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Dinamica cromossomica evolutiva no género Gymnotus

RESUMO
Gymnotidae ¢ uma familia de peixes elétricos pertencente a ordem Gymnotiformes,

com distribuicdo extensa pela regido neotropical. Com dois géneros e 46 espécies validas,
possui uma grande variacao cariotipica e forte dinamica cromossomica, sendo alvo de estudos
cromossomicos, morfologicos e filogenéticos que tentam entender a relagdo das espécies nesse
grupo e sua evolucdo. O numero diploide em Gymnotidae varia de 2n=34 a 2n=54,
apresentando uma grande diversidade cariotipica. Estudos mais recentes de citogenética e
analises moleculares mostram resultados importantes quanto a diversidade de sequéncias
repetitivas e reorganizacdo gendmica no género. Esse estudo visa entender a dinamica
evolutiva do grupo através do mapeamento por pintura cromossomica dos caridtipos das
espécies Gymnotus carapo “Cataldao”, G. pantanal e da identificacdo, caracterizagdo e
mapeamento de sequéncias repetitivas obtidas a partir do sequenciamento gendmico de G. carapo

“Catalao”.
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Evolutionary chromosomal dynamics in the genus Gymnotus

ABSTRACT
Gymnotidae is a family of electric fish belonging to the order Gymnotiformes, with

extensive distribution throughout the neotropical region. With two genera and 46 valid
species, it has a large karyotype variation and intense chromosomal dynamics, being the target
of chromosomal, morphological and phylogenetic studies to understand the relationship of the
species in this group and their evolutionary pattern. The diploid number in Gymnotidae varies
from 2n = 34 to 2n = 54, presenting a great karyotype diversity. More recent studies of
cytogenetics and molecular analyzes show important results regarding the diversity of
repetitive sequences and genomic reorganization in the genus. This study aims to understand
the evolutionary dynamics of the group through mapping by whole chromosome painting the
karyotypes of the species Gymnotus carapo “Catalao” and G. pantanal, the identification,
characterization and mapping of repetitive sequences obtained from the genomic sequencing

of G. carapo “Catalao”.
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1- INTRODUCAO
1.1-  Consideracdes gerais sobre a ordem Gymnotiformes

Os peixes elétricos pertencentes a ordem Gymnotiformes sdo popularmente conhecidos
como tuvira, sarap0, itui, poraqué, entre outros. Apresentam capacidade de gerar e utilizar
campos elétricos produzidos em 6rgaos especializados, tanto para eletro-localizagao de objetos
€ outros organismos, quanto para a interacdo social. Estes sdo produzidos em Orgdos
especializados conhecidos como 6rgaos de descarga elétrica (Figura 1). As descargas elétricas
sdo diferenciadas para cada espécie e utilizadas como um carater para identificacao
taxondmica dentro do grupo (Albert and Crampton, 2001; Albert et al., 2005; Lovejoy et al.,
2010).

B ORGAO ELETRICO
Gymnotus mamiraua

Figura 1: A- Figura representativa do campo eletrostitico gerado pelos Gymnotiformes. (Fonte: Krahe,
2004. Nature Reviews Neuroscience.) B- Orgao elétrico na espécie Gymnotus maumiraua (Fonte: Crampton
et al., 2000).

Os Gymnotiformes sdo morfologicamente diferenciados por possuirem o corpo delgado e

comprimido (maioria das espécies) ou cilindrico (Gymnotidae), nadadeira anal bastante
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desenvolvida, com mais de 100 raios que lhes permitem nadar para frente e para tras através
de movimentos ondulatdrios, nadadeira caudal reduzida (Apteronotidae) ou ausente e auséncia

de nadadeira dorsal (Albert and Crampton, 2005).

Distribuem-se extensamente pela regido Neotropical (Figura 2; Campos-da-Paz, 2003),
com registros desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo que a maior diversidade
de Gymnotiformes ¢ encontrada na super-bacia Amazodnica-Orinoco-Guianas (Mago-Leccia,

1994; Albert, 2001; Albert and Crampton, 2005).

55" 42

ir 63°
o o S

Figura 2: Distribuicdo dos Gymnotiformes (Campos-da-Paz and Albert, 1998).

1.2- A familia Gymnotidae

A familia Gymnotidae ¢ uma familia de peixes elétricos pertencente a ordem
Gymnotiformes, possuindo a mesma distribuicao geografica da ordem. A familia ¢ constituida

por dois géneros: Gymnotus e Electrophorus.
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Gymnotus (Gymnotidae, Gymnotiformes) ¢ um género monofilético (Albert et al., 2005;
Lovejoy et al., 2010; Tagliacollo et al., 2016) com mais de 43 espécies formalmente descritas,
sendo o mais especioso da ordem (Ferraris Jr. et al., 2017; Craig et al., 2018a, 2018b; Campos
da Paz and de Santana, 2019). S3o facilmente distinguidos de outros Gymnotiformes por
possuirem a boca voltada para cima, os olhos dispostos na posicao lateral da cabega e uma
cavidade do corpo longa (Albert et al., 2005). A maioria das espécies de Gymnotus possuem
faixas, com orientagcdo obliqua, intercaladas em bandas claras e escuras ao longo do corpo
(Albert et al., 2005). Gymnotus ¢ um grupo relativamente antigo com inimeras espécies
vivendo em assembleias simpétricas, constituidas por espécies ndo monofiléticas (Albert et al.,
2005). Possui a distribui¢do mais ampla da ordem Gymnotiformes, com prevaléncia na bacia
Amazodnica, com diversas espécies vivendo em assembleias simpétricas, constituidas por
espécies nao monofiléticas (Albert and Crampton 2003; Crampton et al., 2005). Espécies
desse género possuem importancia comercial, por serem utilizadas como iscas vivas e, em
alguns lugares, compondo boa parte das iscas utilizadas (Casciotta et al., 2013; Sousa et al.,
2017; Faria-Pereira et al., 2019).

Electrophorus, conhecido popularmente como poraqué ou enguia elétrica, apresenta
tamanho maior (podendo medir mais de dois metros de comprimento) sendo o Unico género
que possui uma alta descarga elétrica dentro da ordem, chegando a 600 V (Campos-da-Paz,
2003; Albert & Crampton, 2005). Esse género ¢ caracterizado por apresentar nadadeira anal e
cavidade corporal se estendendo a ponta da cauda, adi¢cdo continua de vértebra durante toda vida,
trés oOrgdos elétricos separados, auséncia de escamas, mais de 400 raios anais e um Orgdo
respiratorio oral vascularizado responsavel pela captagdo do oxigénio atmosférico, possibilitando a
sobrevivéncia do peixe em aguas com baixo teor de oxigénio (Albert, 2001; Albert & Crampton,
2005). Considerado ser um género monotipico, constituido pela espécie Electrophorus
electricus, at¢é 2019 quando de Santana et al. (2019), descreveu mais duas espécies,

Electrophorus voltai e Electrophorus varii, com base em analises moleculares e morfologicas

(Figura 3).
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B ?s\‘_ : ’ "’"_.
Electrophorus electricus  Electrophorus voltai Electrophorus varii
&) &) Q
] | 1
b : : ' Species tree

Figura 3: Imagem adaptada de De Santana et al. (2019). A - Distribuicio geografica dos espécimes
analisados. B- relacao filogenetica.

1.2-1. Filogenia atual em Gymnotidae

Tagliacollo et al. (2016) com base em uma andlise filogenética envolvendo o
sequenciamento do DNA de seis genes (16S, COXI1, CYT-B, RAGI, RAG2 e ZICl)
juntamente com 223 caracteres morfoldgicos, mostrou Gymnotus como monofilético, e dividiu
o género em seis clados: G. pantherinus, G. coatesi, G. anguillaris, G. tigre, G. cylindricus e
G. carapo. Estudos realizados por varios autores mostram uma estabilidade em varios aspectos
da filogenia do género, como os clados G. coatesi (G1), G. anguillaris (G2, G. catianapo), G.

tigre (G3, G. henni) e G. cylindricus (Lovejoy et al., 2010, Brochu, 2011, Crampton et al.,
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2013; Tagliacollo et al., 2016). De Santana et al., 2019 descreveram trés espécies diferentes
para Electrophorus, com sua distribuicao e relacdo filogenética bem definida (Figura 3). Craig
et al. (2019) fez uma revisao da familia, utilizando dados moleculares da literatura com mais
115 caracteres morfologicos, que somados incluem todas as espécies validas descritas. A
posicao do género Electrophorus como grupo irmao, basal de Gymnotus foi reafirmada e o
género Gymnotus foi formalmente dividido em seis subgéneros: Gymnotus, Tijax, Tigre,
Tigrinus, Lamontianus e Pantherus (Figura 4) compativeis com clados anteriormente
descritos. Cada subgénero possui caracteristicas morfoldgicas distintas dos demais, diferentes
distribuicdes biogeograficas e grupos de espécies que tém distribuicdes amplamente ou

totalmente alopatricas, com divergéncia de 10-30 milhdes de anos.
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Gymnotus (Gymnotus) carapo orientalis
Gymnotus (Gymnotus) carapo carapo
Gymnotus (Gymnotus) carapo occidentalls
Gymnotus (Gymnotus) ucamara
Gymnotus (Gymnotus) arapaima
Gymnotus (Gymnotus) carapo caatingaensis
Gymnotus (Gymnotus) bahianus
Gymnotus (Gymnotus) interruptus
Gymnotus (Gymnotus) choco
Gymnotus (Gymnotus) carapo septentrionalis
Gymnotus (Gymnotus) ardilai
Gymnotus (Gymnotus) carapo madeirensis
Gymnotus (Gymnotus) chaviro
Gymnotus (Gymnotus) eyra
Gymnotus (Gymnotus) mamiraua
Gymnotus (Gymnotus) cuia
Gymnotus (Gymnotus) carapo australis
Gymnotus (Gymnotus) omarorum
Gymnotus (Gymnotus) chimarrao
Gymnotus (Gymnotus) diamantinensis
Gymnotus (Gymnotus) sylvius
Gymnotus (Gymnotus) varzea
Gymnotus (Gymnotus) obscurus
Gymnotus (Gymnotus) capanema
Gymnotus (Gymnotus) pantanal
Gymnotus (Gymnotus) riberalta
Gymnotus (Gymnotus) curupira
Gymnotus (Tijax) panamensis
Gymnotus (Tijax) cylindricus
Gymnotus (Tijax) maculosus
Gymnotus (Tigre) tigre
Gymnotus (Tigre) paraguensis
Gymnotus (Tigre) inaequilablatus
Gymnotus (Tigre) henni
— Gymnotus (Tigre) esmeraldas
Gymnotus (Lamontianus) n. sp. ARIP
Gymnotus (Lamontianus) n. sp. ARAP
Gymnotus (Lamontianus) anguillaris
Gymnotus (Lamontianus) pedanopterus
Gymnotus (Lamontianus) tiquie
Gymnotus (Lamontianus) cataniapo
Gymnotus (Tigrinus) melanopleura
Gymnotus (Tigrinus) jonasi
Gymnotus (Tigrinus) onca
Gymnotus (Tigrinus) javari
Gymnotus (Tigrinus) coatesi
Gymnotus (Tigrinus) stenoleucus
Gymnotus (Tigrinus) coropinae
[‘E Gymnotus (Pantherus) refugio
—_

Tl | L

)]

Gymnotus (Pantherus) capitimaculatus
Gymnotus (Pantherus) pantherinus

Figura 4: Hipétese filogenética do género Gymnotus baseada no conjunto de dados analisados por Craig et
al. (2019) dividindo o género em 6 subgéneros.
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1.3- Abordagens citogenéticas

Os peixes sdo o grupo de vertebrados mais rico, com mais de 34.000 espécies validas
taxonomicamente reconhecidas, com cerca de 19.000 delas vivendo em 4gua doce, das quais
50% podem ser encontradas na regido Neotropical. Essa grande diversidade implica em uma
série de desafios filogenéticos e taxonomicos. Embora as espécies possam ser identificadas
por meio de diferentes caracteres fenotipicos, estudos citogenéticos t€ém se mostrado uma
ferramenta importante em intimeros casos (Cioffi et al., 2018). Em peixes, esses estudos
tiveram um grande desenvolvimento nos tltimos anos devido ao emprego de novas técnicas de
analise cromossdmica, o que tem possibilitado a citogenética contribuir mais efetivamente
(Figura 5), ndo s6 para estudos taxondmicos e filogenéticos, como também para uma maior
compreensdo da estrutura cromossomica e da organizacdo do genoma dos vertebrados (Volff,

2005).

Mudancas evolutivas

Diversidade
Diversidade cripticar---4---------~-- Estrutura populacional
8 T
. 'y
4
7 o |
L4 ]
S o - P »* '
, / - D Barreiras pos-zigoticas
Citotaxonomia Q CHIOCENIATIC: A I
= . P e Cromossomos sexuais

|
I
1
| !
: e (S Processo de especiacio
Especies invasivas |
Iy ,
: Poliploidia
| ,
|

Tecnologia de aquicultura

Figura 5: Uma rede de interacfo ilustrativa entre diferentes campos da ciéncia basica e aplicada, tendo a
citogenética como niicleo de dados de suporte direto ou indireto para cada uma das diferentes abordagens
representadas. Adaptado de Cioffi et al., 2018.
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1.3-1. Sequéncias repetitivas

DNAs repetitivos representam uma grande parte do genoma da maioria dos
organismos, sendo uma caracteristica comum no genoma dos eucariotos, apresentando alta
variabilidade e constituindo, em alguns casos, mais de 80% do teor de DNA da célula
(Charlesworth et al., 1994). Sao classificados em duas grandes familias: Repeti¢des in tandem
(agrupadas) e repeti¢des dispersas (em todo o genoma). As repeti¢des in tandem incluem trés
categorias principais (subfamilias): DNA satélite (satélites, minissatélites e microssatélites),
pardlogos de genes in tandem e genes de RNA ribossomico (rRNA). As repeticdes dispersas
também consistem em trés subfamilias: pardlogos de genes e familias de genes, genes que
codificam RNA de transferéncia (tRNA) e elementos transponiveis (TEs) (Sperling and Li,
2013).

Essas sequéncias de DNA tém sido amplamente utilizadas como marcadores
cromossOmicos fisicos em estudos comparativos, identificacdo de rearranjos cromossdmicos e
cromossomos sexuais, andlise de evolu¢do cromossdmica e genética aplicada (Ferreira and
Martins, 2008). Sequéncias de DNA de multiplas copias ajudam a entender os mecanismos
evolucionarios, estruturas gendmicas e diferenciagdo cariotipica em peixes (Barbosa et al.,
2017).

Diferentes estudos tém sugerido que estas sequéncias repetitivas estdo envolvidas nos
processos de recombinagdo, expressdo génica, replicacio do DNA e na diferenciacdo de
cromossomos sexuais em peixe (Liu et al., 2001; Li et al. 2002; Parise-Maltempi et al., 2007;
Ferreira and Martins, 2008; Raskina et al., 2008; Cioffi et al., 2010; Barbosa et al., 2017).
Segundo Kidwell (2002), estas sequéncias podem estar envolvidas em rearranjos
cromossdmicos, sendo responsaveis por propor¢des consideraveis das variacdes cariotipicas

observadas em muitos grupos.

1.3-2. FISH e Pintura cromossomica

A hibridizagao in situ fluorescente (FISH) possibilitou mapear fisicamente sequéncias
nucleotidicas especificas nos cromossomos da espécie ou grupo em estudo. A FISH tem

desempenhado um papel importante na compreensao da estrutura do genoma de espécies de
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peixes (Yi et al., 2003; Martins et al., 2011; Vicari et al., 2011; Gornung 2013; Knytl et al.,
2013; Yano et al., 2017) incluindo a origem e evolucdo dos cromossomos sexuais (Reed et al.,
1995; Phillips et al., 2001; Liu et al., 2002 ; Henning et al., 2008, 2011; Machado et al., 2011;
Parise-Maltempi et al., 2013; Blanco et al., 2014; Cioffi et al., 2017).

A pintura cromossOmica revitalizou as analises citogenéticas de rearranjos
cromossOmicos patologicos e evolutivos e fez uma grande contribui¢do para o sucesso da
citogenética molecular durante as Ultimas duas décadas. A técnica de pintura cromossdmica
usa sondas de cromossomos inteiros, bragos cromossdmicos ou regides cromossomicas para
encontrar segmentos homeologos em metafases de outras espécies, € tornou-se uma
ferramenta indispensavel para a citogenética comparativa (Yang et al.,, 2017). Ela pode
auxiliar na compreensao da filogenia de um grupo, ja que revela rearranjos cromossdmicos e
torna-se uma ferramenta util na identificacdo de espécies cripticas (Nagamachi et al., 2010) e

ajuda a compreender a evolugdo do genoma e sua plasticidade (Ferguson-Smith et al., 1998).

1.4-  Citogenética na familia Gymnotidae

A citogenética tem sido uma ferramenta importante na citototaxonomia e provou ser
muito util na compreensdo dos processos evolutivos por tras da diversificagdo de Gymnotidae.
A familia possui uma variagdo cromossomica grande com numeros diploides entre 2n=34
cromossomos em Gymnotus capanema (Milhomem et al., 2012) a 2n=54 cromossomos em
Gymnotus carapo (Foresti et al.,, 1984), G. mamiraua (Milhomem et al., 2007), G.
paraguensis e G. inaequilabiatus (Scacchetti et al., 2011) (Figura 6); um caso excepcional de
triploide natural foi encontrado em G. carapo com 3n=81cromossomos (Fernandes-Matioli et
al., 1998) (Tabela 1). Fonteles et al. (2008) e Cardoso et al. (2015) analisaram o cari6tipo de
E. electricus e obtiveram o 2n=52 cromossomos ¢ a féormula cariotipica 42m/sm + 10st/a em
todas as populacdes analisadas, com pequenas diferencas populacionais envolvendo
distribuicdo da heterocromatina constitutiva, a presenca de cromossomos B e/ou os

cromossomos portadores da NOR.
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Figura 6: Coloracido convencional, Banda C, Ag-NOR e espécimes de a- G. capanema, b — G. mamairaua,
ilustrando a grande variagdo cromossomica encontrada no género. Imagem adaptada de Milhomen et al.,

2007 e 2012.

Tabela 1- Variagdo cromossdmica no género Gymnotus.

Species 2n (KF) Authors
Gymnotus arapaima 44 (24m/sm+20st/a) Milhomem et al. (2012b)
Gymnotus bahianus 936 (30m/sm+6st) Almeida et al. (2015)
337 (32m/sm+35st)
Gymnotus carapo 54 (54m/sm) Foresti et al. (1984)
52 (50m/sm+2st/a)
48 (34m/sm+14st/a)
42 (32m/sm+10st/a) Fernandes-Matioli et al. (1998)
54 (52m/sm+2st/a) Claro (2008)
42 (30m/sm+12st/a) Milhomem et al. (2007)
40 (28m/sm+12st/a) Milhomem et al. (2008)
Gymnotus cf. carapo 54 (50m/sm+4st/a) Scacchetti et al. (2011)
Gymnotus carapo “Catalao” 40 (30m/sm+10st) da Silva et al. (2014)
Gymnotus carapo 42 (30m/sm+12st/4a)  da Silva (2015)
“Maranhdo”
Gymnotus capanema 34 (20m/sm+14st/a) Milhomem et al. (2012a)
Gymnotus coatesi 50 (24m/sm+26st/a) Machado et al. (2017)




Gymnotus coropinae Q50 (28m/sm+22st/a)  da Silva et al. (2014)
349 (26m/sm+23st/a)
Gymnotus inaequilabiatus 52 (50m/sm+2st/a) Fernandes-Matioli et al. (1998)
54 (52m/sm+2st/a) Scacchetti et al. (2011)
Gymnotus javari 50 (20m/sm+30st/a) Utsunomia et al. (2014)
Gymnotus jonasi 52 (12m/sm+40st/a) Milhomem et al. (2012b)
Gymnotus mamiraua 54 (50m/sm+4st/a) Milhomem et al. (2012b)
54 (38m/sm+16st/a) da Silva et al. (2016)
Gymnotus pantanal Q40 (14m/sm+26st/a) Margarido et al. (2007); da Silva
339 (15m/sm+24st/a) et al. (2011)
Gymnotus pantherinus 52 (46m/sm+6st/a) Fernandes-Matioli et al. (1998)
52 (50m/sm+2st/a) Scacchetti et al. (2011)
Gymnotus paraguensis 54 (52m/sm+2st) Margarido et al. (2007); da Silva
etal. (2011)
54 (50m/sm+4st) Lacerda and Maistro (2007)
Gymnotus cf. pedanopterus 50 (42m/sm+8st/a) da Silva (2015)
Gymnotus cf. stenoleucus 48 (20m/sm+28st/a) da Silva (2015)
Gymnotus sylvius 40 (38m/sm+2st/a) Fernandes-Matioli et al. (1998)
40 (38m/sm+2st/a) Claro (2008)
40 (36m/sm+4st/a) Lacerda and Maistro (2007)
40 (36m/sm+4st/a) Margarido et al. (2007)
40 (34m/sm+6st) Scacchetti et al. (2001)
Gymnotus ucamara 44 (28m/sm+16st/a) da Silva (2015)
Gymnotus sp. 50 (26m/sm+24 st/a)  Lacerda and Maistro (2007)
Gymnotus sp. “Negro” Q50 (22m/sm+28st) da Silva et al. (2014)
350 (21m/sm+29st)

1.4-1. Estudos de DNA repetitivo no género Gymnotus

21
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Em Gymnotus as regides organizadoras de nucléolo (NOR) encontram, em sua
maioria, localizados em um tUnico par cromossdmico com exce¢do de G. jonasi (Milhomem et
al., 2012), G. pantanal (Fernandes et al., 2005) e G. coatesi (Machado et al. 2017). Milhomen
et al. (2013) demonstrou, por pintura cromossomica de sonda de cromossomo total do par
portador da NOR de G. carapo em associa¢ao com sondas de rDNA 18S, que dentro do clado
G. carapo o cromossomo portador da NOR ¢ considerado uma sinapomorfia.

A caracterizagdo das sequéncias de rDNA 5S na familia Gymnotidae vem sendo
explorada em recentes trabalhos (Scacchetti et al., 2011; da Silva et al , 2011, 2014a, 2015,
2019; Utsunomia et al., 2014; Almeida et al., 2015; da Silva et al., 2016; Machado et al.
2017), onde se observa uma grande variacdo de numero e distribuicdo dessas sequéncias,
desde um unico par até¢ 19 pares. Da Silva et al. (2016) também observou que as espécies
localizadas na base da filogenia possuem a tendéncia de ter apenas um ou dois pares, como
observado em G. javari (Utsunomia et al., 2014), G. coropinae, Gymnotus sp. ‘Negro’ (da
Silva et al., 2014), G. cf. stenoleucus, G. cf. pedanopterus (da Silva, 2015) e G. coatesi
(Machado et al. 2017) e um aumento no niimero de pares, observados no clado carapo. Essas
sequéncias também foram associadas a transposons (Claro, 2008; da Silva et al., 2011) e
regides regulatorias (Scacchetti et al., 2012), além de serem marcadores biogeograficos (da
Silva et al., 2019).

Utsunomia et al. (2018) analisou a distribui¢do de sequéncias de microssatélite em
espécies do subgénero Gymnotus carapo € mostrou uma alta variacdo na distribui¢do dessas
sequéncias, além de algumas sequéncias com distribuicdo ndo aleatoria e com homologia nos
pares cromossdmicos, possivelmente relacionadas em regides especificas do genoma,

indicando um padrdo de organizagdo na compartimentaliza¢do dos cromossomos.
1.4-2. Pintura cromossémica na familia Gymnotidae

Em 2010, Nagamachi et al. produziram por citometria de fluxo, sondas de cromossomo
total do cariotipo de Gymnotus carapo sensu stricto citdtipo 2n=42. Foram isolados
cromossomos de regides e sub-regides do cariograma de fluxo, conforme especificado na
Tabela 2 e Figura 7, onde a caracterizagdo dos cromossomos de cada regido e sub-regido

foram feitas utilizando FISH dual-color que permitiu individualizar grande parte dos
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cromossomos de G. carapo (1-3, 6, 7,9, 14, 16 e 18-21) e os demais em associagdo ([4,8];
[10,11]; [5,17]; [12,13,15]). Comparando-se as trés espécies ja mapeadas por sonda de
cromossomo total e a espécie da qual foi obtida a sonda (G. carapo citdtipos 2n=42 e 40, G.
capanema ¢ G. arapaima apenas o R1(GCA20) e o GCA21 mantiveram-se em homeologia
conservada (Figura 8) entre todas elas. Milhomen et al. (2013) mostraram que o GCA20, o par
portador da NOR, apresentou sintenia conservada também em G. mamiraua, G. cf. carapo (2n
=54), G. sylvius, G. inaequilabiatus e em G. jonasi, sendo que em G. jonasi ele esta fusionado

a outro cromossomo, ¢ ndo compartilha a NOR no mesmo par.

Tabela 2- Sondas GCA 2n=42.

Regido Subregido N° Pares Cromossomos
R1 (Peak 1) 1 20: portador da NOR
R2 (Peak 2) 4 1,2,3,16
R2 S2A (Peak 8) 3 1,2,16
R2 S2B (Peak 14) 2 2,16
R2 S2C (Peak 18) 2 1,16
R3 (Peak 3) 8 4,5,6,7,8,17,18,19
R3 S3A (Peak 10) 4 5,6,7,17
R3 S3B (Peak 12) 2 6, 19
R3 S3C (Peak 15) 1 7
R3 S3D (Peak 16) 5 5,6,7,17, 18
R4 (Peak 4) 8 9,10, 11, 12,13, 14, 15, 21
R4 S4A (Peak 9) 3 12,13, 15
R4 S4B (Peak 11) 4 12,13, 14, 15
R4 S4C (Peak 13) 6 10,11, 12, 13, 15, 21
R4 S4D (Peak 17) 5 12,13, 14, 15, 21
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Figura 7: Cariétipo de fluxo mostrando 4 Regides: R1, R2 com 3 subregides (S2A, S2B, S2C), R3 com 4
subregioes (S3A, S3B, S3C, S3D) e R4 com 4 subregides (S4A, S4B, S4C, S4D). Abaixo: Cariotipo de G.

carapo sensu stricto: citétipo com 2n = 42.
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Figura 8: Idiograma mostrando rearranjos cromossémicos observados por pintura cromossomica. R1, R2,
R3 e R4 representam as cores das grandes regides da sonda. A- Cariétipo de G. carapo 2n=42 utilizado na
producido das sondas de cromossomo total, cada cor identifica um cromossomo ou grupo de cromossomos
nio separaveis por pintura. B- Caridtipo de G. carapo 2n=40. C- Cariétipo de G. capanema. D- Cariétipo
de G. arapaima. (Machado et al., 2018)
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Estudar por pintura cromossOmica os caridtipos das espécies Gymnotus carapo
“Catalao” e G. pantanal, almejando compreender os mecanismos de evolugdo cromossdmica
que atuaram na diversificacdo dessas espécies e comparar com os cariotipos das espécies ja
mapeadas com essas sondas; analisar e caracterizar sequéncias de DNA repetitivo com base
no genoma de G. carapo “Cataldo” e auxiliar na compreensdo das relagdes filogenéticas entre

as espécies desta familia e a dindmica evolutiva presente utilizando filogenia molecular.

2.2-  Objetivos Especificos
a. Mapear as sondas de cromossomo total de G. carapo (2n=42) nas espécies Gymnotus
carapo “Catalao” e G. pantanal,;
b. Verificar os tipos de rearranjos ocorridos nos caridtipos das espécies estudadas através

de andlise comparativa por pintura cromossdmica;

c. Verificar as possiveis homeologias existentes;

d. Identificar a dindmica cromossdmica evolutiva na familia.

e. Isolar e caracterizar sequéncias de DNAs repetitivos de G. carapo “Catalao”;
f. Mapear fisicamente os DNAs repetitivos obtidos em G. carapo “Catalao

g. Comparar os padrdes de organizacdo cromossomica dos DNAs repetitivos entre as

espécies estudadas e com os dados da literatura;
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Capitulo 1 — Gymnotus carapo “Catalao”
Chromosome painting in Gymnotus carapo “Cataldao”: Dynamics of chromosomal

rearrangements in cryptic species

Capitulo 2 — Gymnotus pantanal
Chromosome Painting in Gymnotus pantanal (Gymnotiformes): A case of X;X;X;X; /

XiX:Y sexual system

Capitulo 3 — Sequéncias repetitivas (Em andamento)
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3.1- Capitulo 1 — Gymnotus carapo “Catalao”

Chromosome painting in Gymnotus carapo “Cataldao”: Dynamics of chromosomal

rearrangements in cryptic species
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Chromosome Painting in Gymnotus
carapo “Catalao” (Gymnotiformes,
Teleostei): Dynamics of Chromosomal
Rearrangements in Cryptic Species

Milla de Andrade Machado ', Maelin da Silva® Eliana Feldberg®,
Patricia Caroline Mary O’Brien”, Malcolm Andrew Ferguson-Smith?, Julio Cesar Pieczarka'
and Cleusa Yoshiko Nagamachi™*
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Ponta Grossa, Ponta Grossa, Brazi, *Laboratério de Genética Animal, Coordenagéo de Biodiversidade, instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia, Manaus, Brazil, “Department of Veterinary Mediicine, Cambridge Resource Centre for Comparative
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The genus Gymnotus is a large monophyletic group of freshwater weakly-electric fishes,
with wide distribution in Central and South America. It has 46 valid species divided into six
subgenera (Gymnotus, Tijax, Tigre, Lamontianus, Tigrinus and Pantherus) with large
chromosome plasticity and diploid numbers 2n) ranging from 34 to 54. Within this rich
diversity, there is controversy about whether Gymnotus (Gymnotus) carapo species is a
single widespread species or a complex of cryptic species. Cytogenetic studies show
different diploid numbers for G. carapo species, ranging from 40 to 54 chromosomes with
varied karyotypes found even between populations sharing the same 2n. Whole
chromosome painting has been used in studies on fish species and recently has been
used for tracking the chromosomal evolution of Gymnotus and assisting in its
cytotaxonomy. Comparative genomic mapping using chromosome painting has shown
more complex rearrangements in Gymnotus carapo than shown in previous studies by
classical cytogenetics. These studies demonstrate that multiple chromosome pairs are
involved in its chromosomal reorganization, suggesting the presence of a complex of
cryptic species due to a post zygotic barrier. In the present study, metaphase
chromosomes of G. carapo occidentalis “cataléo” {GCC, 2n = 40, 30m/sm+10st/a)
from the Cataldo Lake, Amazonas, Brazil, were hybridized with whole chromosome
probes derived from the chromosomes of G. carapo (GCA, 2n = 42, 30m/sm+12st/a).
The results reveal chromosome rearrangements and a high number of repetitive DNA sites.
Ofthe 12 pairs of G. carapo chromosomes that could be individually identified (GCA 1-3, 6,
7,9,14,16 and 18-21), 8 pairs (GCA 1,2, 6,7, 9, 14, 20, 21) had homeology conserved in
GCC. Of the GCA pairs that are grouped (GCA [4, 8], [5, 17], [10, 11] and [12, 13, 15]),
most kept the number of signals in GCC (GCA [5, 17], [10, 11] and [12, 13, 15]). The
remaining chromoscmes are rearranged in the GCC karyotype. Analysis of both
populations of the G. carapo cytotypes shows extensive karyotype reorganization.
Along with previous studies, this suggests that the different cytotypes analyzed here
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may represent different species and supports the hypothesis that G. carapo is not a single
widespread species, but a group of cryptic species.

Keywords: amazon, banded knife-fish, whole chromosome painting, FISH, complex of species

INTRODUCTION

The genus Gymnotus (Gymnotiformes, Teleostei) is a large
monophyletic group of weakly-electric freshwater fish. It is the
most speciose genus of the order, with 46 validated species (Craig
etal, 2019; Kim et al., 2020; Fricke et al., 2021), widely distributed
in the Neotropical region (Central and South America). The
highest diversity is found in the Amazon-Orinoco-Guiana basins
(Mago-Leccia, 1994; Albert, 2001; Albert and Crampton, 2005).

Gymnotus is divided into six subgenera: Gymnotus, Tijax,
Tigre, Lamontianus, Tigrinus and Pantherus (Craig et al,
2019) with substantial chromosome plasticity. The diploid
number (2n) varies from 2n = 34 in Gymmnotus capanema
(Milhomem et al, 2012a) to 2n = 54 in G. carapo (Foresti
et al, 1984), G. mamiraua (Milhomem et al, 2007), G.
paraguensis (Margarido et al, 2007) and G. inaequilabiatus
(Scacchetti et al, 2011). The growing number of studies based
not only on the karyotypic formula but also on different kinds of
repetitive DNA  sequences such as rDNAs, satellites,
microsatellites and transposable elements (Milhomem et al.,
2007; Claro, 2008; Milhomem et al, 2008; Scacchetti et al.,
2011; Milhomem et al, 2012a; Milhomem et al, 2012b; da

Silva et al., 2014; Utsunomia et al,, 2014; Almeida et al,, 2015;
da Silva, 2015; da Silva et al, 2016; Machado et al, 2017;
Utsunomia et al, 2018), have shown many different species-
specific karyotypes and even population variants.

This large variation in 2n, however, is mostly found in the G.
carapo subgenus, the previous Gymnotus carapo clade (Craig
etal, 2019). In all the other subgenera, the diploid number varies
from 48 to 54 chromosomes, many sharing the 2n = 52 that is
found in the basal subgenus, the species G. (pantherus)
pantherinus (Scacchetti et al, 2011; da Silva et al., 2011; da
Silva et al,, 2014; Utsunomia et al., 2014; Almeida et al,, 2015;
da Silva et al., 2016; Machado et al,, 2017; da Silva et al,, 2019), and
also found in Electrophorus, the sister genus of Gymnotus
(Fonteles et al., 2008; Cardoso et al., 2015).

In the subgenus Gymnotus, the G. carapo species has huge
karyotype diversity among populations, with 2n ranging from 40
to 54, and many karyotypic formulas within the 2n described
(Table 1). The species G. carapo, based on morphology and
distribution data, was divided into subspecies Gymmnotus c.
australis, Gymnotus ¢. caatingaensis, Gymnotus c. carapo,
Gymnotus c. madeirensis, Gymnotus c. occidentalis, Gymnotus
¢. orientalis, and Gymnotus c. septentrionalis (Craig et al., 2017).

TABLE 1 | Cytogenetic studies of Gymnotus arapaima, G. capanema and G. carapo.

Species 2n (KF} Authors Localidades
G. arapaima 44 (24m/sm+20st/a) Milhomem et al. {2013) 1. Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud, AM
G. capanema 34 (20m/sm+14st/a) Milhomem et al. {2012b), Milhomem et al. (2012a)) 2. Capanema, PA
G. carapo 54 {54m/smj) Foresti et al. (1984) 3. Miracatu, SP; 4. Botucatu, SP
52 (50m/sm+2st/a) 5. Brotas, SP
48 (34m/sm+14st/a) 6. Humaita, AM
42 {32m/sm+10st/a) 7. Belem, PA
54 (52m/sm+2st/a) Fernandes-Matioli et al. {1998) 8. Rio Mogi-Guagu, SP
54 Claro {2008) 9. Santa Albertina, SP;

42 {(30m/sm+12st/a)
42 {(30m/sm+12st/a)

Mihomem et al. {2007)
Mihomem et al. (2008)

G. cf. carapo
G. carapo “Catalao”
G. carapo “Maranhao”

40 28m/sm+12st/a)
54 {(50m/sm+4st/a)
40 (30m/sm+10st)
42 {30m/sm+12st/a)

Mihomem et al. (2008)
Scacchetti et al. (2011)
da Silva et a. (2014)
da Silva et al. 2019)

10. Cardoso, SP;

11. Terra Roxa, SP;

12. Maridpolis, SP

13. Corumbatai, SP;

4. Botucatu, SP;

14. Angatuba, SP;

15. Indaiatuba, SP

16. S&o Lorengo, SP;

17. Bertioga, SP;

18. Piguete, SP;

19. Cruzeiro, SP.

20. Santa Cruz do Arari, PA;
21. Ponta de Pedras, PA;
22. Sao Miguel do Guama, PA;
2. Capanema, PA;

23. Benfica, PA

24. Almeirim, PA

25. Passo do Lontra, MS
26. Lago Cataldo, AM

27. Rio Munin, MA

= o
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FIGURE 1 | Map showing the Brazilian hydrographic regions and sample points for Gymnotus arapaima, G. capanema, and G. carapo, with karyotypic information
{2n = diploid number) from the present study and from the literature. Each symbol indicates the karyotype obtained from the locality; more than one symbol indicates that
distinct karyotypes were collected at the same locality. Symbols in white denote specimens analyzed by classic cytogenetics; symbols in black denote specimens
analyzed by chromosome painting with G. carapo (2n = 42) whole-chromosome probes (Table 1; Nagamachiet al., 2010; Nagamachi et al., 2013; Machado et al.,

While most Neotropical fish species of South America have
restricted geographic distributions, these species are distributed
widely (Albert and Reis, 2011; Lehmberg, 2015; Craig et al., 2017).

Chromosome painting is as an important tool in comparative
cytogenetics studies of fish species. The results have helped to
solve various issues in this field and have giving insights into
several evolutionary issues (Barby et al., 2019). It has helped to
bring insights into the origin of B chromosomes (Vicari et al.,
2011; Scudeler et al., 2015; Utsunomia et al., 2016), the origin
and evolution of sex chromosomes (Carvalho et al., 2017; Cioffi
et al., 2017; de Oliveira et al., 2017; de Moraes et al., 2017; Yano
et al, 2017; de Freitas et al, 2018) and helped in the
understanding of chromosomal evolution and relationships
between closely related species (Réb et al., 2008; Nagamachi
et al, 2010; Nagamachi et al, 2013; Milhomem et al., 2013;
Machado et al., 2018; Cioffi et al., 2019). Nagamachi et al. (2010)
produced whole chromosome probes (WCP) from G. c
orientalis (GCA42, 2n = 42, 30m/sm+12st/a) by flow sorting,
and hybridized these probes to the cytotypes of G. c. orientalis
with 2n = 40 (GCA40, 34m/sm+6st/a). Two other studies with

WCP from GCA42 mapped the karyotypes of G. capanema
(GCP 2n = 34, Nagamachi et al,, 2013) and G. arapaima (GAR
2n = 44, Machado et al., 2018). Those studies showed a higher
level of chromosomal rearrangement than previously thought
between these species.

In this study we used GCA42 WCP (Nagamachi et al., 2010)
for mapping the karyotype of G. c. occidentalis “Catalao” (GCC
2n = 40), a distinctive population which has been proposed as a
new species (da Silva et al., 2014). The results were compared with
those obtained from GCA40 (Nagamachi et al., 2010), GCP34
(Nagamachi et al., 2013) and GAR44 (Machado et al., 2018).

MATERIAL AND METHODS

Sampling

Samples of G. carapo “Catalao” (GCC) were collected in
Amazonas, Brazil (Figure 1). The Cytogenetics Laboratory
from Centro de Estudos Avancados da Biodiversidade (UFPA)
has permit number 19/2003 from the Ministry of Environment

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org
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FIGURE 2 | (A) A DAP! stained karyotype of GCC; the numbers on the right represent the G. carapo {(GCA42) equivalent chromosomes. (B) Dual color fish with the
probes of R3 {pairs 4-8 and 17-19; red) and R4 (pairs 9-15 and 21; green). Chromosome segments hybridizing with 2 colors indicate repetitive DNA sequences. The
chromosomes or segments in blue {DAPI} represent the NOR-bearing chromosome of GCA42 (pair 20) and the chromosomes corresponding to R2 of GCA42 {pairs 1-3

for sample transport and permit 52/2003 for using the samples for
research. The Ethics Committee from Para Federal University
(Comité de Etica Animal da Universidade Federal do Par4)
approved this research (Permit 68/2015). Sample collections
were authorized by Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade (ICMBio) and Secretaria de Estado de Meio
Ambiente do Pard (SEMA-PA) under permit 020/2005
(Registration: 207419).

Map

A distribution map was made using QGIS v.3.10.7. The shapefiles
containing country limits were obtained from DIVA-GIS
(Hijmans et al., 2004). We used the hydrographic regions
limits provided by Braga et al. (2008) and we created the
shapefiles on QGIS v.3.10.7. The localities numbered are
shown on Table 1.

Whole Chromosome Painting

Whole Chromosome Probes (WCP) from G. carapo (2n = 42;
30m/sm+12st/a; Nagamachi et al., 2010) were hybridized onto
metaphases of G. carapo “Catalao”. Chromosome painting

techniques followed Yang et al. (1995) with the modifications
proposed by Nagamachi et al. (2010). Chromosomes were
classified morphologically according to Levan et al. (1964)
with modifications. The karyotype was organized following da
Silva et al. (2014).

RESULTS

Chromosome Painting in Gymnotus carapo
Occidentalis “Catalao”

Gymnotus carapo occidentalis “Cataldo” (GCC) has 2n = 40 with
30m/sm+10st/a chromosomes (Figure 2A) without differentiated
sex chromosomes in male and female specimens.

The regions of homology with GCA42 are indicated on the
karyotype of GCC arranged from DAPI-stained chromosomes
(Figure 2A).

Dual color FISH with the probes of GCA42 from R3 (pairs 4-8
and 17-19; red) and R4 (pairs 9-15 and 21; green) define the
chromosome groups in GCC40 corresponding to the four groups
in Figure 2B. Chromosome segments hybridizing with 2 colors
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G. carapo 2n = 40 (GCA40) (Nagamachi et al., 2010); (C) G. capanema 2n = 34 (GCP34) (Nagamachi et al., 2013); (D) G. arapaima 2n = 44 (GAR44) (Machado et al.

sm st/a

indicate repetitive DNA sequences. The chromosomes or
segments in blue (DAPI) represent the GCA42 NOR-bearing
chromosome (pair 20) and the chromosomes corresponding to
R2 (pairs 1-3 and 16).

From the 12 chromosome pairs of GCA42 that can be
individually differentiated (pairs 1-3, 6, 7, 9, 14, 16 and
18-21), 8 pairs (1, 2, 6, 9, 14, 19, 20, 21) conserve homeology
within GCC40 (pairs 1, 2, 3, 8, 10, 14, 18, 19). GCA42 pair 20
hybridizes one whole chromosome in GCC40, pair 19. Four
chromosome pairs of GCA42 (3, 7, 16, and 18) show 2 signals
on GCC40 (Figure 2).

The GCA42 probes that represent two chromosome pairs
(4,8), (10,11) and (5,17) all reveal 2 signals, and the one that
represents three pairs (12, 13, 15) reveals 3 signals on the GCC40
chromosomes.

The following chromosome associations of GCA42 are present
in GCC40 pairs: 3 (7/C/21); 4 (7/C/16); 12 (16/C/16/18); 16 (3/C/
3/[4, 8]); 17 ([12, 13, 15)/C/[12, 13, 15]/3), where C = centromere.

Comparative Chromosome Painting
Analysis Among Different Gymnotus
Karyotypes
From the 12 chromosome pairs in GCA42 that can be identified
individually (1-3, 6, 7, 9, 14, 16, 18-21), GCC shows conserved
synteny in 8 pairs (1, 2, 6, 9, 14, 19, 20, 21); GCC shares the same 8
pairs with GCA40, and also the same eight pairs shared between
GCA40 and GCA42, grouping them together and closer to each
other than the other analyzed karyotypes. From the pairs that are
grouped in GCA42 [(4, 8), (10,11), (5,17), (12, 13, 15)], all keep
the same number of signals in GCC40, while GCA40 has an extra
signal for (5,17) and for (12, 14, 15) (Figure 3). The 16/18
syntenic associations are shared between GCC40 (16/C/16/18)
and GCA40 (18/C/16) indicating pericentric inversions
(Figures 3, 4).

Compared to GAR, GCC shares five of the individually
identified chromosomes (1, 9, 14, 20, 21), as well as the same
number of signals in the groups (4, 8) and (12, 13, 15). There is
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FIGURE 4 | Representative phylogeny based on da Silva et al. (2019,
with the syntenic blocks shared by the nodes. Chromosome numbers refer to
the G. carapo 2n = 42 chromosomes (see Figure 3).

also a similar chromosome rearrangement in GCC 17 and GAR
13 that is not shared with the other G. carapo cytotypes. However,
as it is not possible to differentiate between GCA (2n = 42) 12,13,
and 15, we cannot infer that the involved chromosome is the same
or is different (Figure 3; Table 2).

Compared to GCP, GCC shares three individual pairs (GCA
1,20,21) and the same number of signals as GCA (4,8), (10,11)
and (12, 13, 15). All species share homeology to GCA 1,20,21
(Figure 3; Table 2).

The syntenic block of GCA42 6 is conserved in four of the five
analyzed karyotypes by painting, except for GAR (Figure 3;
Table 2), in which it is divided into two signals in pairs 4 and
16, while the syntenic block 18 of GCA 42 is shared with GAR, but
not with GCC or GCA 40 (Figure 3; Table 2).

DISCUSSION

Gymnotus carapo occidentalis “Catalao” has 2n = 40 (GCC, 30m/
sm+10st/a), the same as G. carapo orientalis (GCA) 2n =40 (28m/
sm+12st/a), but with a different karyotype. It is hypothesized that
the basal diploid number for Gymnotidae is 2n = 52 (da Silva
et al,, 2019), as the sister species Electrophorus electricus and G.
pantherinus (sister species to all Gymnotus, Craig et al., 2019)
both have 2n = 52.

This variation in karyotype can be consistently observed along
the hydrographic regions. The 2n = 42 is found in the G. ¢
orientalis locations in the “Tocantins-Araguaia” region, while the
2n =40 is observed in the G. c. orientalis (GCA40) located in the
“Amazonica” region. While sharing the same 2n GCA40, GCC
was sampled in a lake in an area close Negro river, in G. c
occidentalis occurrence area and also has significant karyotype
differences. The 2n = 48 is found only in G. c. madeirensis
(Table 1; Figure 1). The higher 2n = 52 and 54 is found only
in G. ¢ australis, distributed along the Paraguai, “Parand” and
“Atlantico Sudeste” hydrographic regions.

When compared to all cytotypes of G. carapo in the literature,
there is a tendency to a reduction in diploid number in the
“Amazonica”, “Tocantins-Araguaia” and “Atlantico Nordeste
Ocidental” hydrographic regions, a trait also shared with G.
arapaima (Figure 1). Whereas the cytotypes in the “Paraguai”,
“Parand” and “Atlantico Sudeste” hydrographic regions have a

TABLE 2 | Syntenic blocks shared among analyzed species with WCP.
GCA42 —Gymnotus carapo 2n = 42; GCA40—G. carapo 2n = 40;
GCC40—G. carapo “Cataldao” 2n = 40; GAR44 - G. arapaima 2n = 44;
GCP34—G. capanema 2n = 34,

Species Syntenic blocks

GCA42 x GCA40

GCC40 X GCA42

GCC40 X GCA40

GCC40 X GCA40 X GCA42

GCA42 x GAR44

GCA40 x GAR44

GCC40 X GAR44

GCC40 X GCA42 X GCA40 x GAR44
GCA42 x GCP34

GCA40 x GCP34

GCA42 1, 2,6, 9, 14, 19, 20, 21
GCA42 1, 2,6, 9, 14, 19, 20, 21
GCA42 1, 2,6, 9, 14, 19, 20, 21
GCA42 1, 2,6, 9, 14, 19, 20, 21
GCA42 1, 9, 14, 18, 20, 21
GCA42 1,9, 14, 20, 21

GCA42 1, 9, 14, 20, 21

GCA42 1,9, 14, 20, 21

GCA42 6, 19, 20, 21

GCA42 6, 19, 20, 21

GCC40 x GCP34 GCA42 6, 19, 20, 21

GAR44 x GCP34 GCA42 20, 21

ALL GCA42 20, 21

higher chromosome number, with all locations having 2n = 54
except in one population that has 2n = 52 (Table 1; Figure 1)
similar to more basal 2n in the genus. This suggests that the
reduction in diploid number in the amazon region happened after
colonization of the area.

Whole chromosome probes of GCA42 have been used in
previous studies comparing two cytotypes of G. carapo (GCA42
and GCA40), G. capanema (GCP34) and G. arapaima (GAR44).
The results demonstrate highly rearranged karyotypes, more than
found by classical cytogenetics alone (Nagamachi et al., 2010;
Nagamachi et al,, 2013; Machado et al,, 2018). The same results
are observed in G. carapo “Cataldo” (present study), confirming
that the chromosomal evolution in this group is quite complex.

The karyotypes of the three G. carapo cytotypes analyzed by
chromosome painting (GCA42, GCA40 and GCC40) are more
similar to each other than to those of GAR44 or GCP34 and share
a uniform amount of synteny. However, they have multiple species-
specific rearrangements, which probably constitute a post zygotic
barrier that would result in an inviable or infertile hybrid (Figure 4).
We observe the same pattern when compared to G. arapaima,
explained by the fact that they are sister species with recent
divergence (Brochu, 2011) in relation to G. capanema (Craig et al,,
2019).

This large number of chromosomal rearrangements in
Gymnotus carapo, demonstrated by chromosome painting,
indicates that the different cytotypes constitute a complex of
cryptic species as already suggested (Milhomem et al., 2008;
Nagamachi et al., 2010). The chromosomal speciation must
have played a key role in this process that, if associated with
small-inbred demes, could have facilitated the fixation of
chromosomal rearrangements (King, 1993).

Currently these cryptic species (with the same morphology
but different cytotypes) are in allopatry, which corroborates
the pattern found in many Neotropical freshwater fish groups.
This could be due to the dynamics of the river networks,
including the fragmentation and merging of adjacent rivers,
that led to increased species richness closer to the core region
of the Amazon basin (Albert and Reis, 2011; Tagliacollo et al.,

Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org

March 2022 | Volume 13 | Article 832495



Machado et al.

2016; Albert et al.,, 2018a; Albert et al.,, 2018b; Albert et al.,
2020).

The taxonomy of G. carapo is quite complex and has been
discussed in many studies. Some authors report it as a single
generalized species (Craig et al, 2017), other studies show a
paraphyletic group within a monophyletic complex of related
species (Brochu, 2011; da Silva et al,, 2019) and still others suggest
it to be a complex of cryptic species (Milhomem et al,, 2008;
Nagamachi et al., 2010). Within this context, some phylogenetic
studies with molecular data show polytomy of the G. carapo
complex, consisting of G. carapo, G. arapaima, and G. ucamara
(Lovejoy et al, 2010; Brochu, 2011) and other studies show
species of the subgenus Gymmnotus nested within G. carapo
lineages (Lehmberg et al, 2018; Craig et al, 2019; da Silva
et al., 2019).

In conclusion, the results presented here support that
these populations with different cytotypes of G. carapo
analysed (G. carapo occidentalis “Cataldo”, G. c. orientalis
GCA42 and GCA 40, along with the geographic-specific 2n =
48 and 2n = 54) may be a cryptic species complex. Analyses by
chromosome painting of more cytotypes of G. carapo as well
as other species of this genus coupled with molecular studies
of those samples could help elucidate the chromosomal
evolution and pattern of speciation in the group and help
identify same-species populations from endemic species that
have recently diverged.
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Gymnotus is the most specie-rich genus of the Gymnotiformes order, the electric
knifefishes, with 46 valid species (Ferraris Jr. et al., 2017; Craig et al., 2018a, 2018b; Campos
da Paz and de Santana, 2019 Craig et al., 2019; Kim et al., 2020; Fricke et al., 2021), with a
wide distribution in the neotropical region, present in Central and South America with the
higher diversity found in the Amazon-Orinoco-Guiana basins (Mago-Leccia, 1994; Albert,
2001; Albert and Crampton, 2005). This genus is also extremally diverse cytogenetically, with
high variability in chromosome numbers, ranging from 2n=34 in Gymnotus capanema
(Milhomem et al., 2012a) to 2n=54 in G. carapo (Foresti et al., 1984), G. mamiraua
(Milhomem et al., 2007), G. paraguensis (Margarido et al., 2007) and G. inaequilabiatus
(Scacchetti et al., 2011). It is divided in six subgenera: Gymnotus, Tijax, Tigre, Lamontianus,
Tigrinus and Pantherus (Craig et al., 2019). Most part of this karyotypic plasticity is found
within the Gymnotus subgenus (Former Gymnotus carapo clade, Tagliacolo et al., 2016), with

other subgenera the number varies from 48 to 54 chromosomes, many sharing the 2n=52.

Chromosome painting studies in Gymnotus also show complex chromosome
reorganization, even between closely related species (Nagamachi et al., 2010, 2013; Machado
et al.,, 2018, 2022). It can tell in a more accurate resolution what are the chromosomal
evolution mechanisms that most probably resulted in the diversity found and it also can help
with understanding which chromosomes are involved in the formation of sexual chromosome
systems. The emergence of sex chromosomes in fish has been reported as an event of recent
origin, defined as turnover by Kitano and Peichel (2012), where they are characterized by
having little heterochromomatin and high homology between homologs. However, for the
fixation of the “new” sex chromosomes to take place, a process of heterochromatinization of
the heteromorphic chromosome is required, as a process of silencing and dose compensation.
It is through this process that the specific chromosomes for sex determination are repressed
and the recombination between the protosexuals is suppressed and thus they are established in

the species (Charlesworth et al., 2005).

While most species of the genus show no sexual chromosome differentiation, within
this exuberant chromosomal diversity is found different sexual chromosome systems: XX/XY

in Gymnotus sp. “Negro” (da Silva et al., 2014); XX/XY Y2 in G. interruptus (Almeida et al.,
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2015; XX XoXo/X1X,Y, G. coropinae and G. pantanal, (Fernandes et al., 2005; da Silva et
al., 2014;). Gymnotus (Gymnotus) pantanal is one of the four species of Gymnotus with a
sexual chromosome system, with 2n=40 for females and 2n=39 for males (X;X;XuoX»/X;X,Y),
in all 3 populations studied, two on the Parana state, and another in Sdo Paulo (Fernandes et
al., 2005; da Silva et al., 2011; Utsunomia et al., 2014). Here we present the chromosome
painting of this species with the aim of helping understand further the evolution of the
karyotype diversity in the Gymmnotus genus and the evolution of the sexual chromosome

system in this species.
MATERIAL AND METHODS

Cell suspensions from G. pantanal from Parand basin were already available in our
laboratory. Whole Chromosome Probes from G. carapo (2n=42; 30 m/sm + 12 st/a) described
in Nagamachi et al. (2010) were hybridized onto metaphases of G. pantanal. Chromosome
painting techniques followed Yang et al. (1995) with the modifications proposed by
Nagamachi et al. (2010). The scheme followed for the experiment and probes used is
illustrated in Machado et al. (2017). Chromosomes were morphologically classified according
to Levan et al. (1964), with modifications. The karyotype was organized according to

Margarido et al. (2007).
RESULTS

The regions of homology with G. carapo (GCA; 2n=42) are indicated on the karyotype
of G. pantanal (GPT) arranged from DAPI-stained chromosomes (Figure 1). Dual color FISH
with the probes of R3 (GCA 4-8 and 17-19; red) and R4 (GCA 9-15 and 21; green) defined
the chromosome groups corresponding to the 4 regions in G. carapo. Chromosome segments
hybridizing with 2 colors indicated repetitive DNA sequences. The chromosomes or segments
in blue (DAPI) represent the NOR-bearing chromosomes (GCA20) and the chromosomes
corresponding to R2 (GCA 1-3 and 16). From the 12 chromosome pairs of G. carapo that can
be individually differentiated (GCA 1-3, 6, 7,9, 14, 16 and 18-21), 6 pairs (GCA 6, 9, 14, 19,
20, 21) conserved homeology within GPT. GCA 20 hybridizes one whole chromosome, pair
16. Four chromosome pairs (GCA 1, 2, 3, 7, 16, and 18) showed 2 signals on GPT

chromosomes. From the GCA probes that represent two chromosome pairs (4,8), (10,11) and
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(5,17) all revealed 2 signals, and the one that represent three pairs (12,13,15) revealed 3
signals on the GPT chromosomes. The following chromosome associations were found in
GPT: GPT 1: [4,8]/C/16; GPT 8: 14/C/14/7; GPT 9: [10,11]/C/[10,11]/19; GPT 10: [12,13,15]
/C/[12,13,15]/3; GPT 11: 7/C/7/ [10,11]; CPT Y: 2/C/[4,8] where C = centromere (Figure 1
and 2)
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Figura 1: Karyotype of GPT. A — With Dual color fish with probes of R3 (GCA 4-8 and 17-19; red) and
R4 (GCA 9-15 and 21; green): Chromosome segments hybridizing with 2 colors indicated repetitive DNA
sequences; Chromosomes or segments in blue (DAPI) represent the NOR-bearing chromosomes (GCA20)
and chromosomes corresponding to R2 (GCA 1-3 and 16). B- With DAPI: the numbers on the right
represent the GCA equivalent chromosomes. C — NOR bearing chromosome pair GPT 16, hybridized with

GCA20.
Discussion

Our results demonstrate a genomic reorganization in the analyzed species is greater

than assumed by classical cytogenetics studies. The Gymnotiformes order is very diverse
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karyotipically, not only in diploid number (from 2n=24 in Apteronotus albifrons, Almeida-
Toledo et al., 1981; to 2n=74 in Rhabdolichops cf eastward, Suarez et al., 2017) but also in
the karyotype formula and location of repetitive sequences (de Almeida-Toledo et al., 2007,
Silva et al., 2009; da Silva et al., 2014, 2019; Araya-Jaime et al., 2017, 2022; Sousa et al.,
2017; Utsunomia et al., 2018). Molecular cytogenetic studies in Gymnotiformes have shown
dynamic reorganization, including pericentric inversions observed through repetitive DNA
position (Fernandes et al., 2017), sequence dispersion via transposable elements and the
association between different repetitive sequences (Utsunomia et al., 2014, da Silva et al.,
2016 and Machado et al., 2017) and the presence of different sex chromosome systems
(Margarido et al., 2007; Henning et al., 2008, 2011; da Silva et al., 2011, 2014; Almeida et
al., 2015). This evolutionary plasticity of the karyotype is reflected to an even greater degree
in the present study, and in the studies of Nagamachi ef al. (2010, 2013) and Machado et al.
(2018, 2022) (Figure 2).

Whole chromosome probes from G. carapo orientalis (GCA 2n=42) have been used
for comparative genomic mapping of the karyotype of i) G. carapo orientalis (GCA 2n=40
Nagamachi et al., 2010), ii) G. capanema GCP 2n=34 (Nagamachi et al., 2013), iii) G.
arapaima GAR 2n=44 (Machado et al. 2018), iv) G. carapo ocidentalis “Catalao” (GCC
2n=40, Machado et al. 2022) and, in the present work v) G. pantanal (GPT 2n=39/40). Similar
to the observations in the previously mapped species GPT also presents a highly reorganized
karyotype (Figure 2) in relation to GCA 2n=42 and also in relation to the other analyzed
species. From the 12 chromosome pairs of GCA 2n=42 that can be individually differentiated,
GPT: a) shows conserved synteny of the same 6 pairs (GCA 6, 9, 14, 19, 20, 21) with all three
G. carapo species, b) shares 4 pairs (GCA 9, 14, 20, 21) with GAR and c) three pairs (GCA 6,
20, 21) with GCP. It is also worth noting that the probes representing GCA [4,8] and
[12,13,15] show two and three signals, respectively, in three species (GCA 42, GCP and

GAR) indicating that these chromosomes may have retained their homeology.
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Figure 2:

Ideogram showing chromosome rearrangements obtained by WCP. R1, R2, R3 and R4

represent the colors of the four major regions of the GCA 2n=42 probes. A- G. carapo 2n=42 utilized in
the production of the probes, each different color represents a chromosome or chromosome group. B-
G. carapo 2n=40 (Nagamachi et al., 2010). C- G. capanema (Nagamachi et al., 2013). D- G. arapaima.
(Machado et al., 2018). E- G. carapo “catalao” (Machado et al., 2022) and F- G. pantanal (present

study).
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From the pairs that are grouped [4,8], [10,11], [5,17], [12,13,15], in GPT all keep the same
number of signals from GCA42 and GCC, with GCA40 having one extra signal for [4,8];
GCA40, GAR and GCP having one extra signal for [5,17]; GAR having one extra signal for
[10,11] and GCA40 for [12,14,15]; GPT also shares 2 chromosome rearrangements with
GAR: GPT 9: [10,11]/C/[10,11]/19; GPT 10: [12,13,15]/C/[12,13,15]/3.

A comparative analysis of the data described above (Figure 2) shows that the
karyotype of G. pantanal is more similar to G. carapo orientalis (GCA40 and GCA42), G.
carapo ocidentalis “Catalao” and G. arapaima than that of G. capanamena, even though Craig
et al. (2019) groups G. pantanal and G. capanema as sister species in a more basal position
within the subgenus Gymnotus. That could be due to the fact that there was no molecular data
for G. capanema, added to the fact that this species has a 2n significantly lower than the other
Gymnotus species. It is worth noting that the G. pantanal specimen studied is in a completely
different Basin from all other species analyzed by chromosome painting but still shares many
homeologies with the other species, all within the same group of chromosome pairs (GCA 6,
9, 14, 19, 20, 21), while also having specie-specific rearrangements. Lande (1977) theorizes
that the rates of chromosomal rearrangement are proportional to selection and inversely
proportional to the effective size of the population. Araya-Jaime (2017) suggests that this
could be considered a general model of chromosomal evolution within Gymnotiformes, since
populations with little or no gene flow may facilitate the fixation of chromosomal
rearrangements within a particular species in a shorter evolutionary time. This may be a
contributory factor to speciation within the group and may also contribute to the higher

number of rearrangements found within each specie analyzed.

It is hypothesized that the basal diploid number for Gymnotidae is 2n = 52 (da Silva et
al., 2019), as the sister species Electrophorus electricus and G. pantherinus (sister species to
all Gymnotus, Craig et al., 2019) both have 2n = 52. The lower 2n found on the analyzed
species points to the shared chromosomal homeologies being present on the ancestor of the
Gymnotus subgenus. Taken together, the sum of the results might explain the difficulty in
finding synapomorphies among the species compared so far, since most of the rearrangements

might have become fixed after the species became isolated.
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Sex chromosomes have already been reported in several genera of Gymnotiformes,
such as Brachyhypopomus, Steatogenys, Eigenmannia and Gymnotus (de Almeida-Toledo et
al., 2000; de Almeida-Toledo and Foresti 2001; Silva and Margarido 2005; Cardoso et al.,
2011). In Gymnotus, until now sex chromosomes are restricted to Gymnotus sp. “Negro”
2n=50 XX/XY, G. interruptus 2n=373/36% XX/XY1Y2 (Almeida et al., 2015; Rangel-
Pereira and Ottoni 2021), G. coropinae 2n=493/50Q XI1X1X2X2/X1X2Y, G. pantanal
2n=394/40% with X1X1X2X2/X1X2Y (Margarido et al., 2007; da Silva et al., 2011a) and
meiotic analysis confirmed the presence of sex chromosomes in G. pantanal and evidenced
the recent emergence of this system (da Silva et al. 2011), visualized by the homology
between X1, X2 and the Y chromosome, that are hybridized by the GCA42 chromosomes
[4,8] and 2.

The origin of sex chromosomes in fish, even in phylogenetically related species as seen
with Gymnotiformes, can occur independently, as a result of structural rearrangements of the
ancestral sex chromosomes and autosomes (Hening et al., 2010; Kitano and Peichel 2012). In
general fish sex chromosomes typically represent early phases of differentiation with no
pronounced changes in their morphology, size, and genetic content (Schartl et al., 2016,
Sember et al., 2021), This could be owing to the high plasticity of fish sex chromosomes and
their frequent turnovers, which repeatedly reset the process of sex chromosome differentiation
(Sember et al., 2021). The multiple sex chromosome system X;X;X,X»/X;X,Y found in G.
pantanal is the most prevalent in fishes (Sember et al., 2021), usually, as is with G. pantanal,
formed by a centric or tandem fusion of the ancestral Y with an autosome forming a large bi-

armed chromosome.

The identification of the chromosomes involved in the formation of the Y chromosome
in G. pantanal is a important step in understanding this evolutionary process, enabling to
observe behavior of the same chromosomes across the karyotypes of different species, and
possible compare with the origin of the sex chromosome systems of other Gymnotus species.
With diverse karyotypes including different sex chromosome systems, chromosome painting
on the genus is becoming an invaluable tool to help understand the evolution in the group,

identify and differentiate closely related species and identify in the future possible sequences
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and/or chromosomes associated with the origin of sex chromosome in the group.

3.3- Capitulo 3 — Sequéncias repetitivas

Dois individuos machos e duas fémeas de Gymnotus carapo “Catalao”, 2n = 40 foram
sequenciados pela plataforma Illumina Miseq. Para identificagdo dos DNAs repetitivos
provenientes do sequenciamento de nova geracao, foi utilizado o método de agrupamentos de
semelhantes pelo programa RepeatExplorer (Novak et al., 2013), que permite a montagem de
novo de elementos repetitivos de DNA através da formacdo de graficos baseados na
similaridade entre reads. Dos clusters escolhidos foram selecionados os contigs com maior
tamanho e maior cobertura para busca de DNAs satélites com o uso da ferramenta Tandem
Repeat Finder (Benson 1999). Esses contigs foram também alinhados contra bancos de dados
(Genkbank, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ e Repbase,
https://www.girinst.org/repbase/) para anotacdo. A partir disso, primers para amplificacdo de
sequéncias pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (Tabela 1) foram desenhados

manualmente e sua eficiéncia foi verificada no programa Primer3 (Untergasser et al., 2012).

As reagdes de PCR consistiram de 15,7 uL de dgua ultrapura, 2,5 uL de Tampao 10X,
1 uL de MgCI2 (50 mM), 1 uL de DNTP (10 mM), 1 uL de primer forward (10 mmol), 1 uL
de primer reverse (10 mmol), 2,5 uL de DNA de G. carapo “catalao” (Figura 1) e 0,3 uL de
Taq Platinum (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condi¢cdes 94°C por 2
minutos, 45 ciclos (94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 90 segundos) e
72°C por 5 minutos. Os produtos das reacdes foram observados em gel de agarose 2% (Figura
2). Todas as sequencias, com exce¢do do GymSat-CL1 e GCCSat10, foram amplificadas com

sucesso (Tabela 1, Figura 2).

Das sequéncias amplificadas e hibridizadas em laminas de Gymnotus carapo
“Cataldo”, as sequencias GymSat-CL7, GymSat-CL14, GymSat-CL17, GymSat-CL34,
GCaSatl e GCaSat2 mostraram resultados positivos (Figura 3, Tabela 1). A sequéncia
GymSat-CL7 possui marcacdo na regido centromérica dos cromossomos. GymSat-CL14

marca na regido telomérica, com algumas marcagdes intersticiais em alguns pares. GymSat-
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CL17 marca em sobreposicdo com a NOR. GymSat-CL34 marca na regido pericentromérica
da maioria dos cromossomos. GCaSatl marca tanto em regides pericentroméricas como em
regides intersticiais e GCaSat2 marca em regides teloméricas e pericentroméricas dos

Cromossomaos.

Tabela 1- Resultados preliminares das sequéncias repetitivas.

Sequéncia Tipo Gel FISH
GymSat-CL1 Satellite Negativo Negativo
GymSat-CL7 Satellite Positivo Positivo

GymSat-CL14  Minisatellite  Positivo Positivo
GymSat-CL17  Minisatellite  Positivo Positivo
GymSat-CL34  Minisatellite  Positivo Positivo
GecaSatl Satellite Positivo Positivo
GceaSat2 Satellite Positivo Positivo
GceaSat4 Satellite Positivo Negativo
GcaSat5 Satellite Positivo Negativo
GceaSat7 Satellite Positivo Negativo
GceaSat8 Satellite Positivo Negativo
GceaSat9 Satellite Positivo Negativo
GcaSat10 Satellite Negativo Negativo
GcaSatl1 Satellite Positivo Negativo

GcaSat12 Satellite Positivo Negativo
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Figura 3: FISH em metafases de Gymnotus carapo “Cataldo” com sondas de A: GymSat-CL7; B: GymSat-
CL14; C: GymSat-CL14; D: GymSat-CL34; E: GcaSatl; F: GcaSatl.
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4- CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho a pintura nas duas espécies de Gymnotus: G. carapo occidentalis
“Cataldo” (GCC) 2n=40 e G. pantanal (GPT) 2n=393/40Q mostram uma grande quantidade
de rearranjos cromossomos comparados ao citdtipo de G. carapo orientalis (2n=42, espécie da
sonda) Esses resultados mostram que a evolugdo cromossdmica no grupo ¢ mais complexa do
que se supde por citogenética classica. E teorizado que o 2n basal para Gymnotidae é 2n=52,
j& que o género basal em Gymnotidae, Electrophorus e G. pantherinus (espécie irma de todos
Gymnotus, Craig et al., 2019) ambas apresentam 2n=52. Quando comparado com todos os
citotipos de Gymnotus na literatura, ¢ possivel observar uma tendéncia de redu¢do do 2n nas
espécies do subgénero Gymmnotus que se encontram em posicdo mais derivada na arvore

filogenética (Figura 1)

G. carapo orientalis 2n = 40;42
G. carapo occidentalis 2n = 40
G. ucamara 2n = 44

G. arapaima 2n = 44

G. interruptus 2n = 373/369
G. carapo madeirencis 2n = 48

G. mamiraua 2n = 54
_|: G. carapo australis 2n = 52;54
G. sylvius 2n = 40
— G. capanema 2n = 34
L— G. pantanal 2n = 39/40

r— G. paraguensis 2n = 54
L— G. inaequilabiatus 2n = 52

G. penandopterus 2n = 50 | Lamontianus
G. sternoleucus 2n = 48

—I: G. coropinae 2n = 50

G. javari 2n = 50 Tigrinus

G. coatesi 2n =50

Gymnotus

G. jonasi2n = 52

G. pantherinus 2n = 52 | Pantherus

Electrophorus sp. 2n =52

Figura 1: Arvore filogenética de Gymnotidae, adaptada de Craig et al., 2019. Foram representadas

apenas as espécies que possuem dados citogenéticos na literatura.
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Sondas de cromossomo inteiro de GCA 2n=42 foram usadas em estudos anteriores
comparando dois citétipos de G. carapo (GCA42 e GCA40), G. capanema (GCP) e G.
arapaima (GAR) (Nagamachi et al., 2010, 2013; Machado et al., 2018) e mostraram cariotipos
muito rearranjados. A identifica¢do precisa dos cromossomos envolvidos na formagdo do par
sexual em G. pantanal abre o caminho para a investiga¢ao de outros sistemas sexuais descritos
para Gymnotus, o que poderd permitir investigar se existe ou ndo homeologias dos
cromossomos envolvidos na formag¢ao do cromossomo sexual. Com esses resultados vamos
poder verificar se os cromossomos sexuais nas diferentes espécies de Gymnotus tiveram uma

origem ancestral ou se foram eventos independentes.

Comparando-se os caridtipos das espécies ja& mapeadas por sondas de cromossomo
total e a espécie da qual foi obtida a sonda, apenas os pares GCA20 (R1) e GCA21
mantiveram homeologias conservada (Figura 2). Milhomen et al. (2013) mostraram que o
GCA20, o par portados da NOR, apresentou sintenia conservada também em G. mamiraua, G.
cf. carapo (2n = 54), G. sylvius, G. inaequilabiatus ¢ G. jonasi, sendo que em G. jonasi ele
estd fusionado a outro cromossomo, € ndo compartilha a NOR no mesmo par. Estudos em
andamento em G. coatesi e E. electricus também evidenciam a manutencdo da sintenia
conservada de GCA20. Além disso, pode-se observar inversdes pericéntricas ou adi¢do de
sequéncias através da mudanga da posicao centromérica, como observado por exemplo, no par
GCA21, que em G. carapo citétipo 2n=42 este cromossomo ¢ acrocéntrico e em G. carapo
(2n=40) e G. arapaima, ¢ subtelocéntrico. O par GCA6 ¢ metacéntrico em quase todos os

citotipos, mas no G. carapo occidentalis “Catalao” ¢ subtelocéntrico (Figura 2).

Em Gymnotiformes, essa reorganizacdo dindmica do genoma vem sendo estudada
através de sequencias repetitivas, do estudo de cromossomos sexuais e sondas de cromossomo
total (Margarido et al., 2007; Henning et al., 2008, 2011; Nagamachi et al., 2010, 2013; da
Silva et al., 2011, 2014; Utsunomia et al., 2014; Almeida et al., 2015; da Silva et al., 2016
Fernandes et al., 2017 e Machado et al., 2017). Os resultados do presente trabalho, comparado
aos da literatura (Nagamachi et al., 2010, 2013; Machado et al., 2018, 2022), mostram que de
forma recorrente no género, varios rearranjos sdo espécie-especificos ou os cromossomos

tiveram outros rearranjos nos mesmos cromossomos/pontos de quebra.
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Figura 2: Ideograma ilustrando as regides de homeologias encontradas nas espécies de Gymnotus analisadas por
pintura cromossémica. GCA42: G. carapo 2n=42 utilizado na produgdo das sondas, cada cor diferente
representa um cromossomo ou grupo cromossomico. GCA40: G. carapo 2n=40 (Nagamachi et al., 2010).
GCC40: G. carapo occidentalis “Cataldo” (presente estudo). GAR44 G. arapaima (Machado et al., 2018).
GCP34: G. capanema (Nagamachi et al., 2013). GPT39/40: G. pantanal (presente estudo).

Andlises filogenéticas estimam que Gymnotus tem uma histéria de maultiplas
colonizagdes das principais regides biogeograficas, pelo menos 5 no periodo de 5 ma a 0.5 ma
atras, resultando no padrdo de polifilia de assembleias de espécies (Craig et al., 2019) e possui
um padrdo de dispersdo similar a outros peixes neotropicais, devido a dindmica das redes de
rios, incluindo a fragmentagdo e fusdo de rios adjacentes (Albert et al. 2017, 2018a,b, 2020).

Além disso, os peixes teledsteos provavelmente teriam experimentado uma maior taxa de
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rearranjos cromossdmicos em comparagao com outros vertebrados (Ravi & Venkatesh, 2008)
juntamente com a formacao de demes isolados por barreiras geograficas e menores populacdes
com endocruzamento, facilitaria a fixacdo de rearranjos cromossomicos (King, 1993).
Levando em consideracdo esses fatos, andlises citogenéticas tem auxiliado no processo de
identificacdo de espécies cripticas e/ou complexos parafiléticos de espécies, como por
exemplo, os espécimes de G. carapo analisados por pintura cromossdmica neste trabalho. Esse
mesmo padrio foi refletido em andlises filogenéticas que mostra G. carapo como um grupo
parafilético (Craig et al., 2019) e reflete o padrdo de caridtipo encontrado em diferentes

regides hidrograficas.

O uso de pintura cromossdmica e analises de sequéncia repetitivas sdo importantes
para o entendimento da composi¢do e evolugdo gendmica de Gymnotus, para identificar,

classificar e compreender mais sobre esse grupo amplamente distribuido na américa Latina.
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ANEXO 1

MATERIAL E METODOS
A.l1- AMOSTRA BIOLOGICA
A amostra ¢ constituida de espécimes de G. carapo “catalao” e G. pantanal, cedidos

para trabalhos em colaboragao.

A.2- SONDA DE CROMOSSOMO TOTAL
Foram utilizadas as sondas de cromossomo total de G. carapo (2n=42) produzidas por
Nagamachi et al. (2010), seguindo os experimentos discriminados na Figura Al e nas Tabela

Al, utilizando de duas cores.
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Figura A1l- Ideogramas do caridtipo de G. carapo (2n = 42). A: As quatro regides cromossdmicas (R1, R2, R3,
R4) obtidas por Nagamachi et al. (2010). B-M: Experimentos de double-fish baseados em Nagamachi et al.

(2010, 2013), para identificar homologia cromossdémica com G. carapo (2n = 42).



Tabela Al- FISH de duas cores para distinguir os pares cromossomicos das Regides 2, 3 e 4.

FISH 2 cores

FISH 2 cores

Pares cromossdmicos

(subregido) (picos)
Regisio 2
S2B x S2C P14 x P18 1 (cor do S2C); 2 (cor do S2B); 16 (2 cores)
R2 x S2A P02 x POS 3(cor do R2); 1, 2, 16 (2 cores)
R2 x S2B P02 x P14 2, 16 (2 cores); 1, 3 (cor do R2) — define par 3 por
exclusao do par 1
Regisio 3
S3B x S3C P12 x P15 7 (cor do S3C); 6, 19 (cor do S3B)
S3A x S3D P10x P16 18 (cor do S3D); 5, 6,7, 17 (2 cores)
S3A x S3B P10 x P12 6 (2 cores); 19 (cor do S3B); 5, 7, 17 (cor do S3A)
R3 x S3D P03 x P16 5,6,7,17,18 (2 cores); 4, 8, 19 (cor do R3) — define
pares 4,8 por exclusdo do par 19
Regiso 4
S4A x S4B P09 x P11 14 (cor do S4B); 12, 13, 15 (2 cores)
R$ x S4C P04 x P13 9, 14 (cor do R4); 10, 11, 12, 13, 15, 21 (2 cores) —
define o par 9 por exclusdo do par 14
S4B x S4D P11 x P17 21 (cor do S4D); 12, 13, 14, 15 (2 cores)
S4C x S4D P13 x P17 14 (cor do S4D); 10, 11 (cor do S4C); 12, 13, 15, 21

(duas cores)
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A.3- HIBRIDIZACAO In Situ FLUORESCENTE (FISH)

As hibridizagdes seguiram o protocolo descrito por Yang et al. (1995) e Nagamachi et
al. (2010) com algumas modificagdes.

Imersao da lamina em uma solucdo de pepsina a 1% (50 ml de HCI1 4,8 N para 0,5 ml
de pepsina) por 45 minutos e posteriormente, lavagem em solu¢do de 2xSSC por 3 vezes, 2
minutos em cada. Desidratacdo dos cromossomos com etanol (séries de 2x70% por 2 min,
2x90% por 2 min e 1x100% por 5 min). Envelhecimento das ldminas em estufa a 37°C
overnight. Apds essa etapa coloca-se as lamina em formamida 70% (70 ml de formamida e 30
ml de 2xSSC) durante 50 segundos, a 62°C. Retirou-se as laminas da solugdo de formamida
70% e imergiu em solucdo de etanol 70% gelado, por 5 minutos. Novamente, desidratou os
cromossomos em uma bateria de alcool (1x70% por 2 min, 2x90% por 2 min cada e 1x100%
por 5 min). Posteriormente, desnaturou a solu¢do contendo as sondas em termociclador a
70°C, durante 15 minutos. Apds a desnaturacdo, foi pingada a solugdo contendo as sondas
sobre a lamina, colocada uma laminula sobre ela e vedada com cola PVC. Em seguida,
preparou-se uma camara umida e encubou-se as laminas em estufa a 37°C durante trés dias
(Sondas de cromossomo total) ou 24 horas (demais sondas). Para a retirada de marcagdes
inespecificas (resultados de pareamentos com poucos pares de bases), incubou-se as laminas
em solucdo de formamida 50% a 40°C, durante 5 minutos; em solu¢ao 2XSSC a 40°C por 5
minutos; em solugdo 4XSSC/Tween (0,2%) ou 4xT a 36°C por 5 minutos. Apos essa etapa foi
pingada a solu¢do de deteccao (0,2uL avidina CY3 ou FITC + 200uL de 4xT) sobre a lamina,
foi coberto com parafilme e deixado em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds o tempo
decorrido, foi retirado o parafilme e a lamina foi lavada em 4xT em temperatura ambiente,
duas vezes, por 4 minutos cada. Por fim, foi adicionado 7 pL. de solugdo DAPI com anti-fade
na lamina, e coberto com uma laminula de vidro 24 x 50 mm.
A.4- CAPTURA DE IMAGENS E MONTAGEM DO CARIOTIPO

As imagens das metafases nas laminas hibridizadas foram capturadas utilizando o
software Nis-Elements no microscopio Nikon H550S. As metafases foram analisadas
utilizando o software Adobe Photoshop e os cromossomos organizados com base em Levan et
al. (1964) com modifica¢des, utilizando como referéncia as descrigdes cariotipicas das

espécies.
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