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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta por dois artigos cientificos completos, e seguindo as
normas do Programa de Pos-Graduagédo em Ciéncias Bioldgicas, foram redigidos de
acordo com as normas da revista a que serao submetidos.
O artigo | sera submetido a revista Zebrafish.
Artigo |
Caracterizagdo molecular de trés espécies do género Eigenmannia
(Gymnotiformes, Sternopygidae) pertencentes as bacias Parana e Paraguai

O artigo Il sera submetido a revista Comparative Cytogenetics.

Artigo 11

Mapeamento cromossdmico de sequéncias repetitivas em Eigenmannia

virescens (Gymnotiformes, Sternopygidae) da bacia do Alto rio Parana



RESUMO GERAL

Gymnotiformes compreende peixes endémicos da regido Neotropical
amplamente distribuidos pela América do Sul e Central. Esta ordem caracteriza-se por
apresentar peixes elétricos que emitem descargas elétricas, as quais utilizam para sua
localizacdo, reproducdo e defesa. Também sao conhecidos por apresentaram
morfologia distinta de outros peixes Neotropicais, como corpo alongado, auséncia de
nadadeiras dorsal e ventral e nadadeira anal alongada, responsavel pela sua
locomocdao. Este grupo € constituido por cinco familias: Apteronotidae, Gymnotidae,
Hypopomidae, Rhamphichthyidae e Sternopygidae. Em Sternopygidae, Eigenmannia
destaca-se como 0 género mais rico em espécies, compreendendo atualmente 30
espécies validas, distribuidas desde a Argentina até o Panama, sendo que sua maior
diversidade de espécies esta situada na bacia Amazbnica. Eigenmannia €
considerado um género complexo taxonomicamente devido a similaridade
morfoldgica entre as espécies, o que dificulta a correta delimitacéo e classificacao das
mesmas por metodos taxondmicos tradicionais. Além disso, € também um grupo
complexo sob o ponto de vista da citogenética, com alta variabilidade cariotipica, cujos
numeros variam de 28 a 46 cromossomos, intra e interespecificos, e ainda possuem
entre as espécies diversos sistemas sexuais (XY, ZW, Z0 e X1X;Y). Assim, o0 presente
estudo teve como objetivo analisar exemplares de Eigenmannia coletados e
previamente identificados por caracteres morfologicos como sendo E. virescens (n=4),
E. trilineata (n=3) e E. correntes (n=4), utilizando sequéncias do gene mitocondrial
Citocromo ¢ Oxidase | (COl), contribuindo para uma melhor caracterizacdo genética
das espécies. E. virescens e E. trilineata foram coletadas no corrego Dourado,
afluente do rio Iguatemi, regido de Mundo Novo, MS (bacia do Alto rio Parand) e E.
correntes foi coletada no cérrego Baixo, regido de Sonora, MS (bacia do alto rio
Paraguai). Adicionalmente, foi realizada uma analise citogenética de individuos de E.
virescens do coérrego Dourado utilizando FISH com sondas dos microssatélites,
(GATA)s e (CGC)10 complementando informagdes sobre a estrutura cromossdomica
desta espécie. Dentre os quatro individuos identificados como E. virescens, um deles
apresentou um alto valor percentual de identidade com a sequéncia disponivel no
Genbank para a espécie E. virescens (99.67%), enquanto que os demais revelaram
porcentagens variaveis de identidade (99,83% a 100%) com a espécie E. trilineata do
banco de dados. Essa divergéncia também ocorreu com individuos identificados
morfologicamente como E. trilineata, dois individuos apresentaram percentual de
identidade de 99,67% com a espécie E. virescens. Nao ha registro de sequéncias do
gene COl referentes a E. correntes no banco de dados, sendo este um estudo inédito
para a espécie, portanto, as sequéncias COI obtidas para E. correntes apresentaram
percentuais de identidade de 94,13% e 96,51% com as espécies E. trilineata e E.
vicentespelaea, respectivamente. Os resultados citogenéticos para E. virescens
revelaram 2n=38 cromossomos e sistema sexual ZZ/ZW corroborando estudos
prévios para esta espécie. Os dados de FISH com a sonda microssatélite (GATA)s
revelou marcacdes ao longo de todos os cromossomos, destacando-se blocos em



posi¢cOes terminais e/ou subterminais e intersticiais em alguns pares, incluindo os
cromossomos sexuais. A sonda microssatélite (CGC)io apresentou uma marcacao
conspicua em posicao terminal do brago curto no par 15, definido em estudos prévios
como par nucleolar. O padréo de distribuicdo destes microssatélites no genoma de E.
virescens representa uma referéncia para futuros estudos comparativos entre
espécies e/ou populacdes do género. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que o marcador molecular COI foi eficiente na identificagdo das
espécies de Eigenmannia confirmando ainda a complexidade taxonémica do grupo, o
qgual requer uma taxonomia integrativa para possiveis delimitac6es de espécies.

Palavras-chave: citogenética, COIl, microssatélites, cromossomo sexual, peixes
elétricos.

ABSTRACT

Gymnotiformes comprises endemic fish from the Neotropical region, distributed
throughout South and Central America. This is characterized by electrical systems that
emit electrical discharges, which they use for their location, reproduction and defense.
They are also known to have a distinct morphology from other Neotropical fish, such
as elongated bodies, absence of dorsal and ventral fins and elongated anal fin,
responsible for their locomotion. This group consists of five families: Apteronotidae,
Gymnotidae, Hypopomidae, Rhamphichthyidae and Sternopygidae. In Sternopygidae,
Eigenmannia ranks as the most species-rich genus, currently comprising 30 specific
species, distributed from Argentina to Panama, the largest of which is located in the
Amazon basin. Eigenmannia is genus considered taxonomically complex due to the
morphological similarity between the species, which makes it difficult to correctly define
and classify them by traditional taxonomic methods. In addition, it is also a complex
group from the cytogenetic point of view, with high karyotypic variability, whose
numbers vary from 28 to 46 chromosomes, inter and intraspecific, and also have
different sexual systems among the species (XY, ZW, Z0 and X1X2Y).Thus, the present
study aimed to analyze specimens of Eigenmannia collected and previously identified
by morphological characters (traditional taxonomy) as E. virescens, E. trilineata and E.
correntes, using sequences from the mitochondrial gene Cytochrome ¢ Oxidase |
(COl), contributing to a better genetic characterization of the species. E. virescens and
E. trilineata were collected in the Dourado stream, a tributary of the Iguatemi river, in
the Mundo Novo region, MS (upper Parana river basin) and E. correntes was collected
in the Baixo stream, in the Sonora region, MS (upper Parana basin Paraguay River).
Additionally, a cytogenetic analysis of E. virescens from Corrego Dourado was
performed using FISH, (GATA)s and (CGC)10 probes complementing information about



the chromosomal strucuture of this species. Among the four individuals identified as E.
virescens, one of them showed a high percentage of identity with the sequence
available in Genbank for the species E. virescens (99.67%), while the others showed
variable percentages of identity (99.83% at 100%) with the species E. trilineata from
the database. This divergence also occurred with individuals morphologically identified
as E. trilineata, two individuals presented a percentage of identity of 99.67% with the
species E. virescens. There is no record of COl gene sequences referring to E.
correntes in the database, this being an unprecedented study for the species,
therefore, the COI sequences obtained for E. correntes showed percentages of identity
from 94.13% and 96.51 % with the species E. trilineata and E. vicentespelaea,
respectively. The cytogenetic results for E. virescens revealed 2n=38 chromosomes
and ZZ/ZW sexual system, corroborating previous studies for this species. FISH data
with the microsatellite probe (GATA)s revealed markings along all chromosomes, being
blocks at highlighted points and/or subterminal and interstitial in some pairs, including
the sex chromosomes. The microsatellite probe (CGC)io showed a conspicuous
labeling at the terminal position of the short arm in pair 15, defined in previous studies
as a nucleolar pair. The distribution pattern of these microsatellites in the genome of
E. virescens represents a reference for future comparative studies between species
and/or populations of the genus. The results obtained in this study showed that the
COI molecular marker was efficient in the identification of Eigenmannia species, further
confirming the taxonomic complexity of the group, which requires an integrative
taxonomy for possible species delimitation.

Keywords: cytogenetics, COI, eletric fish, microsatellites, sexual chromosome.
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ARTIGO |

Caracterizacdo molecular de trés espécies do género Eigenmannia
(Gymnotiformes, Sternopygidae) pertencentes as bacias dos rios Parana e
Paraguai

Raissa Caroline Mazetto, Laura Ivana Ramos, Alessandra Valéria de Oliveira,
Luciana Andréia Borin de Carvalho, Carlos Alexandre Fernandes e Ana Luiza de
Brito Portela Castro

Resumo

7

Eigenmannia é considerado um dos géneros mais diversificados e complexos
taxonomicamente da familia Sternopygidae (Gymnotiformes), o que dificulta a
compreensao das relacoes filogenéticas, pois sua identificacdo é dificultada devido a
similaridade morfolégica entre as espécies. Métodos moleculares como o DNA
barcoding tém se mostrado de extrema importancia para resolucdo de incertezas
taxondmicas, contribuindo assim para a identificacdo de espécies. Neste estudo,
analisamos trés espécies de Eigenmannia identificadas morfologicamente como E.
virescens (n=4), E. trilineata (n=3) e E. correntes (n=4), provenientes das bacias
hidrogréficas do Brasil, Parana e Paraguai, usando o marcador mitocondrial Citocromo
c Oxidase | (COI). Os dados moleculares confirmaram a ocorréncia das espécies E.
virescens e E. trilineata na bacia do alto rio Parana e E. correntes na bacia do alto rio
Paraguai. Assim, considerando os onze espécimes analisados, trés revelaram altos
valores percentuais de identidade com sequencias da espécie E. trilineata
depositadas no Genbank (99,33%, 99,93% e 100%), e dois espécimes com 99,67%
de identidade com sequencias da espécie E. virescens do banco de dados. Dentre os
guatros individuos de E. corrente analisados, dois apresentaram 94,13% e 95,67% de
identidades com sequéncias de E. trilineata e outros dois espécimes revelaram
96,51% e 95,67% com E. vicentespelaea. Uma rede de haplotipos é apresentada para
melhor compreensao dos agrupamentos das espécies.

Palavras-chave: COI, DNA barcoding, peixes elétricos, regido Neotropical.



Molecular characterization of three species of the genus Eigenmannia
(Gymnotiformes, Sternopygidae) belonging to the Parana and Paraguay river
basins

Abstract

Eigenmannia is considered one of the most diverse and taxonomically complex genera
of the family Sternopygidae (Gymnotiformes), which makes it difficult to understand
the phylogenetic relationships, as its identification is difficult due to the morphological
similarity between the species. Molecular methods such as DNA barcoding have been
shown to be extremely important for resolving taxonomic uncertainties, thus
contributing to the identification of species. In this study, we analyzed three
Eigenmannia species morphologically identified as E. virescens (n=4), E. trilineata
(n=3) and E. corrrentes (n=4), from the hydrographic basins of Brazil, Parana and
Paraguay, using the mitochondrial marker Cytochrome ¢ Oxidase | (COIl). Molecular
data confirmed the occurrence of the species E. virescens and E. trilineata in the upper
rio Parana basin and E. correntes in the upper rio Paraguai basin. Thus, considering
the eleven analyzed specimens, three showed high percentage values of identity with
sequences of the species E. trilineata deposited in Genbank (99.33%, 99.93% and
100%), and two specimens with 99.67% identity with sequences of the species E.
virescens from the database. Among the four individuals of E. correntes analyzed, 2
showed 94.13% and 95.67% of identities with E. trilineata sequences and two other
specimens showed 96.51% and 95.67% with E. vicentespelaea. A network of
haplotypes is presented for a better understanding of species groupings.

Keywords: COI, DNA barcoding, electric fish, Neotropical region.
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Introducéo

Gymnotiformes compreende um grupo natural de peixes elétricos, estritamente
de &gua doce,! que sdo origindrios da América do Sul, e posteriormente se
espalharam pela América Central. No entanto, sua maior diversidade € observada na
super bacia Amazonas-Orinoco-Guianas, onde cerca de 77% dos peixes dessa ordem
podem ser encontrados.?

Os peixes elétricos Neotropicais sdo conhecidos pela sua capacidade
eletrogénica, pois produzem uma leve corrente elétrica ao redor do corpo por seu
tecido especializado denominado orgédo elétrico (DOE). Essa caracteristica €
fundamental para a sua comunicacdo com o ambiente, eletrolocalizacdo, também
sendo usada para sua reproducdo e defesa.®® Por apresentar esse sistema de
eletrolocalizacdo e n&o precisar de iluminacdo para suas interacdoes sociais,
orientacdo ou alimentacdo, os Gymnotiformes tém habitos noturnos, e durante o dia
permanecem escondidos em locais protegidos, como buracos ou fendas.® Além disso,
suas caracteristicas morfolégicas sado distintas das outras ordens de peixes
neotropicais, possuem o corpo alongado, com nadadeiras dorsal e ventral ausentes,
nadadeira caudal reduzida ou ausente e nadadeira anal bem alongada.® Por sua
extensdo, a nadadeira anal € responsavel pela locomocdo do peixe, através de
movimentos ondulatérios que fazem com que ele consiga se deslocar para frente e
para tras.®

Gymnotiformes é composta por peixes endémicos da regido neotropical, e sdo
classificados em cinco familias: Apteronotidae, Gymnotidae, Hypopomidae,
Rhamphichthyidae e Sternopygidae.”® Em Sternopygidae, Eigenmannia Jordan &
Evermann, 1896, destaca-se como 0 género mais rico em espécies, compreendendo
atualmente 30 espécies conhecidas,’ e que sdo amplamente distribuidas pelas
principais bacias hidrograficas da regido Neotropical, que abrangem desde o rio de La
Plata na Argentina, até o rio Tuira situado no Panama, no entanto, sua maior
diversidade, tanto taxonémica como ecoldgica, é encontrada na bacia Amazonica.'>
11

Do ponto de vista taxonémico, estudos em Eigenmannia cada vez mais vem
fornecendo contribui¢cbes na classificacdo e identificacdo de espécies ao passo que

novas espécies desse género vém sendo descritas, no entanto, ainda é considerado
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complexo taxonomicamente devido a auséncia de caracteristicas morfoldgicas
distintas, o que acaba dificultando a diferenciacdo entre uma espécie e outra,
acarretando muitas vezes em uma insercao de espécies recém-descobertas e que
nunca foram descritas em um grupo comum ja existente.?13

Para elucidar questdes taxonbémicas em que a identificacdo de espécies ainda
€ um tanto confusa, e também para a descoberta de espécies cripticas, métodos
moleculares vém se tornando muito eficazes, como € o caso da técnica denominada
de DNA barcoding, proposta por Hebert,* que consiste no sequenciamento de
aproximadamente 650 pares de bases de uma regido do gene mitocondrial Citocromo
c Oxidase | (COl), que tem como finalidade identificar taxonomicamente e delimitar
espécies com base nas diferencas presentes em suas sequéncias COI.

O DNA barcoding é um dos métodos moleculares que tem grande importancia
na identificacdo e compreenséo evolutiva de espécies,'* assim como na resolucéo de
questdes taxondmicas ainda incertas em grupos de peixes mais complexos,*®>1¢ tendo
se mostrado uma ferramenta de analise muito valida, sendo evidenciada sua eficacia
em diversos trabalhos.'”-?* O marcador mitocondrial COI é um dos marcadores mais
utilizados na identificacdo de espécies e estudos populacionais,?>?¢ inclusive em
espécies de peixes marinhos e de agua doce tem se mostrado muito Gtil.2"-28

Ademais, a classificacdo de organismos baseada unicamente pelas suas
caracteristicas morfoldgicas, pode ocasionar diversos erros em virtude da existéncia
de espécies cripticas e complexas, com variacbes genotipicas e em diferentes
estagios de vida.?® Esses sdo alguns dos motivos de muitos géneros e espécies da
ordem Gymnotiformes ainda carecerem de revisges.*°

Em vista disso, e com base na complexidade taxonbmica das espécies que
estdo inseridas em Eigenmannia, sendo que muitas delas ainda ndo foram descritas,
analisamos 0 gene mitocondrial Citocromo c¢ Oxidase | (COIl) nas espécies
previamente identificadas por taxonomia tradicional, Eigenmannia correntes Campos-
da-Paz & Queiroz, 2017, E. virescens Valenciennes, 1836 e E. trilineata Lépez &
Castello, 1966, afim de caracteriza-las e identifica-las geneticamente de maneira

precisa.
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Materiais e Métodos

Amostras biologicas

Onze exemplares de Eigenmannia foram coletados e previamente identificados
por caracteres morfologicos (taxonomia tradicional) como sendo E. virescens (n=4),
E. trilineata (n=3) e E. correntes (n=4). E. virescens e E. trilineata foram capturados
no cérrego Dourado (23°51°04” S / 54°25°13,9” W), afluente do rio Iguatemi, regido de
Mundo Novo, pertencente a bacia do Alto rio Parand, no estado do Mato Grosso do
Sul. A coleta dos espécimes de E. correntes foi realizada no cérrego de Baixo
(17°42'46” S / 54°21°25” W), afluente do rio Correntes, regido de Sonora, pertencente
a bacia do Alto Paraguai, no estado do Mato Grosso do Sul.

As coletas foram autorizadas atraves do Sistema de Informacgéo e Autorizacao
da Biodiversidade (SISBIO) que concedeu as licencas de numero 64619 e 74306. Os
experimentos laboratoriais utilizados neste estudo foram submetidos ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul, que aprovou os processos sob 0s numeros 023/2018 e 006/2018. O acesso
ao patriménio genético dessas espécies foi autorizado pelo Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio Genético (SISGEN) (codigo de acesso AOBA6G71).

Extracdo do DNA gendémico

O DNA de amostras de tecido do figado e muscular dos espécimes foi extraido
utilizando o kit de extracdo Promega Wizard® Genomics, seguindo as instru¢cées do
fabricante. Para a estimativa da concentracdo de DNA presente em cada amostra, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1.0% e a comparacdo com DNA de fago A

de concentracdo conhecida.

Amplificacdo do DNA

Nessa etapa a regidao mitocondrial COI foi parcialmente amplificada utilizando
o par de primers L6448 e H7152.3' A PCR foi preparada em microtubos de 0,2 mL,
sendo utilizado para a reacdo o DNA extraido (10 ng), Tris-KCI [20 mM Tris-HCI (pH
8,4), 50 mM KCI]; MgCl (1,5 mM); primers (2,5 uM cada); dNTPs (0,1 mM cada); Taq
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DNA Polymerase Platinum — Invitrogen (1 U), e Agua Milli-Q para completar o volume
de 25 pL de solucéo. A reacao de amplificacdo para o COI se iniciou com um ciclo de
desnaturacdo de 2 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 30s de desnaturacgéo (94 °C),
1min e 30s de anelamento (52 °C), 1min e 30s de extensédo (72 °C) e 10 min de
extensao final (72 °C). Apos a amplificacdo, os produtos da PCR foram analisados em
gel de agarose 1% e o tamanho dos fragmentos obtidos foi estimado com base no
marcador padrédo Ladder 100pb. Os produtos do PCR foram purificados seguindo
protocolo de Rosenthal et al.*? e para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit
Big Dye Terminator. O sequenciamento foi realizado na ACTGene Analises

Moleculares Ltda, utilizando o sequenciador automatico AB-3500.

Analise de dados

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando os programas BioEdit 7
e MEGA 7, respectivamente. 3334 O algoritmo de alinhamento utilizado foi o software
ClustalW. ® O polimorfismo interpopulacional foi analisado pelo software DNA
Sequence Polymorphism (DnaSP v6)%¢ e as redes de haplétipos foram geradas
utilizando o software PopArt.3” A distancia p entre os espécimes analisados foi
calculada utilizando o MEGA 7. O programa MEGA 7 foi utilizado para a selecédo do
melhor modelo evolutivo e também para a construcdo da arvore génica utilizando o
método estatistico de maxima verossimilhanca com 1.000 reamostragens de
bootstrap. Um total de 72 sequéncias da regido COI pertencentes a Eigenmannia,
disponiveis no Bold Systems foram adicionadas as analises (Material Suplementar -
STab. 1). Sequéncias sem identificacdo de espécies e que comprometiam o tamanho
do alinhamento final foram retiradas das analises. A sequéncia BSFFA651-07,
referente a Sternopygus macrurus Bloch & Schneider, 1801 foi utilizada como grupo

externo.

Resultados

Sequéncias parciais do gene COI, constituida de 641 pares de bases (pb),
foram obtidas de 11 espécimes, sendo E. virescens (n=4), E. trilineata (n=3) e E.

correntes (n=4). As sequéncias foram alinhadas com as sequéncias disponiveis no
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banco de dados, editadas e cortadas, resultando em um fragmento de 559 pb. Cada
sequéncia obtida foi analisada individualmente na ferramenta BLASTn e os resultados
do percentual de identidade dos espécimes deste estudo com sequéncias do banco
de dados, sdo apresentados na Tabela 1. Dos 4 individuos de E. virescens obtidos
neste estudo, o individuo 194 apresentou valor expressivo de percentual de identidade
com a sequéncia disponivel no Genbank para a espécie E. virescens (99.67%,
GU701791.1), os individuos 163, 167 e 170 revelaram porcentagens de identidade com
variacdo de 99,83% a 100% para a espécie E. trilineata do banco de dados. Essa
divergéncia também ocorre com individuos analisados de E. trilineata, as amostras 40
e 54 apresentaram percentual de identidade de 99,67% para a espécie E. virescens
(GU701791.1). Nao ha registro de sequéncias do gene COI referentes a E. correntes
no banco de dados, sendo este um estudo inédito para a espécie, portanto, os
percentuais de identidade das sequéncias desta espécie com as sequéncias
disponiveis no Genbank variaram de 94,13% a 96,51% para as espécies E. trilineata
(MK464038.1) e E. vicentespelaea (KR491592.1), respectivamente.

Tabela 1 - Percentual de identidade de sequéncias COI das espécies de Eigenmannia
utilizadas no presente estudo.

Individuo Espécie Espécie Alinhada % de identidade N° de acesso
163 E. virescens E. trilineata 99,83% KU288902.1
167 E. virescens E. trilineata 100,00% KU288902.1
170 E. virescens E. trilineata 99,33% MK464069.1
194 E. virescens E. virescens 99,67% GU701791.1
12 E. trilineata E. trilineata 99,83% KU288900.1
40 E. trilineata E. virescens 99,67% GU701791.1
54 E. trilineata E. virescens 99,67% GU701791.1
1271 E. correntes E. trilineata 95,67% MK464038.1
1272 E. correntes E. vicentespelaea 96,51% KR491592.1
1273 E. correntes E. vicentespelaea 95,67% KR491592.1
1275 E. correntes E. trilineata 94,13% MK464038.1

Foram obtidos 53 haplétipos para as sequéncias analisadas, com 226 sitios
polimorficos variaveis. Os indices de diversidade haplotipica (h) e nucleotidica ()
foram 0,958 e 0,09437, respectivamente. A rede de haplotipos evidencia que 0s

haplétipos mais frequentes sdo H20 e H25, apresentando 5 exemplares cada, seguido
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por H7 (n=4) e H21 (n=4). Dos 11 espécimes analisados neste estudo, foram obtidos
9 haplétipos (Material Suplementar - STab. 1).

Dos 4 espécimes de E. virescens analisados neste estudo, foram obtidos os
haplotipos H39, H45, H46 e H47. O individuo 167 compartilhou o haplétipo H39 com
E. trilineata (LARIO31-12). Dentre os 3 individuos de E. trilineata, 40 e 54
compartilharam o hapl6tipo H45 com E. virescens 194. O exemplar 12 corresponde
ao haplotipo H48. Os haplétipos H49, H50, H51 e H52, sdo correspondentes aos 4
individuos de E. correntes (Fig. 1).

Os valores de distancia p obtidos para os haplétipos variaram de 0,2% para
algumas sequéncias do banco de dados e do presente estudo a 18,8% entre os
haplétipos H20 e H32 para o haplotipo H49. Em relacdo a distancia genética dos
haplotipos dos exemplares analisados neste estudo, os valores variaram de 0,7% a
16,8%. A menor distancia refere-se aos haplotipos H47 para H48, e H50 para H51. A
maior distancia genética foi observada no haplotipo H45 para o haplétipo H49. Dentre
0s espécimes de E. virescens analisados, a menor distancia p foi de 0,2% entre H39
e H47, e a maior distancia de 11,2% do H45 para H47. Nos individuos de E. trilineata,
o valor da distancia genética foi 11,1% entre H45 e H48. Em E. correntes, a distancia
mais curta, com valor equivalente a 0,7%, se refere ao haplétipo H50 para o H51. O
haplétipo H49 apresentou uma distancia genética de 8,2% em relacdo ao haplétipo
H52 (Material Suplementar - STab. 2).

O melhor modelo evolutivo selecionado foi Tamura-Nei (TrN) e a arvore
genética obtida com o marcador COI revelou diferentes agrupamentos. Um deles é
constituido por E. virescens, no entanto, E. cf. virescens e E. macrops também foram
alocados neste agrupamento. Destaca-se que alguns espécimes de E. virescens
obtidos neste estudo e no banco de dados ficaram posicionados e/ou formaram
diferentes agrupamentos envolvendo outras espécies, como E. humboldti e E.
limbata. E. correntes constituiu um outro grupo, irmao de E. vicentespelaea e de um
espécime de E. trilineata. O outro grupo formado € composto por E. trilineata e alguns
espécimes identificados morfologicamente como E. virescens, incluindo os individuos
163 e 170 (Fig. 2).

Discussao
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Apesar das varias andlises filogenéticas e de diversas novas espécies que vém
sendo descritas nos ultimos anos, auxiliando na delimitacdo de espécies ja
existentes,?343 o género Eigenmannia ainda é considerado complexo.** O
agrupamento genético observado nos individuos E. virescens 163, 167 e 170, que
apresentaram similaridade com espécimes de E. trilineata, assim como os exemplares
E. trilineata 40 e 54, que na arvore genética se alocaram com E. virescens, além do
compartilhamento de haplotipos interespecificos, corroboram uma dificuldade na
taxonomia de individuos desse género.

Dentre os espécimes identificados morfologicamente como E. correntes,
presume-se que 1271,1272 e 1273 pertencam a essa mesma espécie, pois
apresentam distancia genética menor que 2%. No entanto, a distancia p do exemplar
1275 em relacao aos individuos de seu grupo, variou de 6,5% a 8,2%, sugerindo que
esse individuo seja representante de outra espécie (Material Suplementar - STab. 2).
Segundo Campos-da-Paz e Queiroz,* E. correntes é incluida no grupo de espécies
E. trilineata por compartilharem caracteres morfolégicos semelhantes, como a
presenca de uma faixa lateral superior conspicua. Segundo os autores, E. correntes
se assemelha de E. vicentespelaea, E. waiwai e E. besouro devido a posicéo
subterminal da boca. Essa paridade nas caracteristicas pode explicar o fato de E.
correntes ter constituido um grupo irmado com E. vicentespelaea na arvore genética,
porém, ainda segundo 0s autores, essas duas espécies diferem, como no niumero de
dentes pré-maxilares, séries longitudinais de escamas acima da linha lateral, nUmero
total de raios da nadadeira anal, largura do corpo e largura oral maior, além de outras
caracteristicas.*®

Em relacdo aos espécimes coletados no banco de dados, alguns individuos
classificados como E. virescens, apresentaram valores de distancias superiores a 8%
se comparados com outros individuos da mesma espécie, reforcando que esses
exemplares sejam representantes de outra espécie. A sequéncia E. vicentespelaea
(GBMIN94539-17) agrupou-se na arvore genética com um exemplar de E. trilineata
(ANGBF56488-19), com uma distancia menor que 1%, sugerindo que esse individuo
de E. trilineata pertenca a espécie E. vicentespelaea. Um estudo que analisou 1088
espécies de peixes utilizando sequéncias COl, constatou que pares de sequéncias
gue apresentam divergéncia menor que 2% possuem uma alta probabilidade de
pertencerem a individuos de mesma espécie,!’ assim como proposto por Hebert et

al.l4
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Alguns pesquisadores questionam se o valor de divergéncia de 2% é valido
para todas as espécies. Em uma analise com 190 espécies de peixes da regido do
Canada, Hubert et al.?® obtiveram valores de distancia genética de 2,7% para
individuos que pertenciam a mesma espécie. Pereira et al.’® verificaram em seu
estudo que nem todas as espécies de peixes Neotropicais seguem o valor de 2%
como referéncia limite para separacao de espécies, sendo que, em alguns géneros,
esse limite pode camuflar a real diversidade de espécies existentes, corroborando a
ideia de que o valor de 2% nao deve ser considerado regra para todas as espécies de
peixes Neotropicais.

Devido a pouca diferenciacdo morfoldgica, grande diversidade de espécies e
ampla distribuicdo geografica,'® Eigenmannia tem sua taxonomia baseada em grupos
de espécies, levando-se em conta evidéncias moleculares e caracteristicas
morfoldgicas.3%46-47 Esse tipo de classificacéo é caracteristica em espécies de peixes
Neotropicais problematicos e que ainda possuem poucos estudos taxonémicos.?
Recentemente, Peixoto e Ohara'? classificaram Eigenmannia em dois grupos,
Eigenmannia humboldtii e Eigenmannia trilineata, a qual abrange a maior diversidade
de espécies, e onde E. trilineata, E. correntes e E. vicentespelaea estao inseridas.
Esta classificacdo poderia explicar a similaridade de espécimes de E. correntes com
E. trilineata e E. vicentespelaea como encontrado neste estudo. Por outro lado, a
espécie E. virescens, ndo esta incluida em nenhum grupo, pois segundo 0s autores,
ainda necessita de uma revisao taxondémica para esclarecimento de suas relacdes
filogenéticas.

Dessa forma, os resultados desse estudo, obtidos através das analises
moleculares das sequéncias COI, corroboram a complexidade dentro do género
Eigenmannia, ressaltando a necessidade de uma revisdo taxonbmica para
reformulacdo de algumas espécies previamente descritas, utilizando multiplas
ferramentas com base em dados morfolégicos, genéticos e citogenéticos, fornecendo

assim uma descricdo mais assertiva na identificacédo e delimitacdo das espécies.

Conclusdes

A complexidade em Eigenmannia e a pouca diferenciacdo morfologica é

reforcada nos resultados observados nesse trabalho, visto que alguns individuos
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identificados com a morfologia classica como E. virescens e E. trilineata apresentaram
incongruéncias nas analises moleculares. Além disso, espécimes do banco de dados
apresentaram distancias variaveis superiores a 2% para individuos aparentados da
mesma espécie. Ademais, esse estudo trouxe pela primeira vez sequéncias de COI
para uma populacéo de E. correntes, o que ira corroborar de forma relevante acerca

de pesquisas futuras sobre a espécie.

Legendas Figuras

Fig. 1: Rede de haplétipos de sequéncias de Eigenmannia com o marcador COI. Os
hapldtipos a seguir sdo referentes aos espécimes analisados neste estudo: H39 (167),
H45 (40, 54 e 194), H46 (170) e H47 (163), H48 (12), H49 (1275), H50 (1273), H51
(1272) e H52 (1271).

Fig. 2: Arvore genética construida pelo modelo Tamura-Nei (TrN) utilizando o método
estatistico de maxima verossimilhanca com 1.000 reamostragens de bootstrap, a
partir de sequéncias parciais do gene COI de Eigenmannia. Sternopygus macrurus
(BSFFA651-07) foi utilizado como grupo externo. Os espécimes analisados neste

estudo séo representados pelas formas preenchidas.

Legendas Material Suplementar

STab. 1: Espécimes de Eigenmannia disponiveis no Bold Systems adicionadas as
analises, com suas respectivas identificacdes (voucher), localidade e haplétipos

correspondentes.

STab. 2: Distancias p obtidas a partir de sequéncias parciais do gene COI, entre

amostras de Eigenmannia e do grupo externo Sternopygus macrurus.
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Fig. 1. Rede de haplotipos de sequéncias de Eigenmannia com o marcador COI. Os
haplétipos a seguir sdo referentes aos espécimes analisados neste estudo: H39 (167),
H45 (40, 54 e 194), H46 (170), H47 (163), H48 (12), H49 (1275), H50 (1273), H51

(1272) e H52 (1271).,
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Fig. 2. Arvore genética construida pelo modelo Tamura-Nei (TrN) utilizando o método
estatistico de maxima verossimilhanca com 1.000 reamostragens de bootstrap, a
partir de sequéncias parciais do gene COI de Eigenmannia. Sternopygus macrurus
(BSFFA651-07) foi utilizado como grupo externo. Os espécimes analisados neste
estudo séo representados pelas formas preenchidas.
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STab. 1 - Material Suplementar. Espécimes de Eigenmannia disponiveis no Bold
Systems adicionadas as andlises, com suas respectivas identificacdes (voucher),
localidade e hapl6tipos correspondentes.

Espécie Acesso Bold Localizagdo Haplétipos
Eigenmannia virescens  ANGBF36849-19 - H1
Eigenmannia virescens  ANGBF36850-19 - H2
Eigenmannia trilineata =~ ANGBF56488-19 Brasil H3
Eigenmannia trilineata BFFDF015-19 Brasil H3
Eigenmannia virescens BSB261-10 Brasil H4
Eigenmannia virescens BSB262-10 Brasil H5
Eigenmannia virescens BSB263-10 Brasil H6

Eigenmannia humboldtii BSFFA646-07 Panama H7
Eigenmannia humboldtii BSFFA647-07 Panama H7
Eigenmannia virescens CIUA1137-21 Colébmbia H8
Eigenmannia virescens CIUA1138-21 Colébmbia H9
Eigenmannia virescens FPSR267-09 Brasil H10
Eigenmannia trilineata FUPR914-09 Brasil H11
Eigenmannia trilineata FUPR915-09 Brasil H12
Eigenmannia trilineata FUPR916-09 Brasil H13
Eigenmannia trilineata FUPR917-09 Brasil H13
Eigenmannia trilineata FUPR918-09 Brasil H14
Eigenmannia virescens FUPR922-09 Brasil H15
Eigenmannia virescens FUPR924-09 Brasil H15
Eigenmannia virescens GBMIN119148-17 - H16
Eigenmannia macrops GBMIN124068-17 - H17
Eigenmannia virescens  GBMIN94538-17 - H18
Eigenmannia i

vicentespelaea GBMIN94539-17 H19

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL1636-17 Francesa H20

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL1729-17 Francesa H21

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL2159-17 Francesa H22
Eigenmannia virescens GBOL3597-18 Suriname H21

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL949-16 Francesa H22
Eigenmannia trilineata LARI029-12 Argentina H23
Eigenmannia trilineata LARIO30-12 Argentina H23
Eigenmannia trilineata LARI032-12 Argentina H24
Eigenmannia trilineata PEDII135-22 Brasil H23
Eigenmannia virescens TZGAA099-06 Guiana H25
Eigenmannia virescens TZGAA133-06 Guiana H25




Eigenmannia virescens TZGAA145-06 Guiana H25
Eigenmannia cf. i

virescens ANGBF36842-19 H26
Eigenmannia humboldti  ANGBF36843-19 Panama H7
Eigenmannia humboldti  ANGBF36844-19 Panama H7
Eigenmannia macrops  ANGBF36845-19 - H27
Eigenmannia virescens  ANGBF36847-19 Peru H28
Eigenmannia virescens  ANGBF36848-19 Peru H28
Eigenmannia trilineata ~ ANGBF56519-19 Brasil H29
Eigenmannia trilineata BFFDF046-19 Brasil H29
Eigenmannia virescens BSB107-10 Brasil H30
Eigenmannia virescens BSB260-10 Brasil H5
Eigenmannia virescens BSB264-10 Brasil H4
Eigenmannia virescens CIUA1136-21 Colébmbia H9
Eigenmannia virescens CIUA1139-21 Colébmbia H9
Eigenmannia virescens FUPR919-09 Brasil H15
Eigenmannia humboldti GBMNA18549-19 Colébmbia H31
Eigenmannia limbata  GBMNA18550-19 Suriname H32
Eigenmannia macrops  GBMNB5841-20 - H33
Eigenmannia virescens GBOL1037-16 Suriname H34

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL1113-16 Francesa H20

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL1657-17 Francesa H20

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL1658-17 Francesa H35

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL1690-17 Francesa H36

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL1719-17 Francesa H20

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL1728-17 Francesa H21

Eigenmannia virescens Guiana
GBOL2154-17 Francesa H37

Eigenmannia cf. limbata Guiana
GBOL2165-17 Francesa H20
Eigenmannia virescens GBOL3596-18 Suriname H21
Eigenmannia trilineata LARI028-12 Argentina H38
Eigenmannia trilineata LARIO31-12 Argentina H39
Eigenmannia trilineata LARI202-13 Argentina H40
Eigenmannia trilineata LARI203-13 Argentina H41
Eigenmannia trilineata LARI204-13 Argentina H42
Eigenmannia trilineata LARI205-13 Argentina H24
Eigenmannia trilineata PDCAI059-13 Brasil H43
Eigenmannia virescens TZGAA110-06 Guiana H44

30



Eigenmannia virescens TZGAA121-06 Guiana H25
Eigenmannia virescens TZGAA182-06 Guiana H25
Espécie Voucher Localizagdo Haplotipos
Eigenmannia correntes 1271 Brasil H52
Eigenmannia correntes 1272 Brasil H51
Eigenmannia correntes 1273 Brasil H50
Eigenmannia correntes 1275 Brasil H49
Eigenmannia trilineata 12 Brasil H48
Eigenmannia trilineata 40 Brasil H45
Eigenmannia trilineata 54 Brasil H45
Eigenmannia virescens 163 Brasil H47
Eigenmannia virescens 167 Brasil H39
Eigenmannia virescens 170 Brasil H46
Eigenmannia virescens 194 Brasil H45

31



STab. 2 - Material Suplementar. Distancias p obtidas a partir de sequéncias parciais do gene COI, entre amostras de Eigenmannia e do grupo

externo Sternopygus macrurus.
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26  H27
H1. ANGBF36849-19
H2. ANGBF36850-19 0,082
H3. ANGBF56488-19 0,082 0,079
H4. BSB261-10 0,097 0,096 0,091
H5. BSB262-10 0,096 0,094 0,089 0,002
H6. BSB263-10 0,096 0,091 0,089 0,005 0,003
H7. BSFFA646-07 0,129 0,112 0,111 0,122 0,121 0,122
H8. CIUA1137-21 0,124 0,126 0,107 0,079 0,077 0,081 0,133
H9. CIUA1138-21 0,122 0,124 0,106 0,081 0,079 0,082 0,131 0,002
H10. FPSR267-09 0,087 0,054 0,059 0,101 0,099 0,099 0,109 0,116 0,114
H11. FUPR914-09 0,092 0,012 0,076 0,094 0,092 0,089 0,107 0,124 0,122 0,052
H12. FUPR915-09 0,089 0,017 0,064 0,089 0,087 0,084 0104 0,117 0,116 0,039 0,015
H13. FUPR916-09 0,086 0,013 0,065 0,086 0,084 0,081 0,104 0,117 0,116 0,040 0,012 0,003
H14. FUPR918-09 0,087 0,015 0,067 0,087 0,086 0,082 0,102 0,119 0,117 0,042 0,013 0,005 0,002
H15. FUPR922-09 0,136 0,126 0,107 0,106 0,104 0,107 0,124 0,126 0,126 0,121 0,126 0,119 0,119 0,121
H16. GBMIN119148-17 0,059 0,057 0,069 0,091 0,092 0,092 0,133 0,116 0,114 0,076 0,067 0,065 0,064 0,065 0,129
H17. GBMIN124068-17 0,117 0,106 0,119 0,102 0,101 0,097 0,139 0,129 0,131 0,119 0,116 0,109 0,109 0,111 0,133 0,111
H18. GBMIN94538-17 0,121 0,106 0,126 0,097 0,096 0,099 0,141 0,077 0,076 0,128 0,116 0,112 0,112 0,114 0,129 0,104 0,112
H19. GBMIN94539-17 0,077 0,070 0,008 0,099 0,097 0,097 0,116 0,116 0,114 0,064 0,081 0,069 0,070 0,072 0,109 0,060 0,111 0,117
H20. GBOL1636-17 0,146 0,129 0,126 0,131 0,129 0,133 0,082 0,134 0,136 0,128 0,124 0,124 0,124 0,126 0,129 0,136 0,139 0,139 0,131
H21. GBOL1729-17 0,030 0,081 0,065 0,086 0,084 0,084 0,128 0,114 0,112 0,076 0,081 0,074 0,070 0,072 0,124 0,055 0,124 0,122 0,070 0,148
H22. GBOL2159-17 0,029 0,077 0,060 0,089 0,087 0,087 0,122 0,116 0,114 0,067 0,074 0,067 0,064 0,065 0,121 0,055 0,117 0,122 0,065 0,136 0,015
H23. LARI029-12 0,079 0,057 0,055 0,092 0,091 0,091 0,107 0,122 0,211 0,027 0,055 0,045 0,044 0,045 0,114 0,069 0,109 0,116 0,060 0,122 0,069 0,060
H24. LARI032-12 0,081 0,052 0,057 0,091 0,08 0,089 0,106 0,114 0,112 0,025 0,050 0,040 0,039 0,040 0,114 0,067 0,104 0,114 0,062 0,121 0,069 0,062 0,005
H25. TZGAA099-06 0,060 0,072 0,064 0,089 0,087 0,087 0,117 0,121 0,219 0,070 0,069 0,060 0,059 0,060 0,124 0,055 0,117 0,126 0,069 0,131 0,047 0,049 0,065 0,064
H26. ANGBF36842-19 0,076 0,060 0,064 0,101 0,099 0,099 0,121 0,126 0,124 0,070 0,070 0,060 0,060 0,062 0,128 0,060 0,117 0,116 0,059 0,129 0,070 0,067 0,065 0,060 0,077
H27. ANGBF36845-19 0,117 0,099 0,112 0,082 0,084 0,081 0,131 0,122 0,121 0,114 0,109 0,102 0,102 0,104 0,121 0,101 0,047 0,102 0,104 0,139 0,119 0,114 0,101 0,097 0,119 0,116
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H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27

H28. ANGBF36847-19 0,131 0,131 0,116 0,129 0,128 0,129 0,117 0,134 0,134 0,121 0,128 0,121 0,121 0,122 0,069 0,139 0,129 0,143 0,121 0,126 0,133 0,122 0,112 0,112 0,122 0,131 0,131
H29. ANGBF56519-19 0,081 0,054 0,062 0,091 0,089 0,089 0,101 0,114 0,112 0,027 0,050 0,045 0,044 0,045 0,112 0,069 0,116 0,119 0,067 0,122 0,067 0,062 0,027 0,025 0,070 0,067 0,106
H30. BSB107-10 0,074 0,062 0,055 0,092 0,091 0,091 0,112 0,119 0,117 0,065 0,062 0,052 0,052 0,054 0,116 0,059 0,122 0,124 0,060 0,126 0,059 0,059 0,064 0,059 0,065 0,015 0,121
H31. GBMNA18549-19 0,128 0,116 0,119 0,131 0,129 0,129 0,034 0,136 0,134 0,111 0,114 0,107 0,107 0,106 0,122 0,143 0,133 0,136 0,124 0,079 0,129 0,124 0,106 0,104 0,129 0,126 0,131
H32. GBMNA18550-19 0,143 0,129 0,126 0,128 0,126 0,129 0,076 0,138 0,139 0,128 0,124 0,124 0,124 0,122 0,128 0,139 0,139 0,139 0,131 0,013 0,144 0,133 0,122 0,121 0,133 0,129 0,139
H33. GBMNB5841-20 0,052 0,065 0,069 0,096 0,094 0,094 0,126 0,126 0,124 0,076 0,076 0,070 0,069 0,070 0,128 0,045 0,114 0,116 0,060 0,136 0,050 0,054 0,070 0,070 0,013 0,070 0,114
H34. GBOL1037-16 0,030 0,082 0,067 0,087 0,08 0,08 0,126 0,114 0,112 0,074 0,082 0,076 0,072 0,074 0,126 0,057 0,122 0,122 0,072 0,146 0,002 0,017 0,070 0,070 0,049 0,072 0,121
H35. GBOL1658-17 0,148 0,128 0,124 0,129 0,128 0,131 0,081 0,134 0,136 0,126 0,122 0,122 0,122 0,124 0,128 0,134 0,139 0,139 0,129 0,002 0,149 0,138 0,121 0,119 0,129 0,128 0,139
H36. GBOL1690-17 0,030 0,079 0,062 0,091 0,089 0,089 0,124 0,117 0,116 0,069 0,076 0,069 0,065 0,067 0,122 0,057 0,119 0,121 0,067 0,138 0,017 0,002 0,062 0,064 0,050 0,069 0,116
H37. GBOL2154-17 0,027 0,079 0,059 0,087 0,086 0,086 0,124 0,114 0,112 0,069 0,076 0,069 0,065 0,067 0,122 0,057 0,119 0,124 0,067 0,138 0,013 0,002 0,062 0,064 0,050 0,065 0,116
H38. LARI028-12 0,079 0,054 0,059 0,092 0,091 0,091 0,107 0,116 0,114 0,027 0,052 0,042 0,040 0,042 0,116 0,069 0,106 0,116 0,064 0,122 0,067 0,060 0,007 0,002 0,065 0,059 0,099
H39. LARIO31-12 0,082 0,054 0,059 0,092 0,091 0,091 0,107 0,116 0,114 0,027 0,052 0,042 0,040 0,042 0,116 0,069 0,106 0,116 0,064 0,122 0,070 0,064 0,003 0,002 0,065 0,062 0,099
H40. LARI202-13 0,086 0,059 0,064 0,091 0,089 0,089 0,112 0,117 0,116 0,032 0,057 0,047 0,045 0,047 0,117 0,074 0,107 0,117 0,069 0,124 0,074 0,067 0,008 0,007 0,067 0,067 0,101
H41. LARI203-13 0,086 0,057 0,062 0,096 0,094 0,094 0,107 0,117 0,116 0,030 0,055 0,045 0,044 0,045 0,116 0,072 0,106 0,117 0,067 0,119 0,074 0,067 0,007 0,005 0,065 0,065 0,102
H42. LARI204-13 0,079 0,054 0,059 0,092 0,091 0,091 0,109 0,112 0,111 0,027 0,052 0,044 0,040 0,042 0,117 0,069 0,107 0,116 0,064 0,124 0,067 0,060 0,007 0,005 0,067 0,060 0,101
H43. PDCAI059-13 0,086 0,023 0,064 0,086 0,084 0,081 0,099 0,114 0,112 0,039 0,022 0,010 0,010 0,012 0,117 0,065 0,109 0,112 0,069 0,119 0,069 0,064 0,042 0,040 0,059 0,062 0,101
H44. TZGAA110-06 0,060 0,074 0,067 0,094 0,092 0,089 0,121 0,121 0,119 0,072 0,070 0,065 0,064 0,065 0,128 0,059 0,122 0,124 0,072 0,129 0,049 0,049 0,067 0,069 0,010 0,084 0,119
H45. E. virescens 194 0,133 0,122 0,107 0,106 0,104 0,107 0,121 0,122 0,122 0,119 0,122 0,116 0,116 0,117 0,003 0,128 0,129 0,126 0,109 0,128 0,121 0,117 0,112 0,112 0,121 0,124 0,119
H46. E. virescens 170 0,077 0,054 0,059 0,089 0,087 0,087 0,094 0,111 0,109 0,030 0,052 0,045 0,044 0,045 0,112 0,070 0,116 0,117 0,064 0,116 0,067 0,059 0,023 0,022 0,070 0,064 0,104
H47. E. virescens 163 0,084 0,055 0,060 0,091 0,089 0,089 0,109 0,114 0,112 0,029 0,054 0,044 0,042 0,044 0,114 0,070 0,107 0,117 0,065 0,124 0,072 0,065 0,005 0,003 0,067 0,064 0,101
H48. E. trilineata 12 0,077 0,055 0,054 0,091 0,089 0,089 0,106 0,111 0,109 0,025 0,054 0,044 0,042 0,044 0,112 0,067 0,107 0,114 0,059 0,121 0,067 0,059 0,002 0,003 0,064 0,064 0,099
H49. E. correntes 1275 0,143 0,128 0,101 0,164 0,163 0,163 0,176 0,183 0,181 0,128 0,129 0,124 0,122 0,124 0,171 0,128 0,178 0,185 0,101 0,188 0,131 0,122 0,122 0,124 0,131 0,126 0,180
HS50. E. correntes 1273 0,084 0,070 0,044 0,109 0,107 0,107 0,131 0,129 0,128 0,072 0,074 0,069 0,067 0,069 0,122 0,069 0,126 0,131 0,042 0,143 0,074 0,065 0,067 0,069 0,074 0,065 0,124
HS51. E. correntes 1272 0,077 0,064 0,037 0,102 0,101 0,101 0,124 0,122 0,121 0,065 0,067 0,062 0,060 0,062 0,116 0,062 0,119 0,124 0,035 0,136 0,067 0,059 0,060 0,062 0,067 0,059 0,117
H52. E. correntes 1271 0,087 0,074 0,044 0,112 0,111 0,111 0,121 0,129 0,128 0,072 0,074 0,069 0,067 0,065 0,129 0,076 0,131 0,138 0,045 0,143 0,077 0,069 0,067 0,069 0,074 0,072 0,128
BSFFA651-07'S. 0,186 0,191 0,195 0,173 0,174 0,174 0,191 0,169 0,171 0,18 0,191 0,180 0,183 0,181 0,191 0,186 0,169 0,193 0,198 0,19 0,185 0,186 0,191 0,191 0,180 0,205 0,171

macrurus




Continuagéo
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H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35 H36 H37 H38 H39 H40 H41 H42 H43 H44 H4A5 H46 H47 H4A8 H49 H50 H51 H52  HS53
H28. ANGBF36847-19
H29. ANGBF56519-19 0,117
H30. BSB107-10 0,119 0,062
H31. GBMNA18549-19 0,119 0,102 0,121
H32. GBMNA18550-19 0,128 0,119 0,122 0,079
H33. GBMNB5841-20 0,131 0,076 0,069 0,138 0,138
H34. GBOL1037-16 0,134 0,069 0,060 0,128 0,143 0,052
H35. GBOL1658-17 0,124 0,121 0,124 0,081 0,015 0,134 0,148
H36. GBOL1690-17 0,124 0,064 0,060 0,126 0,134 0,055 0,018 0,139
H37. GBOL2154-17 0,124 0,064 0,057 0,126 0,134 0,055 0,015 0,139 0,003
H38. LARI028-12 0,114 0,027 0,057 0,106 0,122 0,072 0,069 0,121 0,062 0,062
H39. LARIO31-12 0,114 0,027 0,060 0,106 0,122 0,072 0,072 0,121 0,065 0,065 0,003
H40. LARI202-13 0,112 0,032 0,065 0,111 0,124 0,074 0,076 0,122 0,069 0,069 0,008 0,005
H41. LARI203-13 0,114 0,030 0,064 0,106 0,119 0,072 0,076 0,117 0,069 0,069 0,007 0,003 0,008
H42. LARI204-13 0,116 0,030 0,059 0,107 0,124 0,074 0,069 0,122 0,062 0,062 0,007 0,003 0,008 0,007
H43. PDCAIO059-13 0,119 0,035 0,054 0,102 0,119 0,067 0,070 0,117 0,065 0,065 0,042 0,042 0,047 0,045 0,044
H44. TZGAA110-06 0,124 0,074 0,072 0,128 0,131 0,015 0,050 0,131 0,050 0,050 0,070 0,070 0,072 0,070 0,072 0,060
H45. E. virescens 194 0,069 0,111 0,112 0,119 0,126 0,124 0,122 0,126 0,119 0,119 0,114 0,114 0,116 0,114 0,116 0,114 0,124
H46. E. virescens 170 0,112 0,007 0,059 0,096 0,112 0,076 0,069 0,114 0,060 0,060 0,023 0,023 0,029 0,027 0,027 0,035 0,072 0,111
H47. E. virescens 163 0,116 0,029 0,062 0,107 0,124 0,074 0,074 0,122 0,067 0,067 0,005 0,002 0,007 0,005 0,005 0,044 0,072 0,112 0,025
H48. E. trilineata 12 0,111 0,025 0,062 0,104 0,121 0,069 0,069 0,119 0,060 0,060 0,005 0,005 0,010 0,008 0,008 0,040 0,065 0,111 0,022 0,007
H49. E. correntes 1275 0,186 0,124 0,122 0,185 0,188 0,128 0,133 0,186 0,124 0,124 0,126 0,126 0,129 0,128 0,126 0,121 0,131 0,168 0,124 0,128 0,121
HS50. E. correntes 1273 0,139 0,069 0,064 0,139 0,143 0,069 0,076 0,141 0,067 0,067 0,070 0,070 0,076 0,072 0,070 0,065 0,074 0,119 0,069 0,072 0,065 0,065
H51. E. correntes 1272 0,133 0,062 0,057 0,133 0,136 0,062 0,069 0,134 0,060 0,060 0,064 0,064 0,069 0,065 0,064 0,059 0,067 0,112 0,062 0,065 0,059 0,069 0,007
H52. E. correntes 1271 0,139 0,069 0,067 0,129 0,139 0,072 0,079 0,141 0,070 0,070 0,070 0,070 0,076 0,072 0,070 0,065 0,074 0,126 0,069 0,072 0,065 0,082 0,020 0,017
BSFFA651-07'S. 0,195 0,193 0,195 0,188 0,188 0,185 0,183 0,195 0,185 0,186 0,190 0,193 0,191 0,193 0,193 0,181 0,181 0,188 0,191 0,191 0,190 0,245 0,196 0,190 0,195

macrurus




ARTIGO I

Mapeamento cromossOmico de sequéncias repetitivas em Eigenmannia

virescens (Gymnotiformes, Sternopygidae) da bacia do Alto rio Parana

Raissa Caroline Mazetto, Luciana Andréia borin de Carvalho, Carlos Alexandre
Fernandes e Ana Luiza de Brito Portela Castro

Resumo

Sequéncias de DNA repetitivo compreendem grande parte do genoma de eucariotos,
apresentando papel fundamental em rearranjos cromossomicos e diferenciagcédo
cariotipica desses organismos. O género Eigenmannia possui uma alta diversidade
cromossOmica, seus numeros cariotipicos variam de 28 a 46 cromossomos, e diversos
sistemas sexuais como XY, ZW, Z0 e X:X;Y. No presente estudo, realizamos o
mapeamento cromossdmico utilizando sequéncias microssatélites (GATA)s e (CGC)1o
por hibridizacao fluorescente in situ (FISH) de espécimes de E. virescens coletados no
corrego Dourado, MS, da bacia do Alto rio Parana para melhor compreensao da
estrutura e organizacao do genoma desta espécie. A sequéncia (GATA)s hibridizou as
regides terminais na maioria dos cromossomos, e ainda, marcacdes intersticiais
dispersas também foram observadas. O cromossomo sexual W apresentou um
acumulo deste microssatélite nas regibes terminal (braco curto) e no braco longo,
enquanto que no cromossomo Z observou-se um padrao de distribuicdo disperso. A
sonda (CGC)1o hibridizou na regido terminal do brago curto do par 15 (acrocéntricos),
coincidindo com a regido detectada por DNAr 18S como determinado em estudos
prévios com esta espécie. Os dados apresentados complementam informacgdes sobre
a estrutura cromossdémica de E. virescens quanto a presenca e organizacdo de
sequéncias microssatélites (GATA)s e (CGC)10 em seu genoma, considerando que a
evolucdo cariotipica neste grupo tem sido altamente divergente e marcada por
rearranjos cromossémicos, mecanismos de heterocromatinizacdo, nos quais as
sequéncias repetitivas possam estar envolvidas.

Palavras-chave: citogenética, cromossomos sexuais, DNA repetitivo, FISH,

microssatélites



Chromosomal mapping of repetitive sequences in Eigenmannia virescens

(Gymnotiformes, Sternopygidae) from the Upper Parand river basin

Abstract

Repetitive DNA sequences comprise a large part of the genome of eukaryotes, playing
a fundamental role in chromosomal rearrangements and karyotypic differentiation of
these organisms. The genus Eigenmannia has a high chromosomal diversity, its
karyotypic numbers range from 28 to 46 chromosomes, and several sexual systems
such as XY, ZW, Z0 and X1X2Y. In the present study, we performed chromosomal
mapping using microsatellite sequences (GATA)s and (CGC)io by fluorescent in situ
hybridization (FISH) of E. virescens specimens collected in the Dourado stream, MS, in
the Upper Parana River basin for a better understanding of the structure and
organization of the genome of this species. The sequence (GATA)s hybridized the
terminal regions on most chromosomes, scattered interstitial markings were also
observed. The W sex chromosome showed an accumulation of this microsatellite in the
terminal regions (short arm) and in the long arm, while in the Z chromosome there was
a dispersed distribution pattern. The (CGC)1o probe hybridized in the terminal region of
the short arm of the pair 15 (acrocentric), coinciding with the region detected by 18S
rDNA as determined in previous studies with this species. The data presented
complement information about the chromosomal structure of E. virescens regarding the
presence and organization of microsatellite sequences (GATA)s and (CGC)yo in its
genome, considering that the karyotypic evolution in this group has been highly
divergent and marked by chromosomal rearrangements, heterochromatinization
mechanisms, in which repetitive sequences may be involved.

Keywords: cytogenetics, FISH, microsatellites, repetitive DNA, sex chromosome
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Introducéo

Gymnotiformes € um grupo de peixes nativos de 4gua doce que fazem parte
da regiao Neotropical, e consiste em espécies que tém a capacidade de emitir fracas
descargas elétricas (Alves-Gomes 2001; Lavoué et al. 2012). De acordo com a lista
de todas as espécies de peixes elétricos da ordem registrada por Ferraris et al. (2017),
até 2016, foram incluidas 240 espécies validas, entre os 34 géneros e cinco familias,
Apteronotidae, Gymnotidae, Hypopomidae, Rhamphicthyidae e Sternopygidae; e um
género monotipico conhecido apenas por registros fésseis. As cinco familias de
Gymnotiformes possuem representantes na ecorregido da bacia do Alto rio Parana,
PR (Graga e Pavanelli 2007). Além disso, nessa localizagédo Reis et al. (2020)
encontraram cinco espécies pertencentes a Sternopygidae: Eigenmannia guairaca
Peixoto, Dutra & Wosiacki, 2015, E. trilineata Lopez & Castello, 1966, E. virescens
Valenciennes, 1836, Eigenmannia sp. e Sternopygus macrurus Bloch & Schneider,
1801. Dentre as espécies de Sternopygidae, destacamos E. virescens, que apresenta
uma ampla distribuicdo geogréfica, se estendendo do oeste dos Andes na bacia do
rio Orinoco até o rio de La Plata, abrangendo os paises: Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Guiana Francesa, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela
(Silva et al. 2009).

Estudos citogenéticos mostram uma grande diversidade cromossémica em
muitas espécies de Gymnotiformes, que varia de 2n=24 cromossomos (Apteronotus
albifrons) (Almeida-Toledo et al. 1981; Mendes et al. 2012) a 2n=54 cromossomos
(Gymnotus carapo) (Foresti et al. 1984). Eigenmannia Jordan & Evermann, 1896
também apresenta uma extensa variabilidade cromossémica entre espécies e/ou
populacdes de diferentes bacias hidrograficas distribuidas pelo Brasil. Neste grupo,
0s numeros diploides variam desde 2n=28, 31/32, 34, 36 a 38 cromossomos (Almeida-
Toledo et al. 1984, 1985, 1996, 2000, 2001, 2002; Silva et al. 2009, 2015; Fernandes
et al. 2010, 2019; Sene et al. 2014; Araya-Jaime et al. 2017, 2022) bem como a
ocorréncia de triploidia natural em um individuo de Eigenmannia sp. da bacia

amazonica analisado por Almeida-Toledo et al. (1985) que apresentou 3n=46.
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Além da variagdo cariotipica numérica e estrutural registrada em espécies de
Eigenmannia, este género destaca-se pela ocorréncia de diferentes sistemas sexuais,
incluindo os sistemas XY, ZW, Z0 e X1X;Y (Silva et al. 2009; Fernandes et al. 2019).
A maioria dos dados de ocorréncia de cromossomos sexuais tem sido registrada em
populacdes de E. virescens, que, apesar de apresentar numero diploide relativamente
constante de 2n=38, as formulas cariotipicas possuem algumas divergéncias entre os
autossomos, incluindo sistemas cromossémicos sexuais distintos quanto a
heterogametia, como XX/XY e ZZ/ZW (Almeida-Toledo et al. 2001, 2002; Silva et al.
2009; Fernandes et al. 2019). Em espécies ndo descritas (Eigenmannia sp.) e em uma
populacdo de E. trilineata, foram descritos nUmeros diploides de 2n=31 para machos
e 2n=32 para fémeas, isso se deve a presenca de um sistema sexual multiplo do tipo
X1 X1X2X2/X1X2Y (Almeida-Toledo et al. 1984, 2000; Fernandes et al. 2010; Sene et al.
2014). Recentemente, Araya-Jaime et al. (2017) descreveram uma populacdo de
Eigenmannia aff. trilineata que apresentava numero diploide de 2n=32 para machos e
2n=31 para fémeas e sistema sexual do tipo ZZ/Z0, caracterizado pela auséncia de
um elemento de um par cromossémico no cariotipo das fémeas. Ha também algumas
espécies sem diferenciacdo cromossdmica sexual, como € o caso das espécies E.
limbata e E. microstoma, onde Araya-Jaime et al. (2022) descreveram namero diploide

de 2n=38 para ambas espécies.

Em espécies de peixes com alta variabilidade cromossdémica, o mapeamento
cromossomico de diferentes sequéncias de DNAS, regibes heterocromaticas, genes
ribossbmicos e DNA repetitivos sdo de grande importancia para a compreensao
evolutiva do genoma e melhor diferenciacdo cariotipica. As sequéncias de DNA
repetitivo comp&em uma grande porcdo do genoma de eucariotos (Charlesworth et al.
1994; Richard et al. 2008) e diferem em relacdo ao comprimento e sequéncia
nucleotidica. Podem ser classificadas como repeticbes em tandem, onde estédo
incluidos os satélites (DNA altamente repetitivo), minissatélites e microssatélites (DNA
moderadamente repetitivo) (Charlesworth et al. 1994; Rao et al. 2010), e algumas
familias multigénicas (Nei e Rooney 2005; Farah 2007). E repeticGes dispersas, com
a capacidade de se replicar e inserir em diferentes locais no genoma. Essas repeti¢coes
dispersas sdo compostas por transposons, em que a transposicdo € mediada por
moléculas de DNA ou transposons de DNA, e retrotransposons, que se movem
através de intermediarios de RNA (Kidwell 2002; Jurka 2008).
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Os DNAs satélites sado sequéncias repetitivas que apresentam grandes arranjos
e sdo o principal componente da heterocromatina, que € encontrada geralmente nas
regides centroméricas, pericentromeéricas e subteloméricas dos cromossomos. Essas
regides heterocrométicas também podem ser encontradas em Ccromossomos
diferenciados, como os cromossomos sexuais heteromérficos, supranumerarios ou
em regides especificas de um determinado cromossomo (Garrido-Ramos 2017;
Crepaldi e Parise-Maltempi 2020). Vicari et al. (2010) trouxeram um compilado de
andlises de DNA satélites em peixes neotropicais demonstrando o papel fundamental
gue essas sequéncias tem na diferenciacdo e evolucao cariotipica dos organismos.
Também ja foram relatados a presenca de sequéncias repetitivas em regides
eucromaticas do genoma, porém esses arranjos sdo mais curtos, denominados de
micro ou minissatélites (Kuhn 2015; Garrido-Ramos 2017; Utsunomia et al. 2019). Os
microssatélites sdo marcadores muito importantes e tém sido amplamente utilizados
para demonstrar as diversificagbes cromossémicas em varios grupos de animais,
como répteis, aves, peixes e plantas (Cioffi et al. 20112; Terencio et al. 2013; Yano et
al. 2014; Scacchetti et al. 2015; Schneider et al. 2015; Piscor e Parise-Maltempi 2016),
assim como para analisar caracteristicas evolutivas dos cromossomos sexuais em
diversas espécies (Cioffi et al. 20112, Pokorn& et al. 2011; Poltronieri et al. 2014;
Hobza et al. 2015; Matsubara et al. 2016).

Além da complexidade taxondmica, as divergéncias cromossémicas
interpopulacionais denotam que Eigenmannia constitui um excelente modelo para
estudos citogenéticos, cujos dados podem auxiliar na delimitacdo das espécies e/ou
populacdes. Assim, o presente estudo tem por objetivo ampliar os dados cariotipicos
em uma populacao de E. virescens da bacia do rio Parana, previamente analisada por
Fernandes et al. (2019), através do mapeamento de sequéncias repetitivas como 0s

microssatélites fornecendo subsidios sobre a organizacdo do genoma desta espécie.

Materiais e Métodos

Amostras biolégicas
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Um total de 4 individuos (2 machos e 2 fémeas) de Eigenmannia virescens
foram coletados no corrego Dourado (23°51°'04,9”S / 54°25'13,9”W), afluente do rio
Ilguatemi, pertencente a bacia do Alto rio Parand, no extremo sul do estado do Mato
Grosso do Sul, regidao de Mundo Novo-MS. A coleta foi autorizada pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, através do Sistema de Informacédo e
Autorizacdo da Biodiversidade (SISBIO) que concedeu a licengca nimero 64619. Os
procedimentos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul (nimero 023/2018). Os espécimes foram depositados na colecdo de
peixes do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da
Universidade Estadual de Maringa - PR, sob o nimero NUP 19916.

Obtencéao das preparacfes cromossdmicas

As preparacdes cromossdmicas foram realizadas na Universidade Estadual do
Mato Grosso do Sul pelo Dr. Carlos Alexandre Fernandes utilizando a metodologia
descrita em Bertollo et al. (2015), e as suspensdes celulares foram gentilmente

cedidas para mapeamento das sequéncias repetitivas neste estudo.

Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

Para o mapeamento fisico com sondas de DNA microssatélite (GATA)s e
(CGCQC)1o, foram utilizadas sondas oligonucleotidicas adquiridas comercialmente e
marcadas diretamente com fluorocromo Cy5 na extremidade 5' durante a sintese
(Sigma Aldrich), foi realizado pela técnica de hibridizac&o fluorescente in situ (FISH)
de acordo com o protocolo de Kubat et al. (2008). A captura das imagens foi realizada
através do microscopio de fluorescéncia modelo Olympus BX-51. Para a montagem
dos cariotipos, os cromossomos foram pareados em grupos de: metacéntrico (m),
submetacéntrico (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntrico (a) conforme Levan et al.
(1964).
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Resultados

Eigenmannia virescens apresentou 2n=38 cromossomos compostos de
6m+10sm+4st+18a (machos) e 5m+11sm+4st+18a (fémeas), esta diferenca se deve
a presenca de cromossomos sexuais, sistema ZZ/ZW como descrito por Fernandes
et al. (2019) (Fig. 1).
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Figura 1. Cariétipo de Eigenmannia virescens (fémea) ap6s coloragdo convencional com Giemsa, in box
cromossomo sexual macho (Z2).

O padrdo de distribuicdo do microssatélite (GATA)s para os individuos de
Eigenmannia virescens, demonstra marcacfes ao longo de todos 0s cromossomos,
destacando-se blocos em posi¢cbes terminais e/ou subterminais e intersticiais nos
pares 4, 5, 9, 11, 14, 17, 19 e nos cromossomos sexuais Z e W. N&o foram
evidenciadas marcacdes (GATA)snas regides centromeéricas. As marcacgdes para este
microssatélite coincidiram com a heterocromatina identificada pela técnica de banda-
C (Fernandes et al. 2019) em alguns cromossomos como nos pares 3, 8, 11, 17 e 19
e o cromossomo sexual W. Algumas regides eucromaticas também apresentaram

marcacdes positivas para o microssatélite (Fig. 2).
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Figura 2. Hibridizag&o fluorescente in situ com sonda de DNA microssatélite (GATA)s (sinais vermelhos)
em Eigenmannia virescens do cérrego Dourado (bacia do Alto rio Parana,MS). Os cromossomos foram
contrastados com DAPI.

O sinal de hibridizacdo da sequéncia (CGC)io foi evidenciado como uma
marcacao conspicua em posic¢ao terminal do braco curto no par 15 (Fig. 3). Este par
apresenta uma constricdo secundaria ao longo do brago curto coincidente com as
regides positivas para Ag-NOR/FISH 18S (Fernandes et al. 2019). Os demais

cromossomos, incluindo os sexuais, ndo apresentaram marcacgoes.

Figura 3. Hibridizacéo fluorescente in situ usando sondas de DNA microssatélite (CGC)1o (Sinais
vermelhos) em Eigenmannia virescens do cérrego Dourado (bacia do Alto rio Parand,MS). Os
cromossomos foram contrastados com DAPI.
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Discussao

Em Eigenmannia virescens, a heterocromatina é encontrada preferencialmente
em regifes pericentroméricas (Almeida-Toledo et al. 2001, 2002; Silva et al. 2009;
Sene et al. 2014), contudo, as marcacdes do microssatélite (GATA)s ndo foram
coincidentes com essas regides, mas foram evidenciadas em regifes terminais,
subterminais e intersticiais em alguns autossomos e no cromossomo sexual W, sendo
consistentes com estudos anteriormente realizados, que demonstram que as
sequéncias microssatélites geralmente ficam localizadas em regides que sao
compostas por porgoes significativas de heterocromatina no genoma de peixes, como
os teldmeros, centrdbmeros e cromossomos sexuais (Martins 2007; Cioffi e Bertollo
2012; Garrido-Ramos 2017; Crepaldi e Parise-Maltempi 2020).

As marcacdes dispersas pelo genoma sao padrdes de distribuicdo recorrentes
ao se tratar da sequéncia (GATA), e podem ocorrer devido a rearranjos
cromossOémicos como translocacdes, inversdes, fusdes, fissdes, duplicacbes ou
delecdes (Traldi et al. 2013). Nossos dados coincidem com diversos estudos
realizados com diferentes espécies de peixes, considerando que as marcacdes se
apresentam como varios blocos ao longo das cromatides. Barbosa et al. (2017) em
um estudo com populacdes de Astyanax scabripinnis, verificaram um padrdo de
microssatélites discretamente disperso no genoma, além de um actumulo de (GATA)n
em regides terminais e intersticiais dos cromossomos. Em espécies de Hypostomus,
Traldi et al. (2013) encontraram também um padréo disperso com pequenos acumulos
nas porcdes intersticiais e terminais dos cromossomos. Ubeda-Manzanaro et al.
(2010) relataram o padrao disperso em quatro espécies da familia Batrachoididae
(Amphichthys cryptocentrus, Batrachoides manglae, Porichthys plectrodon e
Thalassophryne maculosa), sendo sugerido, segundo 0s autores, que essa sequéncia
nao seria apropriada para utilizagdo como marcador cromossémico por apresentar
essa ampla distribuicdo pelo genoma. Em contraste, em uma espécie também da
familia Batrachoididae (Halobatrachus didactylus), a hibridizacdo desse microssatélite
foi claramente visualizada em apenas um par de cromossomos (Merlo et al. 2007).
Ainda, Piscor e Parise-Maltempi (2016) observaram marcac¢des conspicuas de
(GATA)s em quatro espécies do género Astyanax (A. altiparanae, A. marionae, A.

fasciatus e A. schubarti) em associacdo com regifes de DNAr 5S. Essa divergéncia
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no padrao de distribuicdo demonstra que as repeticbes (GATA)» podem atuar como
bons marcadores cromossémicos para determinadas espécies. Embora para a
espécie analisada no presente estudo a distribuicao dispersa destas sequéncias ndo
constituam bons marcadores cromossémicos, elas podem apresentar alguma fungao
importante no genoma da espécie sedo uma referéncia para futuros estudos

comparativos neste grupo.

As sequéncias (GATA), compdem um DNA satélite denominado Bkm (Banded
krait minor) isolado do cromossomo sexual W do réptil Elaphe radiata (Epplen et al.
1982). Estudos apontam uma ligagdo entre essas sequéncias que sdo altamente
conservadas em eucariotos, com a evolucdo e diferenciacdo dos cromossomos
sexuais, segundo Jones e Singh (1985), as sequéncias Bkm tém a caracteristica de
se acumular em cromossomos sexuais Y e W (Singh et al. 1984; Subramanian et al.
2003). No presente estudo, os cromossomos Z e W mostraram um acumulo da
sequéncia (GATA)s. Uma hipoétese para essa distribuicdo no genoma de peixes, tanto
em autossomos como em Cromossomos sexuais, seria de que com a evolugéo, as
sequéncias (GATA), estariam se acumulando cada vez mais no genoma dos
organismos e atuando na regulacdo de genes através da reorganizacdo da cromatina
e também em rearranjos cromossdmicos (Subramanian et al. 2003). O cromossomo
W de E. virescens apresentou uma heterocromatina terminal no braco curto
(Fernandes et al. 2019) que coincide com a sequéncia do microssatélite (GATA)s nas
regides teloméricas, isso denota que na composicdo da heterocromatina presente
nestas regides, ocorre a presenca desse microssatélite, dentre outras sequéncias que
também possam estar presentes nessas posi¢cdes. Em diferentes populacdes de E.
virescens, portadoras de sistemas ZZ/ZW (onde o cromossomo Z é acrocéntrico e o
W submetacéntrico) pertencentes as bacias Amazénica e do rio S&o Francisco, a
heterocromatina foi evidenciada predominantemente nas regides centroméricas ou
pericentroméricas de todos 0s cromossomos, mas grandes blocos heterocromaticos
destacaram-se nos cromossomos W destas populacdes sugerindo que rearranjos
cromossOdmicos, como por exemplo, inversfes pericéntricas e adicdo de
hetrocromatina contribuiram para diferenciacdo dos cromossomos sexuais (Almeida-
Toledo et al. 2002; Silva et al. 2009). Na populacdo do presente estudo, 0s
cromossomos sexuais ZW apresentaram heterocromatina localizada nas regides

centroméricas e uma fraca marcacdo na posi¢cdo terminal do cromossomo W
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(Fernandes et al. 2019) sugerindo possivelmente, uma origem mais recente deste

mecanismo.

Varios estudos anteriores envolvendo outras espécies mostraram um maior
acumulo de microssatélites nas areas heterocromaticas do cromossomo sexual (Cioffi
et al. 2011b), como foram analisadas nas espécies de peixes do género Leporinus,
em que os microssatélites utilizados se acumularam principalmente no cromossomo
W (Cioffi et al. 2012; Poltronieri et al. 2014). Em espécies do género Characidium,
Scacchetti et al. (2015) observaram padrdes distintos de distribuicdo de varios
microssatélites nos cromossomos Z e W das espécies analisadas, entretanto, a
espécie C. gomesi chamou atencéo pela forte marcagédo no cromossomo sexual W
pelo microssatélite (TTA)io. Contudo, em algumas espécies que possuem
cromossomos sexuais, como Ephestia kuehniella (Traut 1987), Ictalurus punctatus
(Tiersch et al. 1992) e Haemopis sanguisuga (Vitturi et al. 2002), néo foi observada
uma distribuicdo sexo-especifica da sequéncia (GATA),, sugerindo que ndo ha uma
associacao direta dos cromossomos sexuais com as repeticdes (GATA), em espécies

de diferentes grupos.

A sequéncia (CGC)yo identificada neste estudo em um par de cromossomos
portador da regido de DNAr 18S conforme analisada anteriormente (Fernandes et al.
2019), apresenta similaridade com alguns trabalhos que identificaram a colocalizacao
de diferentes tipos de microssatélites com familias multigénicas, e que sdo bastante
comuns em diversos organismos. Ruiz-Ruano et al. (2014) observaram essa
associacdo no genoma de duas espécies de gafanhotos (Eyprepocnemis plorans e
Locusta migratoria) ao utilizar sondas de genes de histonas H3. Em peixes, Schneider
et al. (2015) identificaram essa mesma relacao entre o microssatélite (GT)1z com a
regido de DNAr 18S na espécie Pterophyllum scalare. A sequéncia (CG)1s também se
mostrou coincidente com a regido de DNAr 18S do cromossomo sexual W da espécie
Characidium timbuiense (Scacchetti et al. 2015). Em espécies do género Gymnotus,
Utsonomia et al. (2014, 2018) chegaram a conclusao que regides ricas em sequéncias
(A)z0 teriam associacao com o sSnRNA U2, enquanto os motivos (GC)1s apresentavam
marcacdes conspicuas nas mesmas regifes de DNAr 45S. Os dados obtidos no

presente estudo podem estar relacionados a associacdo entre repeticbes de

microssatélites com espacadores de familias multigénicas. Merlo et al. (2010)
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descreveram em espécies de peixes da familia Moronidae (Dicentrarchus labrax e
Dicentrarchus punctatus), um contetdo de GC correspondente a aproximadamente
65,71% na regidao ITS1 (espacador transcrito interno localizado entre 0s genes
ribossémicos 18S e 5.8S). Em outro estudo realizado com uma grande variedade de
animais marinhos, andlises mostraram que o contetdo de GC em vertebrados estaria
em torno de 56,8% a 78% nas sequéncias ITS1 (Chow et al. 2009). A colocalizac&o
de sinais de hibridizagdo do microssatélite (CGC)10 em posic¢éo telomérica do braco
curto do par 15 de E. virescens, o qual € o portador de sitios DNAr 18S (Fernandes et
al. 2019), corrobora a hip6tese de associacdo de repeticdes microssatélites em

familias multigénicas como discutido acima.
Conclusdes

Os microssatélites sdo um dos componentes mais dindmicos presentes no
genoma, e um melhor entendimento de sua organizacao cromossémica é importante
para compreender o papel desses elementos repetitivos de DNA nos mecanismos da
evolucdo cromossémica. Os resultados obtidos com a sequéncia repetitiva (GATA)s
podem fornecer alguns dados Uteis no estudo da filogenia no género Eigenmannia, e
contribuir para um melhor entendimento da organizacdo e distribuicdo dessas
sequéncias. A organizacdo compartimentada da sequéncia (CGC)io em um par de
cromossomos denota uma possivel ligacdo do microssatélite com familias
multigénicas, principalmente em genes ribossémicos e de histonas, revelando que
algumas caracteristicas ainda tém sido conservadas. Os resultados obtidos no
presente estudo fornecem uma direcdo para futuras pesquisas e contribuem com
informacdes relevantes a respeito desses marcadores cromossOmicos na espécie E.

virescens.
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