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RESUMO

O presente estudo tem como finalidade realizar um levantamento bibliografico das principais
publicacBes da area de citogenética classica e molecular para o género Moenkhausia e para a
espéecie de Moenkhausia sanctaefilomenae. A espécie M. sanctaefilomenae pertence a ordem
Characiformes, familia Characidae e subfamilia Stethaprioninae, apresentando uma ampla
distribuicdo pela bacia do Alto Rio Parana e areas adjacentes. Quanto a citogenética do grupo, o
namero diploide do género apresenta pouca variacdo, indo de 48 a 50 cromossomos, com
predominancia de metacéntricos e submetacéntricos. Com relacéo a filogenia, o género pode ser
considerado polifilético. Na espécie M. sanctaefilomenae, o caridtipo é conservado em 2n = 50
cromossomos. A regido organizadora de nucléolo (RON) apresentam-se bastante variaveis entre
populacOes da espécie, com sitemas de RON simples e em alguns casos com multiplas marcacdes
cromossdmicas. Em diversos estudos para a espécie a heterocromatina foi evidenciada
majoritariamente em regides centroméricas e pericentroméricas, o que pode ser considerado como
caracteristico da espécie. Os cromossomos Bs ou supranumerarios sao recorrentes no género e
estdo presentes em nimero varidvel em M. sanctaefilomenae. Em alguns casos 0S cromossomos
Bs apresentam sitios de RON e banda-C, além de genes evidenciados através da Hibridizacéo in
situ fluorescentes (FISH), o que corrobora com a hip6tese de que tais cromossomos podem ter
sido originado de pares do complemento A, por meio de possiveis rearranjos cromossémicos.
Porém, apesar de existirem diversos estudos cromossémicos para a espécie, € notavel que mais
estudos que busquem explicar a origem dos cromossomos Bs se fazem necessarios, incluindo
estudos comparativos com populacGes de diferentes bacias hidrogréficas, pois tais estudos podem
contribuir com dados ainda mais solidos sobre a origem e comportamento desses elementos no
gendéma de M. sanctaefilomenae.

Palavras-chave: Citogenética. Cromossomos B. FISH. Banda C. RON. Filogenética.
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1. INTRODUCAO
A ordem Characiformes é uma das mais numerosas de peixes de 4gua doce, sendo que

atualmente apresenta 3756 espeécies validas, distribuidas em 24 familias diferentes, das quais a
mais numerosa é a familia Characidae, com 1214 espécies validas (FRICKE; ESCHMEYER;
FONG, 2020). Possui uma ampla distribuicdo, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Patag6nia, na Argentina e apresenta uma grande diversidade na regido tropical da América do
Sul (MIRANDE, 2019).

A familia Characidae apresenta 10 subfamilias, sendo que a subfamilia
Stethaprioninae é a que contém o maior nimero de espécies entre elas, com 611 espécies validas
(FRICKE; ESCHMEYER; FONG, 2020). Os peixes pertencentes a essa subfamilia, apresentam
tamanhos variando de pequeno a médio porte e podem ser encontrados por exemplo em rios e
corregos pertencentes a bacia do Alto Rio Parana e areas adjacentes (OTA et al., 2018).

Os membros de Stethaprioninae apresentam caracteristicas morfoldgicas peculiares
que os distinguem dos demais caracideos, pois em geral ndo atingem grande porte, apresentam
corpo comprimido e alto, além de possuirem um espinho 6sseo situado logo a frente do primeiro
raio da nadadeira dorsal, o que foi considerado como sinapomorfico para o grupo (REIS, 1989
apud GARCIA-AYALA, 2018).

Quanto as classificagcBes, muitos integrantes sofreram modificacdes, sendo inseridos
provisoriamente em Incertae sedis (dentro de Characidae, ver, LIMA et al, 2003), 0 que néo
ocorreu com Serrapinnus, pois 0 mesmo permanece bem definido (com relacédo a filogenenia)
em Cheirodontinae. Porém, é notavel que as relac@es filogenéticas entre muitos individuos de
Incertae sedis s@o bastante complexas e ndo apresentam uma total definicdo, uma vez que
representam um grupo polifilético, o que tem levado a muitas discuss@es atualmente (ver, por
exemplo, OLIVEIRA et al., 2011; THOMAZ et al., 2015; ROSSINI et al., 2016).

O género Moenkhausia apresenta um namero significativo de espécies, atualmente é
composto por aproximadamente 90 especies validas, as quais se distribuem em bacias
importantes da América do Sul, como a bacia dos rios Amazonico, Orinoco, La Plata e San
Francisco, além de alguns representantes do género na bacia do Alto Rio Parana, nesse grupo
também hé conflitos quanto as classificacdes taxondmicas (VANEGAS-RIOS; BRITZKE;
MIRANDE, 2019; OTA et al, 2018). Os habitos alimentares podem ser varidveis entre as
espéecies do género, com presenca de individuos predominantemente insetivoros, como em
Moenkhausia collettii, Moenkhausia sanctaefilomenae, além de espécies generalista (onivora)
como em Moenkhausia intermedia (OLIVEIRA et al., 2015; TOFOLI et al., 2010;
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BENNEMANN; CASATTI; OLIVEIRA, 2006; MORALLES; RODRIGUES; MACHADO,
2009).

Uma espécie destaque para o0 g@género Moenkhausia, € a Moenkhausia
sanctaefilomenae, conhecida popularmente como Tetra olho de fogo, ou olho vermelho, devido
a coloracdo dos olhos, pois 0 mesmo é de porte pequeno (até 7 cm de comprimento) e é utilizado
em aquarios, apresentando um alto valor comercial em paises como o México (ALANIS;
SARMA; NANDINI, 2009).

A citogenética classica e molecular atualmente tem sido extremamente importante na
identificacdo, classificagdo e estudo evolutivo entre as espécies de peixes de &gua doce,
principalmente naquelas espécies de peixes que apresentam problemas taxondémicos, a
citogenética tem sido uma ferramenta muito Util, sendo utilizada no auxilio de identificacdo
destas espécies (BERTOLLO et al., 2017).

Portanto, dada a importancia dos estudos citogenéticos classicos e moleculares em
peixes, o presente estudo tem como finalidade realizar um levantamento bibliogréafico de tais
estudos para a espécie de M. sanctaefilomenae, uma vez que o presente trabalho podera

contribuir com futuros estudos citotaxondmicos para este grupo de peixes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Realizar um levantamento bibliogréafico de estudos citogenéticos convencionais
e moleculares para a espécie de M. sanctaefilomenae, ja publicados até o
momento, afim de contribuir com futuros estudos citotaxonémicos.

2.2 Objetivos especificos

e Promover pesquisas online em websites de buscas de artigos cientificos, como
por exemplo: Google académico, Scientific Eletronic Library Online (Scielo) e

Web of Science;

e Descrever 0s principais estudos cromossdmicos realizados para o género

Moenkhausia;

e Descrever os principais estudos Filogenéticos realizados para o género

Moenkhausia;

e Descrever 0s principais estudos cromossdmicos convencionais € moleculares

em M. sanctaefilomenae.
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3. METODOLOGIA
O presente trabalho foi relizado atraves de pesquisas em websites de artigos

cientificos, como o Google Scholar, ou Google Académico como é conhecido em portugués,
Scientific Eletronic Library Online (Scielo) e Web of Science. Para obten¢édo dos estudos mais
direcionados na area de citogenética classica e molecular para o género Moenkhausia e para a
espécie M. sanctaefilomenae foram utilizadas combinacGes de palavras como: citogenética
(cytogenetics), cariotipo (karyotype), cromossomos (chromosomes), Characiformes,

Characidae, Moenkhausia e Moenkahusia sanctaefilomenae.

4. DESENVOLVIMENTO

4.1 Estudos citogenéticos no género Moenkhausia e a ocorréncia de

cromossomos Bs no grupo

Diversos estudos citognéticos realizados em peixes pertencentes ao género
Moenkhausia tem demonstrado um cariotipo bastante conservado para o grupo, variando de 2n
= 48 a 2n = 50 cromossomos, com uma predominancia de metacéntricos e submetacéntricos
(PORTELA-CASTRO; JULIO-JUNIOR, 2002; DANTAS et al., 2007; FERNANDES;
ALVES, 2017).

Apesar da conservagdo do nimero diploide no grupo, podem ser observadas distin¢Ges
na formula caritipica de algumas espécies, como por exemplo no estudo realizado por
Nascimento (2015), no qual o autor analisou citogeneticamente cinco espécies de Moenkhausia
(Tabela 1) de diferentes localidades, as quais demonstraram um namero diploide de 2n = 50
cromossomos (Figuras 1 e 2), semelhante aos demais peixes do género, porém com diferencas
aparentes nas formulas cariotipicas e certa variacdo no nimero fundamental (NF = 96 a 100),
0 que pode ser atribuido a rearranjos estruturais ndo-Robertsonianos, como inversdes e/ou
translocagbes (Tabela 2). Tais rearranjos, segundo Nascimento (2015) exerceram um

importante papel no processo de diferenciacao cariotipica no género.
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Tabela 1 - Espécimes de Moenkhausia coletados. LBP: Colegéo de Peixes Laboratorio de

Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias, UNESP; F: fémeas; M: macho.

Espécies

Coordenadas

Localidade/Municipio

LBP

N Amostral

M F
Moenkhausia — " Ay Rdo Verde .
COSMOPS 13°3834.77°S, SE°0103.02°W Campo Novo do Parecis/™MT 8164 2 -
e 0112 " aqgrgs camyy  Pbeirdo do Sapo c1n
M. cf. forestii 14°3324.43"S, 57°48'45.53"W Tangard da Serra/MT 19532 4 8
o " war  Corrego Corredeira -
[4°4808.33"S, 57507251 8"W Denise/MT 19530 4 4
. . - . Rio do Sangue
o 1" " o) QWS 14 a3
M. oligolepis 13°41'30.56"S, 57°4223 28"W Campo Novo do Parecis/MT 8527 3 4
10°4003.63"S, 68°1543.61"w  COorrese Sem Nome 18576 3 2
Hapur/AC
. Rio Verde ,
— " " - -
M. of 1 3=3834.77"S, 58°01'03.02"W Campo Novo do Parecis/MT 19533 | 2
MIGTOMATGINAL | ) 303643 §2"S, 57°5128.20"W . 8525 1 0
Rio Membeca
:::ofnkfmusm 13°36'43.82"S. 57°51"28.29"W Campo Novo do Parecis™T 19531 4 1

Fonte: NASCIMENTO, 2015.

Tabela 2 - Dados citogenéticos encontrados nas espécies/populacdes
analisadas no presente trabalho.

de Moenkhausia

Espécie Localidade Farmula Cariotiplea NF Cromossomo B
Moenkhansia cosmaps | Rio Verde | 4m+ Y0=mmr+at 10 -
M. ef. foresti Ribeirio do Sapo |+ 3 2smm+-Bat 1040 0-3

Cormegu Commedeira 04
| 2mi+3 2 ap+hat
M. oligalepis Rio do Sangue L0 0-3
Xapuri'AC I Oert 26+ | 4st 0-2
Rio Membeca -
M. ef. nigromarginata |4t 32am+4a kL
Rio Verde -
Moenlhausia sp. Rio Membeca | i+ 32 s+ Bat 100 -

Fonte: NASCIMENTO, 2015.
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Figura 1 — Cari6tipos corados com Giemsa a 5% (a, b e c) e metafases ap6s bandamento C
(a’, b’ e c’) de Moenkhausia. Em a M. cosmops, b M. cf. nigromarginata e em ¢ Moenkhausia
sp. Nos quadrados o par cromossémico portador das Ag-RONs. A barra equivale a 10pm.
(NASCIMENTO, 2015).
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Figura 2 - Cariotipos corados com Giemsa a 5% (a, b e ¢) e metafases apés bandamento C
(a’, b’ e ¢’) de Moenkhausia. Em a M. cf. forestii; b M. oligolepis do Rio do Sangue; ¢ M.
oligolepis do Corrego Corredeira e em d M. oligolepis do Xapuri/AC; Em destaque o0s
cromossomos B encontrados. As cabegas de seta indicam o cromossomo B. Nos quadrados o
par cromossémico portador das Ag-RONSs. A barra equivale a 10um. (NASCIMENTO, 2015).

Estudos realizados utilizando marcadores para a regido organizadora de nucléolo

(RON), demonstra que em diversos representantes do género Moenkhausia ha presenca de

sistema de RON simples com um par de cromossomos marcados, seja metacéntrico,

submetacéntrico ou subtelocéntrico. Por exemplo, no estudo realizado por Portela-Castro e

Julio-Junior (2002), os individuos de M. sanctaefilomenae e M. intermedia apresentaram

marcagdes nos pares cromossomicos 13 e 12 respectivamente (Figura 3), evidenciando sistema

de RON simples, o que também € expresso nas Figuras 1 e 2 pertencentes ao estudo de

Nascimento (2015) para todas as espécies por ele analisadas.
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Quanto a localizacdo da heterocromatina constitutiva mostradas pela técnica de
bandeamento C (estudo de NASCIMENTO, 2015) se mostra em blocos heterocrométicos
centroméricos e pericentroméricos na maioria dos cromossomos em espécies como M.
cosmops, M. cf. nigromarginata, Moenkhausia sp, M. cf. forestii e M. oligolepis (Figura 1 e 2),
corroborando também com estudos como de Hashimoto et al., (2012), no qual a distribuicéo
heterocromatica é bastante semelhante.

. =
Q}' -
J i
fl S
nn “ AR AR R k& 13
M 2 3 4 < 6
At &0 RE Bx of o A¢ &R Ko
SM 7 8 9 1011 12 I*J 14 15
WK S8 KR BR Kih AU a0 AR AA
i 17 18 19 "W U 1B 1 21
M .
| ST 25 |
b
’ &
>'x {*V xx xov- KX X' nA K
M 1 2 3 4 B 6 7 8
;.\K a0 88 AN A Ay AN AR AN
SM 9 10 11 |*2 13 ‘1418 A 17
A;: a' - « NI h" - r.“ R
] B 19 20 2 W 230 94as

Figura 3 — Cari6tipos corados com Giemsa, (a) Moenkhausia sanctaefilomenae e (b) M.
intermedia. em detalhe, par 13 'mostrando um heteremorfismo de constricdo secundaria.
(PORTELA-CASTRO; JULIO-JUNIOR, 2002).

Os estudos moleculares utilizando a técnica de FISH com sondas de DNAr 5S,
realizados por Nascimento (2015) demonstram uma distribuicdo bastante particular desse sitio
para cada uma das espécies por ele estudadas, por exemplo, em M. cosmops foi observado nas
regides pericentroméricas dos pares 1 e 2, em M. cf. nigromarginata nas regiées centroméricas
dos pares 24 e 25, em Moenkhausia sp. nas regides pericentroméricas dos pares 1 e 6 e em M.
cf. forestii nas regides centroméricas dos pares 1, 2, 6, 8 e 10.

Ja para M. oligolepis a FISH marcou diferentes localizacbes do DNAr 5S nas trés

populacBes analisadas, sendo que na populagdo do Rio do Sangue no municipio de Campo
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Novo do Parecis/MT, as quatro marcagdes observadas foram nas regiGes centroméricas dos
pares 1 e 7, ja na populagdo do Corrego Corredeira no municipio de Denise/MT, os sitios
marcados se apresentaram nas regides centroméricas e pericentroméricas de 17 cromossomos
diferentes e na populacdo de um corrego sem nome, no municipio de Xapuri/AC, o0s sitios
marcados se apresentaram dispersos em regifes centroméricas e pericentroméricas em até 21
cromossomos. A notével variagdo apresentada pelos sitios de DNAr 5S nas espécies
estudadadas comprova uma intensa dindmica evolutiva destes sitios para o grupo
(NASCIMENTO, 2015).

A utilizacdo das sondas de DNAr 18S para marcagdo cromossdmica demonstra que na
grande maioria das espécies do género Moenkhausia, ha apenas um par de cromossémos
marcados, como por exemplo em M. intermedia, Moenkhausia sp. (Figura 4B-C) e M.
dichroura (DANTAS et al., 2007; PAIZ, 2013).

Porém, apesar da aparente conservagao do sitio 18S em apenas um par cromossdémico,
em M. sanctaefilomenae tal sitio se apresenta em varios cromossomos (Figura 4A) o que pode

ser um indicador de rearranjos cromossémicos na especie (DANTAS et al., 2007).

Figura 4. Hibridizag&o in situ fluorescente nos cromossomos dos espécimes de Moenkhausia
sanctaefilomenae (a), Moenkhausia intermedia (b) e Moenkhausia sp. (c). A cabeca da seta
indica localizacdo do DNAr 18S sobre 0os microcromossomos B. Barra =5 um. (DANTAS et
al., 2007).
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Uma caracteristica comum a varias espécies de Moenkhausia € a ocorréncia de
Cromossomos supranumerarios, os chamados cromossomos Bs (Figuras 2, 3, 4 e 5 extraidas
dos trabalhos de PORTELA-CASTRO; JULIO-JUNIOR, 2002; DANTAS et al., 2007;
NASCIMENTO, 2015). Tais cromossomos se apresentam em diversas formas e numeros e
podem ser considerados como elementos dispenséaveis do gendma, além disso, estdo presente
em cerca de 15% dos eucariotos (CAMACHO et al., 2000; SERRANO, 2013).

Os cromossomos supranumerarios presentes em Moenkhausia tem sido alvo de
constantes estudos, os quais buscam inferir as possiveis origens dos mesmos. Em M. oligolepis,
por exemplo, os cromossomos Bs encontrados por Nascimento (2015) sdo de diferentes
morfologias, variando de microcromossomos B a cromossomos B-metacéntrico e B-
acroceéntrico, tais variacdes morfologicas ocorreram entre populacfes. Ja em M. cf. forestii 0s
cromossomos Bs sdo microcromossomos. Os polimorfismos cromossémicos podem estar
atrelados a rearranjos cromossdmicos, acimulo de DNA repetitivos e processos de
heterocromatizacdo (CAMACHO, 2005).

A utilizacdo da FISH permitiu mapear sitios de genes como DNAr 18S, histona H1 e
snDNA U2 nos cromossomos Bs de M. oligolepis e M. cf. forestii (Figura 5), o que sugere uma
possivel origem intraespecifica de tais elementos. Sequéncias repetitivas de DNA em
cromossomos do complemento A, segundo o0 autor, também podem estar ligadas ao processo

de formacdo dos cromossomos supranumerarios em Moenkhausia (NASCIMENTO, 2015).
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- M. oligolepis M. oligolepis | M. oligolepis
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Figura 5. Cromossomos B de Moenkhausia analisados no presente trabalho, apés a aplicacéo
de diferentes técnicas citogenéticas (NASCIMENTO, 2015).

4.2 Principais estudos filogenéticos moleculares utilizando genes mitocondriais e
nucleares no género Moenkhausia

Estudos filogenéticos moleculares utilizando sequéncias parciais do gene mitocondrial
Citocromo C Oxidase subunidade I (COI) demonstram a existéncia de conflitos taxondmicos
no género Moenkhausia (o qual € polifilético), por exemplo, espécies como M. oligolepis no
estudo de Benine et al., (2009) apresentam uma distancia genética significativa, formando entéo
diferentes clados, um clado de M. oligolepis para a bacia do rio Araguaia, um clado de M.
oligolepis para a bacia do rio Paraguai e um clado de M. oligolepis para a bacia Amazonica,
sugerindo desta forma que a espécie estudada corresponde a um complexo de espécies (podendo
corresponder a 3 espécies diferentes) e ndo apenas uma espécie (figura 6). J& as espécies de M.

forestii e M. sanctaefilomenae apresentaram-se em apenas um clado cada uma.
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Figura 6. Arvore de consenso de maxima parcimoénia para o gene mitocondrial Citocromo
C Oxidase subunidade | (COI). Os Numeros representam valores de 1000 réplicas de

bootstrap (BENINE et al., 2009).

Um outro estudo realizado por Mota et al., (2018) confirmou essa hipotese de que M.

oligolepis deve corresponder a uma complexo de espécies (Figura 7). Nesse mesmo estudo, 0s

autores utilizando o gene COI e o intron 1 do gene nuclear S7, delimitaram as espécies

Hemigrammus marginatus e Moenkhausia bonita e confirmaram suas identidades. Estas

espécies sdo muitos similares morfologicamente, o que causa erros de identificagdo taxonémica

apenas utilizando caracteres morfologicos.
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Figura 7. Arvore ultramétrica bayesiana do gene COIl e delimitagio de OTUs de
Moenkhausia, de acordo com o teste GMYC (os espécimes em vermelho representam o
mesmo cluster inferido pelo GMYC). Os circulos representam uma probabilidade a posteriori>
95%. Apenas as sequéncias do COI dos espécimes de M. bonita foram obtidas neste estudo,
as demais foram obtidas no Genbank (Tabela SI). Verde: Moenkhausia bonita do alto rio
Parana. Amarelo: Moenkhausia bonita da localidade-tipo (MOTA et al., 2018).

No entanto, em um estudo mais abrangente para o género, Mariguela et al., (2013)
utilizando sequéncias de genes mitocondriais (16S rRNA e cytb) e genes nucleares (Myh6,
RAG1 e RAG2), comprovou que Moenkhausia € um grupo polifilético, pois todas as espécies
por eles estudadas pertencem ao clado C, porém se distribuem em cinco grupos (clados)
monofiléticos, nos quais ha também a presenca de outros géneros diferentes (Figura 8),

indicando a necessidade de uma ampla reviséo para o grupo.
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Figura 8. Arvore de resumo mostrando as relacdes entre as linhagens principais em
Characidae, obtidas por uma analise particionada de maxima verossimilhanca (ML) de o
conjunto de dados concatenados e enfatizando a relacdo entre as espécies do Clade C, no qual
todas as espécies de Moenkhausia estdo distribuidas. Uma série de trés nameros (por exemplo,
1/100/87) em cada um dos nés principais representam a probabilidade posterior para aquela
divisdo obtida na anélise bayesiana (B), a porcentagem de suporte de bootstrap obtida por ML
e a porcentagem de suporte de bootstrap obtida pela parciménia maxima (MP) analise,
respectivamente (1000 réplicas de bootstrap). Os travessdes representam valores <0,5 (B) ou
50% (ML, MP). Os asteriscos representam nos que ndo foram obtidos pelo B ou MP andlises.
Os clados marcados em vermelho correspondem as espécies de Moenkhausia diferentes de M.
xinguensis, a espécie-tipo do género, que é colorido em azul (MARIGUELA et al., 2013).
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4.3 Estudos citogeneticos convencionais e moleculares em Moenkhausia
sanctaefilomenae

A espécie Moenkhausia sanctaefilomenae apresenta um nimero diploide de 2n = 50
cromossomos, com predominancia de cromossomos metacéntricos e submetacéncetricos
(Figura 8), tal caracteristica aparenta ser conservada para a espécie (PORTELA-CASTRO;
JULIO-JUNIOR, 2002; HASHIMOTO et al., 2012; FERNANDES; ALVES, 2017).

Os sitios evidenciados atraves da técnica impregnacgdo por nitrato de prata da regido
organizadora de nucléolo (RON) apresentam-se bastante variaveis entre populacGes da espécie,
por exemplo em estudos como de Fernandes e Alves (2017) expressos na figura 9, apenas o par
cromossémico 24 foi marcado, 0 que caracteriza-se como sistema de RON simples, no entanto,
em estudos com a mesma espécie de uma populagdo pertencente a bacia do rio Tieté, em Séo
Paulo, Hashimoto et al., (2012) encontrou resultados diferentes com metafases apresentando
multiplos sitios de RONs marcados, apesar de haver destacado apenas o par cromossémico
nimero 6 como o principal portador do sitio RON ativo (Figura 10).

Os blocos de heterocromatina constitutiva evidenciados através do bandeamento-C
estdo localizados majoritariamente em regides centroméricas e pericentroméricas (Figura 9), o
que pode ser atribuido como uma caracteristica altamente conservada para a espécie, podemos
observar tal infomacédo por meio de diversos estudos para a espécie M. sanctaefilomenae, tais
como os de Portela-Castro e Jalio-Junior (2002), Dantas et al., (2007), Hashimoto et al., (2012)
e Fernandes e Alves (2017).
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Figura 9. Caridtipos de Moenkhausia sanctaefilomenae corados com Giemsa em (a) e com
banda C em (b). Destacado em (a) 8 microcromossomos B. Na caixa 0S cromossomos
portadores da RON (par 24). Barra =10 um (FERNANDES e ALVES, 2017).
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Figura 10. Metéfases de Moenkhausia sanctaefilomenae submetidos a coloragéo por Nitrato
de prata. Em (a) e (b), as metafases de um individuo mostram variacdo intraindividual de
RONSs ativas. As caixas exibem cromossomos B com atividade nucleolar. Em (c) e (d),
metéafases de diferentes amostras demonstram variabilidade interindividual para as NORs. Em
(e), a representacao esquematica mostra os cromossomos portadores de NOR (4, 6, 8, 11 e B).
As setas principais indicam os principais cromossomos portadores de NOR (cromossomos 6).
As setas menores mostram a atividade nucleolar nos microcromossomos B (a) e (b). Pontas de
flecha exibem RONs menores que demonstram um padréo variavel de atividade em diferentes
cromossomos. Barras = 10 um (HASHIMOTO et al., 2012).

Os estudos moleculares utilizando marcadores de DNAr 18S demonstram uma
variacdo interpopulacional quanto a localizacdo de tais sitios em M. sanctaefilomenae, por
exemplo no estudo de Utsunomia et al., (2016) em uma populagéo do rio Novo, em Sao Paulo,
apenas o0 par cromossémico numero 6 apresentou marcacao no braco curto (Figura 11), ja em
outra populacédo do rio Batalha, em S&o Paulo (estudadas pelo mesmo autor), varias marcacoes
foram identificadas em regides terminais dos pares cromossémicos numero 13, 14, 15 e 17,
além de marcagdes em apenas um cromossomo dos pares 2, 12, 20, 22, 24 e 25 (Figura 11). As
multiplas marcagdes de DNAr 18S encontradas s&o um possivel indicativo de ocorréncia de
rearranjos cromossémicos que podem ter ocasionado a tranposicéo e/ou disper¢do do DNAr
pelo gendma da espécie (DANTAS et al., 2007).

No mesmo estudo Utsunomia et al., (2016) utilizando marcadores para os genes de
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DNAr 5S e histona H3 observou diferencas interpopulacionais quanto ao numero de sitios, o
que indica que ndo ha uma conservacdo desse nimero na espécie. No entanto, as marcagoes
para U2 snDNA se demonstraram com o mesmo padrdo de distribuicdo cromossémica em
ambas as populacdes (Figura 11).

Ja os sitios de DNAs satélites (satDNAs) MS3 e MS7 sdo variaveis entre as
populagcdes, uma vez que para a populagcdo do rio Batalha 13 pares de cromossomos
apresentaram marcacGes em regides pericentroméricas do sitio MS3 e apenas 6 pares na
populacéo do rio Novo, além disso, os sitios de MS7 ndo variaram entre as populacdes, ambas
apresentaram 15 pares de cromossomos com marcagOes em regides telomericas (pode ser
observado figura 11 extraida do estudo de UTSUNOMIA et al., 2016).
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Novo river 0B - a | 55 /ONA Batalha river 6B - b

Figura 11. Cariétipos de M. sanctaefilomenae construidos a partir de células metafasicas
mitoticas submetidas a FISH com diferentes sondas repetitivas de DNA.

a) Populagéo do rio Novo. b) Populacéo do rio Batalha. Observe a distribuicéo diferencial de
genes de histonas H3 e clusters de DNAr 5S e 18S nos cromossomos A em ambas as
populacdes (UTSUNOMIA et al., 2016).
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4.4 Estudos dos cromossomos  supranumerarios em  Moenkhausia

sanctaefilomenae

A ocorréncia de cromossomos B é frequente na espécie, variando de 0 a 8
cromossomos, seja inter ou intraindividual (Tabela 3), além disso, 0s cromossomos
supranumerarios apresentam diferentes padroes de bandas — C, com presenca de cromossomos
B eucromaticos, parcialmente heterocromético e totalmente heterocromaticos que sugere uma
composicdo de DNA diferente nesses cromossomos, especialmente de sequéncias repetitivas
(Figura 12) (HASHIMOTO et al., 2012).

No entanto, no estudo realizado por Fernandes e Alves (2017), em uma populagéo da
bacia do Alto Rio Parana, os cromossomos B apresentaram-se totalmente eucromaticos,
corroborando apenas parcialmente com os dados do estudo de Hashimoto et al., (2012),
mostrando que também pode haver diferencas interpopulacional quanto a presenca ou nao de

heterocromatina nesses elementos supranumerarios.

Tabela 3 — Contagem de Metéfases para 13 espécimes de Moenkhausia sanctaefilomenae
demonstrando a variagdo nos nimeros do microcromossomo B.

Specimen Number of B microchromosomes per cell MNumber of cells
identification | 0 1 2 3 4 5 6 7 ] counted
49 6 12 22 - - 40
852 2 32 36 10 - . . - - &0
833 9 70 - - - - - - - 79
857 3 3 G 10 9 9 2 - - 42
HET - 3 12 22 4 2 7 15 2 %)
BER - 6 [ 41 5 10 - - - (8
B89 - 3 12 63 11 3 - - - 92
1233 - 4 10 24 26 29 13 4 - 110
1235 1 [ 31 | 79 [ 15 8 - - - 140
1240 a 31 33 26 3 - - - - 101
1241 9 137 | 175 4 - - - - - 325
1242 24 85 27 - - 136
1246 3 25 4 3 4 1 - - - 44

Fonte: HASHIMOTO et al., 2012.
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Figura 12. Metafases de espécimes de Moenkhausia sanctaefilomenae ap06s técnica de
bandeamento C. Em ( a ), a metadfase mostra microcromossomos eucromaticos ( e B),
parcialmente heterocromaticos ( ph B) e totalmente heterocromaticos ( h B). Em (b)), a
metafase demonstra apenas cromossomos B heterocromaticos. As caixas mostram
cromossomos B aumentados. Setas maiores e menores indicam microcromossomos B
totalmente e parcialmente heterocromaticos, respectivamente. As pontas de seta exibem
microcromossomos B eucromaticos. Barras = 10 um (HASHIMOTO et al., 2012)

Quanto os sitios de RON mostrados pela impregnacdo de nitrato de prata em
cromossomos B, aparantemente ndo sdo estaveis na espécie, por exemplo, no estudo de
Fernandes e Alves (2017) ndo houve sitios evidenciados por tal técnica, ja na populagdo da
bacia do rio Tieté estudadas por Hashimoto et al., (2012) cromossomos B foram totalmente
corados.

Porém, apesar de genes ribossémicos estarem presentes nos cromossomos B, a sonda
de DNAr 18s evidencia sitios ndo ativos desse gene, também em uma populacdo de M.
sanctaefilomenae da bacia do rio Tieté (SCUDELER et al., 2015). Segundo 0 mesmo autor, 0s
cromossomos B podem ter originado de cromossomos do complemento A portadores da NOR,
através de possiveis rearranjos cromossdmicos.

Buscando explicar a origem dos cromossomos B, Utsunomia et al., (2016) encontrou
fortes evidéncias de que 0s cromossomos supranumerarios da populacao por ele estudada teve
origem de um Unico par, pois 0 par cromossdmico nimero 6 apresentou todas as mesmas
sequéncias repetitivas de DNA dos cromossomos B (genes de histonas H3, DNAr 18S e
satDNAs MS3 e MS7), o que reforca a hipotese de que a origem dos cromossomos B se da

através cromossomos do complemento A (Figura 13).
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Figura 13. Placas de metafase M . sanctaefilomenae do rio Batalha apds FISH com diferentes
sondas repetitivas e bandamento C sequencial para mostrar o agrupamento de DNAr 18S,
histonas H3 e satDNAs em diferentes cromossomos B. Observe que B 1 é eucromatico
mostrando pequenos blocos de DNAr 18S, e B 2 é heterocroméatico mostrando grandes
guantidades de DNAr 18S (UTSUNOMIA et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

Os estudos convencionais e moleculares no género Moenkhausia demonstram um
cariotipo relativamente conservado, com predominancia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Ja os sitios de DNAr 5S sdo notavelmente varidveis, demonstrando uma
intensa dindmica evolutiva destes sitios para o grupo. As marcacées de DNAr 18S revalaram
marcacdes simples em apenas um par cromossémico em grande parte das espécies, com
excecao de M. sanctaefilomenae.

Com relagdo a filogenia do género, o grupo pode ser definido como polifilético, sendo
necessario mais estudos com uma ampla revisdo para Moenkhausia.

Os diversos estudos citogenéticos em M. sanctaefilomenae demonstram uma
estabilidade do namero diploide da espécie, porém, com relacdo a regido organizadora de
nucléolos (RON) evidenciadas com nitrato de prata, nota-se que ha vari¢do entre populacgdes,
algumas apresentam sistema de RON simples e outras multiplas, porém sempre com apenas um
par cromossémico com sitios ativos.

Entretanto, a heterocromatina constitutiva é bastante conservada em regides
centroméricas e pericentroméricas, 0 que aparentemente € caracteristico da espécie.

Hé& evidéncias de que 0s cromossomos supranumerarios, caracteristicos da espécie,
tenham surgido a partir de cromossossomos do complemento A.

Apesar de existirem diversos estudos cromossémicos para a espécie, é notavel que mais
estudos que busquem explicar a origem dos cromossomos B se fazem necessarios, incluindo
estudos comparativos com populacBes de diferentes bacias hidrogréficas, pois tais estudos
podem contribuir com dados ainda mais sélidos sobre a origem e comportamento desses

elementos no genéma de M. sanctaefilomenae.
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