980), enquanto as regides
heterocrométicas foram identificadas através do bandamento C (Sumner, 1972).
Adicionalmente, os cromossomos foram corados com os fluorocromos base-
especificos Cromomicina (CMAs) e 4'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Schweizer,
1976).

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel et
al. (1986), utilizando sondas de DNAr 18S, DNAr 5S, microssatélites (CA)1s e (GA)z1s,
sequéncias Tol2 e Rex3. As sondas de DNAr 5S (200 pb) e DNAr 18S (1400 pb) foram
obtidas de amostras de DNA gendémico de Rachycentron canadum, via PCR, usando
os primers A 5'-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC-3/ B 5' GAG AGC GCT GGT
ATG GCC AGC-3' (Pendas et al., 1994) e NS1 5-GTA GTAATATGC TTG TCT C-3/
NS8 5'-TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA-3' (White et al., 1990), respectivamente.

As sondas Rex3 foram obtidas via PCR a partir da amplificacdo de DNA de C.
maculata usando os primers Rex3 F 5-CGG TGA TAA AGG GCAGCC GTC-3'e
Rex3 R 5'- TGG CAG ACN GTG GTG GT-3 G (Volff et al., 1999; 2000). As sondas
para amplificacdo de sequéncias Tol2 foram obtidas através do DNA gendmico de C.
maculata usando os primers 4 F 5’ - ATAGCT GAAGCTGCTCTGATC-3¢e4RY¥%
— CTC AAT ATG CTT CCT TAG G — 3’ (Kawakami e Shima, 1999). Os produtos de
amplificagéo foram marcadas por nick translation (Roche, Mannheim, Alemanha), com
digoxigenina-11-dUTP, seguindo as instru¢cdes do fabricante (Roche, Mannheim,
Alemanha). Os oligonucleotideos enriquecidos com sequéncias microssatélites
d(CA)1s e d(GA)15, foram marcados na extremidade 5', diretamente com Alexa-Fluor
555, durante a sintese (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
utilizados como sondas de acordo com Kubat et al. (2008). A hibridagdo com sondas
teloméricas (TTAGGG)n foi realizada usando o kit Telomere PNA FISH
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark), de acordo com as instru¢des do fabricante.

As melhores metafases foram fotografadas em microscopio de epifluorescéncia
Olympus™BX51, acoplado com a um sistema de captura digital de imagens
Olympus™DP73, com o uso do software cellSens (Olympus Optical Co. Ltda.).

Os cromossomos foram classificados quanto a razdo entre os bracos (RB)
como metacéntricos (m), (RB= 1,00-1,70); submetacéntricos (sm) (RB=1,71-3,00);

subtelocéntricos (st) (RB=3,01-7,00); e acrocéntricos (a) (RB>7,01) (Levan et al.,
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1964). Para o calculo do numero fundamental (NF, numero de bracgos
cromossOmicos), 0s cromossomos m, sm e st foram considerados com dois bracos e

0S Cromossomos acrocéntricos com um unico braco.

RESULTADOS

As espécies C. maculata e C. sufflamen apresentaram 2n=44, com algumas
divergéncias em relacéo as férmulas cariotipicas. Enquanto, C. maculata apresentou
4 cromossomos metacéntricos, 8 cromossomos submetacéntricos e 32 cromossomos
acrocéntricos (NF=56), C. sufflamen exibiu um cari6tipo formado por 2 cromossomos
metacéntricos, 12 submetacéntricos e 30 acrocéntricos (NF=58).

Nas duas espécies, as regides organizadoras de nucléolos (RONS) se localizou
na regido pericentromérica do bragco longo do maior par metacéntrico (par 1). Esta
regido cromossdmica se mostrou heterocromética e rica em pares de bases GC
(CMA3+/DAPI-) (Figura 8, em destaque). As demais regifes heterocromaticas em
ambas as espécies se mostraram reduzidas com disposicdo preferencialmente

centromérica.
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Figura 8. Carit6tipos de Canthidermis maculata e Canthidermis sufflamen sob
coloragdo com Giemsa e bandamento C. Em destaque nas caixas, pares portadores
de sitios Ag-RONs e regides CMA+/DAPI-, respectivamente. Barra = 5 pm.

O mapeamento de sequéncias de DNAr 18S indicou congruéncia com 0s sitios
Ag-RONSs (Figura 9). Os sitios DNAr 5S séo simples, localizados na posigéo intersticial
dos bracos longos do par 8 (acrocéntrico) em C. maculata e nos bragos curtos do par
7 (submetacéntrico), em C. sufflamen (Figura 9).

As sequéncias microssatélites (CA)is e (GA)1s apresentaram um padrdo de
hibridizacdo em geral difuso nos cromossomos, com algum acumulo em regides
centromeéricas e na posicao terminal de alguns poucos pares de cromossomos (Figura
9). Este padrao de distribuicdo também foi observado para os elementos transponiveis
Tol2 e Rex3 (Figura 10).
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Figura 9. Hibridizagédo fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S
(verde) e microssatélites (GA)1s e (CA)15, em cromossomos de Canthidermis maculata
e Canthidermis sufflamen. Barra = Sum.

Em ambas as espécies, as sequéncias teloméricas (TTAGGG)n estavam

localizadas exclusivamente nas regides terminais dos cromossomos (Figura 10).
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Figura 10. Hibridizac&o fluorescente in situ de elementos transponiveis Tol2, Rex3 e
sequéncias teloméricas em Canthidermis maculata e Canthidermis sufflamen. Barra =
5pum.

DISCUSSAO

Tetraodontiformes se mostra bastante heterogéneo quanto a diversidade
numerica e estrutural dos cariétipos em seus diferentes grupos. De fato, enquanto a
familia Triacanthidae, exibe 2n=48 e NF=48 (Rishi, 1973; Choudhury et al., 1982),
condicdo considerada basal e amplamente difundida entre varios grupos de
Percomorpha (Motta-Neto et al., 2019), outras como Balistidae, Monacanthidae,
Ostraciidae, Tetraodontidae e Diodontidae, apresentam caridtipos com valores
diploides (2n=28 a 50) e NF (NF=33 a 78) muito divergentes. Essas variacfes, sédo
decorrentes das diferentes tendéncias carioevolutivas (Sa-Gabriel e Molina, 2005).

Em Balistidae os valores 2n variam entre 36-46 cromossomos e cariotipos
preferencialmente compostos por cromossomos acrocéntricos (Tabela 3). Embora, C.
maculata e C. sufflamen compartilhem cariétipos com 2n=44 cromossomos, como a
maioria do grupo, mostraram-se variaveis em relagcdo ao nimero de cromossomos
bibraquiais. As modificacdes cariotipicas neste grupo, aparentemente foram
preferencialmente mediadas por eventos de fusdes (Lima et al., 2011), com a

participacéo de inversdes pericéntricas.
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Tabela 3. Dados citogenéticos de espécies da familia Balistidae.

51

Espécie 2n Cariotipo NF Regido Referéncias
Balistapus undulatus 42 42st/a 42 Pacifico Takai e Ojima, 1987
Balistes capriscus 44 44a 44 Mediterraneo Thode et al., 1994
Balistes vetula 44 44a 44 Atlantico S4&-Gabriel e Molina, 2005
Balistoides conspicillus 44 44st/a 44 Pacifico Sa-Gabriel e Molina, 2005
Balistoides viridescens 44 2m+2sm+40st/a 48 Indo-Pacifico Supiwong et al., 2013
Canthidermis maculata 44 4m+8sm+32a 56 Atlantico Presente estudo
Canthidermis sufflamen 44 2m+12sm+20a 58 Atlantico Presente estudo
Melichthys niger 40 40a 40 Atlantico Sé&-Gabriel e Molina, 2005
Melichthys vidua 40 40st/a 40 Indo-Pacifico Kitayama e Ojima, 1984
Odonus niger 42 42st/a 42 Indo-Pacifico Kitayama e Ojima, 1984
Pseudobalistes flavimarginatus 44 2m+42st/a 46 Pacifico Arai e Nagaiwa, 1976
Rhinecanthus aculeatus 44 44a 44 Pacifico Arai e Nagaiwa, 1976
Rhinecanthus echarpe 44 44st/a 44 Indo-Pacifico Kitayama e Ojima, 1984
Rhinecanthus verrucosus 44 44a 44 Pacifico Arai e Nagaiwa, 1976
Sufflamen chrysopterus 46 46a 46 Pacifico Arai e Nagaiwa, 1976
Sufflamen fraenatus 46 46a 46 Pacifico Takai e Ojima, 1987

Os sitios Ag-RONs se mostram simples, localizados em posicgéo intersticial em
um grande par de cromossomos acrocéntrico em algumas espécies de Balistidae
(Lima et al., 2011) ou metacéntricos, como nas duas espécies analisadas. Essa
condicdo permite indicar o par portador das RONs como um grupo de ligacao
homeologo e mantido apesar de rearranjos que possam atuar na ordem dos seus
genes. As variagdes morfologicas destes pares destacam a ocorréncia de inversoes
pericéntricas na alteragcdo dos perfis cariotipicos do género Canthidermis.

O bandamento C evidenciou de blocos heterocrométicos reduzidos. A
indicacdo de baixo contetudo de heterocromatina nas espécies, pode refletir uma
eventual perda de sequéncias de DNA repetitivo durante o processo carioevolutivo
(Petrov, 2001).

A organizacdo fisica independente das familias multigénicas DNAr 18S e DNAr

5S nos cromossomos é comum na maioria dos grupos de peixes (Martins e Wasko,



2004). A localizacao dessas sequéncias em cromossomos homedlogos entre as duas
espécies de Canthidermis destaca o exiguo dinamismo evolutivo associado a estas
familias multigénicas no grupo.

Em diversos vertebrados, os genes RNAr 5S estéo localizados sobre um Unico
par cromossOémico (Suzuki et al., 1996), embora em peixes possam ser encontrados
em um a diversos pares (Lima-Filho et al., 2014; Amorim et al., 2017). Contrariamente,
a posicao terminal encontrado na espécie C. sufflamen, a ocorréncia dos sitios
ribossomais DNAr 5S em posic¢ao intersticial no par 8, em C. maculata, € comumente
observada em peixes, sugerindo algum grau de protecdo contra eventos disruptivos
promovidos por rearranjos estruturais (Mantovani et al., 2005). Sequéncias DNAr 5S
situada em apenas um par cromossémico tém sido descrito em varios grupos de
peixes, como Serranidae, Lutjanidae e Haemulidae (Sola et al., 2000; Costa et al.,
2016; Motta-Neto et al., 2019). Este aspecto parece representar uma condicdo
ancestral para o grupo (Martins e Galetti, 1999; 2001), em virtude de ser representativa
em Teledsteos com caribtipos tipicamente basais (2n=48 acrocéntricos). E
conveniente aludir que a organizagcdo cromossomica do DNAr associada a um
conteudo heterocromatico moderado, tem sido apontada como caracteristica basal
(Galetti et al., 2000) e em grande parte das espécies de Tetraodontiformes (Gritzner
et al., 1999; Mandrioli, 2000; Fischer et al., 2004; Sa-Gabriel e Molina, 2005; Noleto et
al., 2007).

Os elementos transponiveis podem acarretar mutacdes e/ou alteracbes a
expressao ou na estrutura de genes (Kappitonov e Jurka, 2007), exercendo alteracdes
estruturais e funcionais no genoma (Bohne et al., 2008), dentre as quais 0 aumento
ou diminuicdo do tamanho (Feschotte e Prithman, 2007). Nas espécies de
Canthidermis os elementos Tol2 e Rex3 ocorrem ao longo dos cromossomos das
espécies englobando regides eucromaticas dos cromossomos, diferentemente de
distribuicdes co-localizadas com regifes ricas em heterocromatina, presentes em
muitos grupos de Percomorpha (Ozouf-Costaz et al., 2004; Gross et al., 2009; Ferreira
et al., 2011, Valente et al., 2011).

A distribuicdo difusa dos elementos transponiveis é inteiramente congruente
com a das sequéncias microssatélites, que reconhecidamente apresentam altas taxas
de mutacdo (Jarne e Lagoda, 1996) e niveis muito variaveis de acumulo nos

cromossomos dos peixes (Cioffi et al., 2012; Lima-Filho et al., 2014). Este padréo
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sugere uma negligenciavel participacdo da heterocromatina como reservatorios de
sequéncias repetitivas nos cromossomos destas espécies.

Apesar da marcante reducdo do cariétipo permitir a inferéncia de fusbes
cromossémicas em Balistidae, 0 mapeamento de sequéncias teloméricas, que em
varios grupos de peixes indicar rearranjos associados a fusdes (Jacobina et al., 2011,
Cioffi et al., 2011), ndo revelou sitios teloméricos internos (ITS). Esta condicéo
relacionado a perda destas sequéncias durante a fusado ou descaracterizacédo historica
derivada do acumulo de mutac¢des ou heterocromatinizacdo (Getlekha et al., 2016).

Os padrdes citogendmicos entre as espécies de Canthidermis evidenciou
algum conservadorismo microestrutural dos cromossomos e um baixo contetdo
heterocromatico. Em contraste com varios grupos de Percomorpha (e.g. Costa et al.,
2015, 2016), as heterocromatinas se apresentaram como um reduzido repositorio de
sequéncias repetitivas no genoma, como elementos transponiveis e repeticdes
microssatélites. Os padrdes cariotipicos da familia Balistidae apontam uma marcada
variagdo estrutural dos cromossomos e reducdo no valor diploide, indicando a
ocorréncia aditiva de processos de fusdo cromossdmica e eventos de inversdes

pericéntricas ha modelagem cariotipica do grupo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os padres citogenémicos revelados para duas espécies de larga distribuicao
para a familia Gempylidae, revelaram uma marcada diversificacio
cromossOmica estrutural, sobretudo mobilizadas por inversdes pericéntricas,
que pode estar associada a aquisicdo de caracteristicas adaptativas, e a
particularidades ecolégicas e populacionais de espécies habitantes de
ambientes marinhos profundos.

O conjunto de dados citogenéticos da familia Balistidae, aliado aos presentes
achados, indica que processos de fusdes cromossOmicas e inversdes
pericéntricas foram predominantes na modelagem deste grupo de
Tetraodontiformes.

Apesar das variacbes estruturais entre os cromossomos das espécies de
Canthidermis (Balistidae), o compartilhamento de um mesmo valor diploide e
similaridades na organizacdo de sequéncias repetitivas dos cromossomos,

sugerem que estas espécies ainda compartilham largos conjuntos sinténicos.
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