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RESUMO

Loricariidae é considerada uma das familias de peixes mais diversas na regido
Neotropical. As variagc0es exibidas por seus representantes, popularmente
conhecidos como “cascudos”, estendem-se do nivel intraespecifico ao populacional,
0 que dificulta o estabelecimento de filogenias, e estimativas da real diversidade
dentro deste grupo. Recentemente, uma nova hipotese filogenética foi proposta, na
qual, houve uma reorganizacdo ao nivel de subfamilias e tribos. Hypostomini,
abordada no presente estudo, deixou o status de monogenérica e passou a ser
representada por Hypostomus e Pterygoplichthys. Desta forma, a fim de ampliar os
dados citogenéticos existentes para estes dois géneros, foram realizadas andlises
cromossbmicas em espécimes de Hypostomus boulengeri, Hypostomus
ancistroides, e Pterygoplichthys ambrosettii. Todos os espécimes de H. ancistroides,
e H. boulengeri, apresentaram o 2n=68, Ag-RONs mudltiplas confirmadas pelo
mapeamento fisico com DNAr 18S, e sitios de DNAr 18S e 5S localizados em pares
de cromossomos distintos. Porém, existiram caracteristicas que possibilitaram a
separacado destas espécies, feito as férmulas cariotipicas (FCs), 0 nUmero dos sitios
de Ag-RON e DNAr 18S, o tipo de cromossomo portador do sitio de DNAr 5S, e a
maior quantidade de regides heterocromaticas em H. boulengeri. Os exemplares de
P. ambrosettii apresentaram o 2n=52, Ag-RONs simples com heteromorfismo de
tamanho confirmadas pelo mapeamento fisico com DNAr 18S, sitios de DNAr 18 e
5S em um mesmo par cromossdmico, e regides heterocroméaticas localizadas
principalmente na regiao terminal dos cromossomos. Diferengas nas FCs podem
indicar a ocorréncia de rearranjos cromossodmicos do tipo inversao pericéntrica, que
alteram a o tipo cromossdmico sem modificar o numero diploide, enquanto que
polimorfismos em sitios de DNAs ribossdmicos podem refletir a ocorréncia de
crossing over desigual, amplificacdes e/ou transposicdes. De fato, o isolamento do
DNAr 5S de H. boulengeri possibilitou a identificacdo de elementos dentro da regiao
espacadora, que poderiam explicar as diferencas observadas em posicao e
tamanho destas repeticdes em um genoma. Dentre eles, sequéncias repetitivas que
podem ter sido originadas por duplicacdes; regides que podem formar estruturas
secundarias e favorecer a ocorréncia de rearranjos gendmicos, e elementos
transponiveis. Além disso, a caracterizacdo desta sequéncia possibilita a utilizacdo
dos clones para mapeamento fisico em estudos futuros.

Palavras-chave: Cariotipo. DNAs ribossbmicos em eucariotos. Double FISH.
Rearranjos gendmicos.
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ABSTRACT

Loricariidae is considered one of the most diverse fish families in the Neotropics. The
variations exhibited by their representatives, popularly known as "cascudos", extend
the intraspecific level to population, making it difficult to establish phylogenies and
estimates of the real diversity within this group. Recently, a new phylogenetic
hypothesis was proposed, in which there was a rearrangement at the level of
subfamilies and tribes. Hypostomini, addressed in this study, left the status of
monogeneric and is now represented by Hypostomus and Pterygoplichthys. Thus, in
order to expand the existing cytogenetic data for these two genera, chromosome
analyzes were performed on specimens of Hypostomus boulengeri, Hypostomus
ancistroides and Pterygoplichthys ambrosettii. All specimens of H. ancistroides, and
H. boulengeri presented the 2n = 68; multiple Ag-NORs confirmed by the physical
mapping with 18S rDNA sites; and 18S rDNA and 5S rDNA located in different
chromosome pairs. However, there were features that made possible the separation
of these species, such as the karyotype formulas (KFs), the number of Ag-NORs and
18S rDNA sites; the chromosome bearing pair of the 5S rDNA site; and the most
amount of heterochromatic regions H. boulengeri. The P. ambrosettii specimens
presented the 2n=52; simple Ag-NORs with size heteromorphism confirmed by
physical mapping with 18S rDNA; rDNA 5S and 18S on the same chromosome pair;
and heterochromatic regions located mainly in the terminal region of chromosomes.
Differences in KFs may indicate the occurrence of chromosomal rearrangements like
pericentric inversions, altering the chromosome type without modifying the diploid
number; whereas polymorphisms in ribosomal DNA sites may reflect the occurrence
of unequal crossing over, amplifications and / or transpositions. In fact, the isolation
of the 5S rDNA of H. boulengeri enabled the identification of elements within the
spacer region, which could explain the differences in position and size of these
repeats in a genome. Among these are the following: repetitive sequences that may
have been originated by duplication; regions that can form secondary structures and
favour the occurrence of genomic rearrangements; and transposable elements.
Furthermore, the characterization of this sequence makes possible the use of clones
for physical mapping in future studies.

Keywords: Double FISH. Genetic rearrangements. Karyotype. Ribosomal DNA in
eukaryotes.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os peixes sdo reconhecidos como o0 grupo mais diverso dentre o0s
vertebrados viventes, totalizando aproximadamente 28.000 espécies, caracterizadas
por uma variedade de adaptacdes anatbmicas, fisiologicas e ecolbgicas, que
acompanham sua complexa histéria evolutiva (LEVEQUE et al., 2008; HELFMAN et
al., 2009; PEDRO et al., 2011). Estima-se que em escala mundial possam existir
mais de 15.000 espécies de peixes de &gua doce, destas, mais de 6.000 séo
descritas na regiao neotropical (REID, 2013).

A composigdo e riqueza da ictiofauna variam entre as diferentes bacias
hidrograficas neotropicais. Isso porque, a distribuicdo de espécies é influenciada
pela topologia regional, bem como, por diversos parametros ambientais
(LUNDBERG et al., 2000; OLDEN et al., 2010). Ainda assim, grupos predominantes
sao verificados, como: Siluriformes (bagres e cascudos), Characiformes (lambaris,
dourados, piavas), Perciformes (acaras e tilapias) e Gymnotiformes (tuviras e
poraqué) (KAVALCO; PAZZA, 2007).

Os representantes de Siluriformes estéo distribuidos em 35 familias validas
(NAKATANI et al., 2011). Das quais, Loricariidae, que agrupa 0s peixes
popularmente conhecidos como cascudos € considerada a mais especiosa (BUENO;
ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012; RIBEIRO; LIMA; PEREIRA, et al.,, 2012). A
diversidade existente nesta familia dificulta a identificacdo de espécies e sua
organizacéo filogenética. Na hipotese mais recente, proposta por Lujan et al. (2015)
Loricaridae é restrita a 6 subfamilias: Rhinelepinae, Lithogeninae,
Hypoptopomatinae, Hypostominae, Loricarinae e Delturinae. Por sua vez,

Hypostominae passa a compreender as tribos Corymbophanini, Ancistrini e
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Hypostomini. Sendo esta dltima agora representada por Hypostomus e
Pterygoplichthys.

Hypostomus € endémico das Américas do Sul e Central e corresponde,
dentro de Loricariidae, ao género mais rico, enquanto que Pterygoplichthys tem a
ocorréncia originalmente delimitada a América do Sul, com uma menor quantidade
de espécies descritas (FERRARIS JUNIOR, 2007). O predominio de cascudos nas
assembleias de peixes de rios brasileiros implica na necessidade da caracterizacao
destas espécies, seja do ponto de vista taxondmico, ecoldgico, ou genético. Estas
informacfes sao fundamentais para o conhecimento da diversidade existente;
estabelecimento de estratégias de conservacdo, e esclarecimento de relacbes
evolutivas. Neste sentido, estudos citogenéticos podem fornecer importantes
contribuicbes. Isso porque, possibilitam a aplicacdo de diferentes marcadores,
convencionais ou moleculares.

Hypostomus é conhecido por apresentar ampla variabilidade em diferentes
aspectos cromossodmicos (TRALDI et al., 2012). Ja, Pterygoplichthys parece seguir
um padrdo mais conservativo, principalmente em relacdo ao numero diploide (2n)
2n=52 e aos sitios simples de regides organizadoras de nucléolo (RONs); que foram
encontrados em todas as populacdes analisadas até o momento (ARTONI et al.,
1999; ALVES et al., 2006; OLIVEIRA; SOUZA; VENERE, 2006 ; FERNANDES et
al., 2015). Considerando a atual classificacdo de Hypostomus e Pterygoplichthys em
Hypostomini, o presente trabalho teve por finalidade verificar aspectos citogenéticos
e moleculares em algumas espécies pertencentes a estes géneros, de forma a
contribuir para a compreensdo da diversificacdo cromossdmica existente em

Loricariidae.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IcTIOFAUNA NEOTROPICAL E FILOGENIA DE LORICARIIDAE

Atualmente a regido Neotropical é delimitada pela maior parte da América do
Sul; a América Central, sul do México e as ilhas do Caribe (MORRONE, 2014). De
acordo com Joly (2008) o contato secundario entre as Américas do Sul e Central,
datado em 3 milhdes de anos atrds com o surgimento de uma ponte continental, foi
precedido por 100 milhdées de anos de isolamento entre a fauna, a flora e os
microrganismos destes territérios. Este longo periodo de separacdo somado aos
fatores ambientais como clima e disponibilidade de nutrientes, e aos evolutivos,
como mutacgdes, deriva genética, dentre outros, sdo apontados como 0S provaveis
responsaveis pela biodiversidade existente na regido Neotropical (ANTONELLI,
2008).

As bacias hidrogréficas neotropicais diferem na composi¢cdo e riqueza de
suas assembleias de peixes. Tal heterogeneidade pode ser explicada por
caracteristicas topologicas regionais, que interferem no curso d’agua, resultando no
surgimento de barreiras e distanciamento geografico (LUNDBERG et al., 2000). Em
conjunto, a quantidade de recursos, a qualidade do habitat e os fatores ambientais
(pH, oxigénio dissolvido, etc) (FELIPE; SUAREZ, 2010), podem contribuir com a
distribuicdo das espécies.

A ictiofauna neotropical de agua doce é considerada a mais diversificada do
mundo, com nameros atuais de pouco mais de 6.000 espécies e estimativas de que
possam existir até 8.000 (REIS; KULLANDER; FERRARIS JUNIOR, 2003; REID,
2013). Isso porque, a caréncia de informacdes bioldgicas e taxonémicas prejudica a
descricdo de novas espécies, e estudos de distribuicdo, até mesmo para os grandes

rios onde a atividade pesqueira € corriqueira (AGOSTINHO; GOMES; PELICICE,
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2007; ARAUJO; TEJERINA-GARRO, 2007). Ainda assim, é possivel verificar que a
ictiofauna dulcicola neotropical apresenta grupos predominantes, como: Siluriformes
(bagres e cascudos), Characiformes (lambaris, dourados, piavas), Perciformes
(acarés e tilapias) e Gymnotiformes (tuviras e poraqué) (KAVALCO; PAZZA, 2007).

Os representantes da ordem Siluriformes compreendem mais de 2.500
espécies, distribuidas em 35 familias validas (NAKATANI et al., 2011). Destas,
Loricariidae, que agrupa o0s peixes popularmente conhecidos como cascudos é
considerada uma das mais especiosas e, além disso, é endémica da regido
Neotropical (BUENO; ZAWADZKI; MARGARIDO, 2012).

A diversidade existente em Loricariidae dificulta a identificacdo de espécies e
o0 estabelecimento de filogenias, especialmente ao nivel de géneros dentro de
subfamilias, porém, revisbes baseadas em caracteres morfolégicos (ARMBRUSTER,
2004) e filogenias moleculares (MONTOYA-BURGOS, 2003; LUJAN et al., 2015)
tem tentado esclarecer estas relacfes. Até entdo, Loricariidae era dividida em sete
subfamilias:  Lithogeninae, Hypoptopomatinae, Hypostominae, Loricariinae,
Neoplecostominae, Delturinae  (ARMBRUSTER, 2004; REIS; PEREIRA;
ARMBRUSTER, 2006) e Otothyrinae (CHIACHIO; OLIVEIRA; MONTOYA-BURGOS,
2008). Por sua vez, a subfamilia Hypostominae era dividida em cinco tribos:
Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthini e  Ancistrini;
(ARMBRUSTER, 2004).

Recentemente, uma nova classificacdo baseada em genes nucleares e
mitocondriais foi proposta por Lujan et al. (2015). Nesta hipétese Rhinelepini adquiriu
o status de subfamilia (Rhinelepinae), Neoplecostominae e Otothyrinae se tornaram
tribos de Hypoptopomatinae; e Hypostominae foi restrita a duas tribos (Ancistrini e

Hypostomini) e sete clados (Acanthicus, Chaetostoma, Lithoxus, Hemiancistrus,
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Peckoltia, Pseudancistrus e ‘Pseudancistrus’). Hypostomini deixou de ser
monogenérica e passou a ser representada por Hypostomus e Pterygoplichthys.

Hypostomus Lacépéde, 1803 € considerado o género mais rico de
Loricariidae e compreende aproximadamente 135 espécies validas (ZAWADZKI;
TENCATT; FROEHLICH, 2014), endémicas das Américas do Sul e Central e
predominantes nas bacias hidrograficas brasileiras (FERRARIS JUNIOR, 2007,
POUND et al.,, 2011). Sdo dulcicolas, com excecdo de Hypostomus watwata
Hancock, 1828, encontrado em regifes estuarinas e aguas salobras das Guianas
(WEBER; COVAIN; FISCH-MULLER, 2012). Pterygoplichthys Gill, 1858 possui um
menor numero de espécies reconhecidas, somando 15 no total, todas de habito
dulcicola e com ocorréncia delimitada oficialmente a rios e lagos da América do Sul
(ARMBRUSTER; PAGE, 2006; FERRARIS JUNIOR, 2007).

Apesar de existirem citacdes de Hypostomus e Pterygoplichthys como
invasores, que provavelmente foram dispersos por influéncia humana (NICO et al.,
2012; RI0OZ-MUNOS, 2015), os cascudos exercem um papel ecoldgico primordial.
Isso porque, ao ingerirem e fragmentarem a matéria organica presente no lodo, a
tornam disponivel para outros niveis das cadeias alimentares, garantindo que a
producdo primaria entre efetivamente nos ecossistemas (LUJAN; WINEMILLER,;

ARMBRUSTER, 2012).

2.2 CARACTERISTICAS CITOGENETICAS EM HYPOSTOMUS: INFORMACOES SOBRE AS

ESPECIES ANALISADAS

De acordo com Oliveira, Foresti e Hilsdorf (2009) no que se refere a
citogenética de peixes, a maioria dos dados disponiveis na literatura concentram-se

na ictiofauna neotropical. Entretanto, apenas cerca de cem espécies de Loricariidae
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foram estudadas, dentre estas, menos da metade dos 30 géneros reconhecidos para
Hypostominae (RUBERT et al., 2011, ALVES et al., 2012).

Em Hypostominae, existem registros citogenéticos para Hypostomus;
Pterygoplichthys; Ancistrus Kner, 1854; Hemiancistrus Bleeker, 1862; Baryancistrus
Rapp Py-Daniel, 1989; Panaque Eigenmann e Eigenmann, 1889; Pogonopoma
Regan, 1904 e Rhinelepis Agassiz, 1829; por isso esta subfamilia € considerada a
melhor estudada do ponto de vista cromossdmico (MARTINEZ et al., 2011; RUBERT
et al., 2011).

Hypostomus é conhecido por apresentar ampla variabilidade a nivel macro e
micro estrutural em diferentes aspectos cariotipicos (ARTONI; BERTOLLO, 1999;
TRALDI et al., 2012; LORSCHEIDER et al., 2015). A maioria dos trabalhos traz a
informacdo de que em Hypostomus os numeros diploides variam entre 54 em
Hypostomus plecostomus (ARTONI; BERTOLLO, 2001 apud MAURUTTO et al.,
2012), a 84 em Hypostomus perdido (CEREALI et al., 2008). Porém, Traldi et al.
(2013) sugerem que H. plecostomus possa ter sido erroneamente identificado, e que
0 2n=62 encontrado em Hypostomus cochliodon por Cereali et al. (2004) seria
menor para o género.

Ao contrario da ampla faixa de variagcdo observada nos numeros diploides,
0s sistemas sexuais sao raramente citados para Hypostomus. Michele, Takahashi e
Ferrari (1977 apud Alves et al., 2006), reportaram o sistema de determinacéo sexual
cromossémico XX/XY em Hypostomus macrops. Por sua vez, Artoni, Venere e
Bertollo (1998 apud Endo et al.,, 2012), propuseram o sistema ZZ/ZW para
Hypostomus sp. No entanto, os dados citogenéticos disponiveis, incluindo estudos
recentes (RUBERT et al., 2011; BUENO et al., 2013; BECKER et al., 2014), mostram

gue a presenca de cromossomos sexuais € rara.
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Grande parte das informacdes cariotipicas disponiveis para Hypostomus
restringem-se as técnicas convencionais, como a coloracdo e montagem de
cariétipos, impregnacdo por nitrato de prata para deteccdo de sitios nucleolares
onde ha resquicio de atividade transcricional devido a presenca de proteinas
acidicas; e o bandamento-C, que detecta regides heterocromaticas.

Em Hypostomus, as regifes organizadoras de nucléolo (RONSs), localizam-
se comumente na posicdo terminal dos cromossomos e podem ser coincidentes a
constricbes secundarias (RUBERT; ZAWADZKI; GIULIANO-CAETANO, 2008;
MARTINEZ et al.,, 2011). Também sao registrados polimorfismos de tamanho e
namero. Esta variacdo é considerada comum em peixes neotropicais e ja foi
registrada em outros géneros, como Oligosarcus e Astyanax (KANTEK et al., 2007);
Pseudopimelodus (GOUVEIA et al., 2013), dentre outros.

Assim como os numeros diploides e sistemas sexuais variam dentro do
género, o bandamento-C revela padrdes distintos de bandas heterocromaticas em
Hypostomus. As marcacfes localizam-se principalmente na regido centromérica e
terminal dos cromossomos, porém, existem registros de bandas intersticiais
(ARTONI; BERTOLLO, 1999). Ademais, um par cromossémico que apresenta
heterocromatina adjacente a RON parece ser uma condicdo comum na maioria das
espécies analisadas até o momento (RUBERT et al., 2011).

Ao utilizar a digestdo com endonucleases de restricdo (Alu I, Hae Ill, Bam HI,
e Dde I) nos cromossomos de Hypostomus cf. wuchereri, Bitencourt et al. (2011)
verificaram heterogeneidade entre as populacfes analisadas, indicando que a
heterocromatina € composta por diferentes classes de sequéncias repetitivas de
DNA. Estes resultados confirmam o que € observado apds a coloracdo com

fluorocromos em Hypostomus, no qual ha espécies que apresentam regides AT e
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GC ricas intercalares (BITENCOURT et al., 2012), bem como, blocos ricos apenas
em pares de bases GC (CEREALI et al., 2008).

No decorrer dos ultimos anos a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
ganhou destaque nos estudos de citogenética animal. Isso porque, a localizacao
fisica de sequéncias permitiu o estabelecimento de marcadores moleculares, que
complementam técnicas convencionais e auxiliam em questbes taxondémicas e
evolutivas. Em Hypostomus a FISH vem sendo utilizada no mapeamento de sitios
especificos, feito DNAs ribossémicos (DNAr) 18S e 5S (MENDES-NETO et al., 2011,
RUBERT et al., 2011; BITENCOURT et al., 2012; TRALDI et al., 2013a); sequéncias
teloméricas repetitivas (TRALDI et al.,, 2013b), e elementos transponiveis (TES)
(PANSONATO-ALVES et al., 2013).

Os DNAr 5S e 18S sédo considerados importantes marcadores
cromossémicos em peixes, e dentro de Hypostomus se revelam como mais uma
caracteristica de notavel variabilidade, sendo encontrados sitios mudltiplos ou
simples; com ambos localizados em uma mesma regido de cromossomos mitoticos
metafasicos, ou em localizacBes distintas (KAVALCO et al., 2005; MENDES-NETO
et al., 2011; TRALDI et al., 2013a). Sugere-se que a localizacdo visualmente
“sobreposta” dos sitios de DNAr 18S e 5S em cromossomos metafasicos, seja
vestigio de uma caracteristica primitiva em Loricariidae. Pois a maioria das espécies
analisadas apresentam sitios ribossdémicos em cromossomos distintos (TRALDI et
al.,, 2013a). Desta forma, postula-se que a dispersdo dos DNAr em peixes possa
estar associada a acdo de TEs, que ja foram encontrados por meio de
mapeamentos fisicos na mesma regido cromossdmica de sitios de DNAr

PANSONATO-ALVES et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2013).
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De acordo com diferentes hipoteses filogenéticas, as duas espécies de
Hypostomus analisadas no presente estudo, sendo elas Hypostomus boulengeri e
Hypostomus ancistroides, s&do consideradas proximamente relacionadas
(MONTOYA-BURGOS, 2003; MARTINEZ, 2009; CARVALHO et al., 2015). Desta
maneira, uma vez que o0s dados citogenéticos sao incipientes para peixes do
Pantanal, regido onde foram coletados os espécimes de H. boulengeri, diferentes
marcadores cromossOmicos foram empregados em uma andlise citogenética
comparativa entre estes, e os exemplares de H. ancistroides capturados em um
afluente do rio Cambé, no municipio de Londrina.

Estudos cariotipicos com H. ancistroides iniciaram-se na década de 70.
Desde entdo nas diferentes populacdes estudadas, observou-se que apesar das
FCs divergentes, 0 2n=68 ¢é constante (Tabela 1). A manutencdo do 2n=68 somada
as distintas FCs pode indicar a ocorréncia de rearranjos do tipo inversao, que estao
dentre 0os mais comumente apontados em Hypostomus por serem capazes de
alterar o tipo de cromossomos sem influenciar no 2n (RUBERT; ZAWADZKI,
GIULIANO-CAETANO, 2008). Entretanto, diferencas nos niveis de condensacao,
que interferem diretamente na classificacdo cromoss6mica, ndo devem ser
desconsideradas.

Hypostomus ancistroides apresenta um padrdo de RONs mudltiplas,
confirmadas pela FISH com DNAr 18S e localizadas preferencialmente, na regiao
subterminal do braco curto dos cromossomos (ALVES et al., 2006; RUBERT et al.,
2011; ENDO et al., 2012; PANSONATO-ALVES et al., 2013; BUENO et al., 2014). A
FISH com o DNAr 5S mostra sitios simples nas populacdes de H. ancistroides

analisadas por Pansonato-Alves et al. (2013) e Bueno et al. (2014). Porém, sitios
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multiplos de DNAr 5S, que podem ou ndo estar coincidentes ao sitio de DNAr 18S,
foram verificados por Traldi et al. (2013a).

No que diz respeito aos mecanismos envolvidos nos polimorfismos de
tamanho e niumero observados no DNAr 5S, Pansonato-Alves et al. (2013) sugerem
que possam ter sido originados por eventos de dispersdo independentes entre as
diferentes linhagens de Hypostomus, tais como transposi¢cdes ou duplicagdes.

Até o momento, o bandamento-C tem mostrado que H. ancistroides parece
seguir um padrdo. Pequenas bandas sdo observadas na regido centromérica e/ou
terminal de alguns cromossomos; enquanto que, adicionalmente, um par pode
apresentar uma marcacdo mais conspicua na regiao terminal do braco curto ou
longo, que pode ser coincidente a RON (RUBERT et al., 2011; PANSONATO-

ALVES et al., 2013; TRALDI et al., 2013a).

2.3 CARACTERISTICAS CITOGENETICAS EM PTERYGOPLICHTHYS: INFORMACOES SOBRE

PTERYGOPLICHTHYS AMBROSETTII

Pterygoplichthys, ao contrario de Hypostomus, possui aparente conservacao
em relacdo ao 2n. Até o momento, todas as espécies cariotipadas apresentaram o
2n=52 (ARTONI et al., 1999; ALVES et al.,, 2006; OLIVEIRA; SOUZA; VENERE,
2006; FERNANDES et al., 2015). Porém, mostram diferencas em suas férmulas
cariotipicas (FCs). De acordo com Fernandes et al. (2015), a presenca de
cromossomos acrocéntricos em Pterygoplichthys ambrosettii (ARTONI et al., 1999;
ALVES et al., 2006) e a auséncia destes em Pterygoplichthys joselimaianus
(OLIVEIRA; SOUZA; VENERE, 2006), Pterygoplichthys multiradiatus e

Pterygoplichthys gibbiceps (ALVES et al., 2006), sugere a ocorréncia de inversdes
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pericéntricas, que alteraram a morfologia dos cromossomos sem modificar o 2n
dentro do género.

No que se refere as Ag-RONs, em Pterygoplichthys observam-se sitios
simples; localizados na regido subterminal do braco curto ou longo de tipos distintos
de cromossomos (FERNANDES et al., 2015). Analises realizadas por Camilo (2004)
e Alves et al. (2012), confirmaram esta condi¢cao por meio da FISH com o DNAr 18S.

De acordo com Dimitri et al. (2009) a organizacdo dos cromossomos em
regides eucromaticas e heterocromaticas constitui um dos aspectos mais
importantes e enigmaticos da evolucdo gendmica. Ainda assim, estudos com
bandamento-C em Pterygoplichthys sdo escassos. Os resultados disponiveis
referem-se a P. ambrosettii, na qual foram observadas bandas centroméricas e
terminais; e uma banda adjacente a constricdo secundaria subterminal
correspondente a RON (ARTONI et al., 1999; FERNANDES et al., 2015).

Pterygoplichthys ambrosettii, analisada no presente estudo, é também
referida na literatura por seus sinbnimos Liposarcus anisitsi e Pterygoplichthys
anisitsi, e apresenta a conservacdo do 2n=52, e assim como em Hypostomus, as
variacfes nas FCs podem ser atribuidas a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos
do tipo inversao pericéntrica (Tabela 1).

O padréo de Ag-RONSs simples, localizadas na regido subterminal do braco
longo de um par classificado como submetacéntrico (sm), se repete nas diferentes
populacdes analisadas e foi confirmado pela FISH com sonda de DNAr 18S
(CAMILO, 2004; BUENO, 2012). Além disso, em posicao intersticial do braco curto
dos mesmos cromossomos portadores da RON, verificou-se a existéncia de sitios
simples de DNAr 5S (BUENO, 2012). Em adicdo, sdo reportadas bandas

heterocromaticas moderadas nas regides centromérica, intersticial e terminal dos
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cromossomos; e também, um bloco mais conspicuo adjacente a constricdo
secundaria subterminal correspondente a Ag-RON (ARTONI et al., 1999; CAMILO,
2004; FERNANDES et al., 2015).

Assim sendo, diante da problemética ecoldgica e filogenética que envolve
Hypostomus e Pterygoplichthys, e da aplicacdo de estudos citogenéticos na
avaliacdo da biodiversidade existente entre os peixes, incluindo os pertencentes a
Familia Loricariidae, o presente estudo procura fornecer dados cromossémicos
provenientes de marcadores convencionais, € moleculares, que podem auxiliar em

analises comparativas entre estes dois géneros.
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Tabela 1: Numeros diploides e férmulas cariotipicas disponiveis para as espécies
analisadas no presente estudo.

ESPECIES LOCAL DE COLETA 2n FC RF
Hypostomus ancistroides N&o consta 68 10m+28sm+30st/a 1
H. ancistroides ?Slg)MS?;‘-SCi;luagu, Estado de S&ao Paulo

' 68 16m+18sm+34st/a 2
H. ancistroides Rio Araqua (SP) 68 18m+10sm+12st+28a 3
Rios Taquari, Agua do Pato, Agua das
H. ancistroides Pedras e Ribeiréo Trés Bocas, Estado do
Parana (PR), Brasil 68 10m+26sm+32st/a 4
o il geove
jerras, (FR), 68 14m+14sm+40 st/a 5
H. ancistroides Rio Piquiri, municipio de Nova
' Laranjeiras, (PR), Brasil 68 14m+14sm+8st+32a 6
H. ancistroides Cérrego Dourados, municipio de
' Mandaguari, (PR), Brasil 68 14m+12sm+18st+24a 7
N Corrego Maring&, municipio de Maringa,
H. ancistroides (PR), Brasil 68 16m+12sm+18st+22a 7
H. ancistroides Cérrego Ximbalva, municipio de
Ourizona, (PR), Brasil 68 8m+10sm+18st+32a 7
H. ancistroides Cérrego Horteld (bacia do
' Paranapanema), municipio de Botucatu,
(SP), Brasil 68 10m+20sm+10st+28a 8
H. ancistroides Rio Piquiri, (PR), Brasil 68 14m+14sm+8st+32a 9
H. ancistroides Cérrego Lapa, municipio de Ipetna (SP),
Brasil 68 14m+16sm+22st+16a 10
Rio Miranda, Estado do Mato Grosso do
Liposarcus anisitsi Sul (MS), Brasil 52 8m+14sm+30st/a 3
Rio Tieté, municipio de Botucatu (SP),
L. anisitsi Brasil 52 28m+12sm+12st/a 3
Rio Preto, municipio de Mirassolandia
L. anisitsi (SP), Brasil 52 16m+24sm+12st/a 11
Pterygoplichthys anisitsi Cérrego Agua Boa (MS), Brasil 52 14m+26sm+8st+4a 12
Rio Piracicaba, municipio de Piracicaba
L. anisitsi (SP), Brasil 52 16m+28sm+6st+2a 13

Legenda: Numero diploide (2n); Férmula cariotipica (FC); Referéncia (RF).

Fonte: (1) Michele, Takahashi e Ferrari (1977 apud ALVES et al., 2006); (2) Artoni e Bertollo (1996); (3) Alves
et al. (2006); (4) Rubert et al. (2011); (5) Bueno, Zawadzki e Margarido (2012); (6) Bueno et al. (2014); (7)
Endo et al. (2012); (8) Pansonato-Alves et al. (2013); (9) Bueno et al. (2013); (10) Traldi et al. (2013a); (11)
Artoni et al. (1999); (12) Fernandes et al. (2015); (13) Camilo (2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral verificar aspectos
citogenéticos e moleculares em trés espécies pertencentes a tribo Hypostomini.
Sendo elas: Hypostomus boulengeri, Hypostomus ancistroides e Pterygoplichthys

ambrosettii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar o numero diploide e férmula cariotipica nas trés espécies;
- Localizar regifes heterocromaticas nos cromossomos das trés espécies;

- Verificar quais sdo os cromossomos portadores de regibes organizadoras de

nucléolo (Ag-RONS) nas trés espécies;
- Isolar e caracterizar o DNAr 5S de H. boulengeri;
- Mapear os sitios de DNAr 18S e 5S nas trés espécies;

- Comparar os resultados citogenéticos obtidos com os disponiveis na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESPECIES ANALISADAS

O presente trabalho consiste de um subprojeto dentro da proposta “Analise
Citogenética de algumas espécies da ordem Siluriformes: énfase em Loricariidae e
Doradidae”, aprovada pelo Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Londrina, e registrada sob o processo de numero
507.2014.96. As coletas foram realizadas sob a licenca de liberacdo niumero 11399-
1 do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) utilizando
tarrafas e peneiras para captura.

Sete espécimes de Hypostomus boulengeri (33 e 4%9) e onze de
Pterygoplichthys ambrosettii (39, 134 e 7 imaturos), foram coletados no rio Miranda,
e em lagoas préximas que se formam durante o periodo de cheias; no municipio de
Corumba, Estado do Mato Grosso do Sul (19°34'36.88"S 57° 1'5.87"W;
19°36'42.25"S 57°02'5.13W e 19°32'27.52"S 57°02'22.57"W). Cinco espécimes de
Hypostomus ancistroides (39, 14 e 1 imaturo) foram coletados em um afluente do
rio Cambé, municipio de Londrina, Estado do Parana (23°22'00.73"S
51°06°30.50"W).

Todos os exemplares analisados encontram-se tombados no Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), e no Ndcleo de Pesquisas
em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA/NUP), da Universidade Estadual
de Maringa. Vouchers: H. boulengeri - MZUEL 14257, MZUEL 14258, MZUEL
14260, MZUEL 14261 e NUP 17751; H. ancistroides - NUP 17770; P. ambrosettii -

MZUEL 14259 e MZUEL 14262.
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4.2 METODOS

Inducdo ao aumento do numero de mitoses pela técnica de suspensédo de
levedura (LEE; ELDER, 1980)

Foi injetada nos peixes uma solucdo de suspensédo de levedura (fermento
bioldgico seco) dissolvida em agua, na proporcédo de 1ml/100g de peso animal. Os
exemplares foram mantidos vivos em aquario aerado durante 48 horas, apds as

guais, se processou 0 material para a preparacao dos cromossomos mitoticos.

Técnica de suspensdo celular para obtencdo de cromossomos mitéticos
(BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978)

Foi injetada intra-abdominalmente nos peixes uma solucdo aquosa de
colchicina 0, 0125%, na proporcao de 1ml/100g de peso animal. Apés 30 minutos
em aquario aerado, os exemplares foram anestesiados com 6leo de cravo por
aproximadamente 15 minutos. Apds isso foram sacrificados para a retirada do rim
anterior.

O rim foi colocado em placas de petri contendo cerca de 6-10ml de solucéo
hipoténica (KCI 0,075M) e fragmentado com pincas de dissecc¢do. Esta solucao foi
entdo homogeneizada com uma seringa hipodérmica desprovida de agulha para que
ocorresse a separacao das células. Posteriormente, a suspenséo foi transferida para
um tubo de centrifuga e incubada a 37°C, durante 30 minutos. Decorrido este tempo,
o material foi pré-fixado com 10 gotas de fixador (metanol: acido acético — 3:1) e
centrifugado por 10 minutos a 900 rpm. O sobrenadante foi descartado com pipeta
Pasteur. Entdo, foram adicionados de 5-7ml de fixador, o material foi nhovamente
homogeneizado com a pipeta Pasteur e em seguida novamente centrifugado. Este
procedimento de retirada do sobrenadante e centrifugacao foi repetido de 2-3 vezes.

Apoés a ultima centrifugacdo e retirada do sobrenadante, foi adicionado 1ml de
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fixador. O material foi armazenado em microtubos de 1,5 ml e acondicionado em
freezer.

De 2-3 gotas da suspensédo celular foram pingadas sobre uma lamina, que
foi corada com Giemsa a 5%, em tampao fosfato (pH 6,8), durante 5-8 minutos; e em
seguida lavada com agua destilada. A secagem ocorreu ao ar e na sequéncia, as

laminas foram analisadas ao microscopio.

Preparacdo de cromossomos meiéticos (KLIGERMAN; BLOOM, 1977 adaptada
por BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978)

Em funcdo dos dados citogenéticos incipientes para H. boulengeri, para
confirmacédo do 2n, foram obtidos cromossomos meioticos a partir dos testiculos dos
mesmos exemplares machos (J) utilizados na obtencdo dos cromossomos
mitoticos. ApdOs a retirada dos testiculos estes foram seccionados em pequenos
fragmentos e colocados em solucdo hipotdnica de KCI a 0,075M por 20 minutos.
Apos isso o material foi transferido para o fixador (metanol: acido acético, 3:1) recém
preparado. Alguns fragmentos foram entdo transferidos para uma placa escavada
com &cido acético 50% e foram seccionados com auxilio de pincas para obtencéo de
uma suspensdo celular. Com uma pipeta Pasteur uma gota de suspensao foi
colocada sob uma lamina aquecida a 30-35°C e espalhada. Apos secar a lamina foi

corada com Giemsa 5%.
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Classificagcao cromossomica

Os cromossomos foram analisados em microscopio Leica DM 2000 e as
imagens capturadas por meio do software Motic Images Plus 2.0.

A classificagcdo dos cromossomos teve por base a relagdo entre os bragos

(RB) maior/menor proposta por Levan et al. (1964), que considera:

e RB=1,00- 1,70/ metacéntrico (m);

e RB=1,71- 3,00/ submetacéntrico (sm);

e RB=3,01- 7,00/ subtelocéntrico (st);

e RB=> 7,00/ acrocéntrico (a).

Bandamento-C (SUMNER, 1972)

As laminas foram tratadas com solucéo de acido cloridrico (HCI 0,2N) a 42°C
durante 15 minutos. Logo apds foram lavadas em agua destilada e na sequéncia,
incubadas em solucéo de hidroxido de bario 5% a 37°C por 45 segundos. Terminado
este tratamento, as laminas foram lavadas rapidamente em HCI 0,2N e &gua
destilada. Depois de secarem ao ar, foram incubadas em solucdo salina 2XSSC
(cloreto de sodio 0,29M e citrato de sédio) a 60°C por 25-30 minutos. Para finalizar,

foram lavadas com agua destilada e coradas com Giemsa 2%.

Caracterizagcdo das regides organizadoras de nucléolo (Ag-RONs) (HOWELL;
BLACK, 1980)

A lamina foi colocada sob um suporte e sobre ela foram adicionadas duas
gotas de solucdo aquosa de gelatina (1g/100ml de agua destilada e 0,5ml de acido

férmico), juntamente com quatro gotas de solu¢cdo aquosa de nitrato de prata —
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AgNO3(50%). A lamina foi coberta com uma laminula e incubada a 60°C por
aproximadamente 5-7 minutos, ou até que atingisse uma coloracdo ambar. Apés a
retirada da laminula com agua destilada e secagem da lamina ao ar foi feita a

analise ao microscopio optico.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do DNAr 5S de H. boulengeri e
clonagem

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR conforme descrito por Martins e
Galetti Junior (2001), utilizando os primers 5SA 5’ — TAC GCC CGA TCT CGT CCG
ATC- 3 e 5SB 5 — CAG GCT GGT ATG GCC GTA AGC - 3'. As reacodes foram
montadas com 20ng de DNA genbmico extraido do tecido muscular de H.
boulengeri; 10 pmol de cada primer, 2.5 mM de cada dNTP, 50 mM de MgCl,, 1U de
Taq polimerase para um volume final de 25 pL. Os ciclos foram: 2 minutos a 94°C
(denaturacao), seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C, 1 minuto
a 72 °C e finalmente, 5 minutos a 72°C. As amplificac6es foram visualizadas em gel
de agarose 1%.

Uma das amostras foi utilizada para clonagem no plasmideo pGEM-T Easy
(Promega), conforme instrucdes do fabricante, e transformacdo nas células
competentes TOP10 de Escherichia coli. Os 11 clones positivos obtidos passaram
pelo processo de isolamento de DNA plasmidial a partir de bactérias lisadas, por
meio do kit innuPREP Plasmid Mini Kit Plus (Analytik Jena). As amostras foram
sequenciadas em um sequenciador automatico 3500 x L (Applied Biosystem) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. A montagem das sequéncias de cada clone
e deteccdo de contaminantes foi realizada por meio dos softwares Phred, Phrap,

Consed (Ewing et al., 1998; Gordon, Abajian & Green; 1998; Gordon, Desmaraias &
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Green, 2001; Gordon, 2004). As sequéncias foram submetidas a buscas no Blastn
(Altschul et al., 1990) no Web site do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). A sequéncia consenso do DNAr 5S de H.
boulengeri foi determinada manualmente utilizando o software Ugene (Okonechnikov
et al.,, 2012) e depositada na base de dados do NCBI sob o numero de acesso
KT943722. A busca por elementos repetitivos foi feita contra o banco de dados
Repbase (Kohani et al., 2006) pela interface web dos softwares RepeatMasker
(Tarailo-Graovac & Chen, 2009) e Censor (Kohani et al., 2006). O software Inference
of RNA alignments (Infernal) (Nawrocki & Eddy, 2013) foi utilizado contra o banco de
dados Rfam v 11.0 (Burge et al.,, 2013) para busca de perfis de estruturas
secundarias de RNAs nao codificantes (ncRNAS). A anotacdo da sequéncia com 0s
elementos encontrados pelas ferramentas acima citadas foi realizada com o
software Artemis (Rutherford et al., 2000). A visualizacéo circular foi criada com o

software Circos (Krzywinski et al., 2009).

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) (PINKEL; STRAUME; GRAY, 1986)

A FISH foi realizada com a sonda de DNAr 5S isolada de H. boulengeri
(SIDOL-WOLF et al., em preparacéo); e de DNAr 18S de Prochilodus argenteus
(HATANAKA; GALETTI JUNIOR, 2004).

As laminas foram incubadas em RNAse (0.4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a
37°C, em camara umida. ApOs a desnaturacao, realizada com formamida 70% em
2XSSC a 70°C por 4 minutos, as laminas foram desidratadas em série alcodlica de
etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada.

O mix de hibridag&o para double FISH consistiu em 12 pL de sonda (7,5 pL

de 18S e 2 uL de 5S), 30 puL de formamida (concentracdo final de 50%), 12 uL de
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sulfato de dextrano 50% (concentracdo final 10%) e 6 uL de 20xSSC, por lamina. A
hibridizacéo foi feita em camara umida a 37°C, por aproximadamente 16 horas. Apos
a hibridizacdo as laminas foram lavadas duas vezes em 2xSSC a 45°C por 5
minutos cada; uma vez em 1xPBS por 10 minutos a 45°C; e posteriormente
incubadas em 1xPBD (200 pL 20xSSC, 6 ml Triton 100, 10g leite desnatado em po,
800ml de agua destilada). Para detecc¢éo do sinal foi utilizada uma solu¢do contendo
0,5 pL de anti-Digoxigenina + 5 pL de FITC (1:100) + 44 uL de BSA 5% , por lamina,
durante 60 minutos a 37°C. Apds trés lavagens com 1xPBD a 45°C por 5 minutos
cada, os cromossomos foram corados com DAPI (50 pug/ml). As laminas foram
analisadas em microscopio de epifluorescéncia com camera Leica DFC 300FX. Para

captura das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite V 3.1.0.
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Organizacdo molecular e mapeamento fisico do DNAr 5S de Hypostomus
boulengeri (Eigenmann & Kennedy, 1903) (Loricariidae: Hypostominae): novas
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Resumo

O DNA ribossémico 5S (DNAr 5S) consiste de sequéncias codificantes altamente
conservadas, arranjadas em multiplas copias de unidades repetidas em tandem, que
sdo separadas umas das outras por espacadores nao transcritos (NTS) variaveis. As
variacfes exibidas pelo NTS em tamanho e composicdo de sequéncia tém sido
apontadas como as provaveis responsaveis pela organizacdo gendmica e
dinamismo acentuado das sequéncias de DNAr 5S em peixes. Em Hypostomus os

dados referentes ao mapeamento fisico do DNAr 5S sdo recentes, e ndo existem



42

sequéncias deste DNA ribossémico isoladas dentro deste género. Desta maneira, 0
objetivo do presente estudo foi isolar e caracterizar o DNAr 5S de Hypostomus
boulengeri, buscando fornecer um primeiro relato sobre a organizacdo desta
sequéncia para Hypostomus, e uma sonda que possa ser utilizada no processo de
hibridizacdo in situ. Os resultados obtidos neste trabalho mostram elementos no
NTS, tais como transposons; sequéncias repetitivas; e regides com alta
probabilidade de formar estruturas secundarias e favorecer a ocorréncia de
rearranjos; que podem explicar as modificacbes em posicdo e tamanho destas
repeticbes em um genoma. Além disso, a caracterizacdo desta sequéncia possibilita

a utilizacéo dos clones para mapeamento fisico em estudos futuros.

Palavras-chave: DNAs ribossémicos, familia multigénica, Hypostomini, peixes,

sonda.

Introducéao

De acordo com Nazar (2004), os RNAs ribossémicos (RNAr) sdo moléculas
que passam por um processo complexo de biogénese e incorporagdo para formacao
dos ribossomos. Nos eucariotos superiores, 0s RNAr sao transcritos a partir de duas
familias multigénicas distintas, divididas em DNAr 45S, que codifica para os genes
de RNAr 18S, 5,8S e 28S; e DNAr 5S, que codifica para os genes de RNAr 5S
(Long & David, 1980; Wasko et al., 2001).

O DNAr 5S consiste de uma sequéncia codificante altamente conservada de
120 pares de bases (pb), arranjada em mudltiplas cépias de unidades repetidas em
tandem, separadas umas das outras por espacadores nado transcritos (NTS)
varidveis (Martins & Wasko, 2004; Campo et al., 2009). As variacbes exibidas pelo

NTS em tamanho e composi¢do de sequéncia, mesmo entre espécies proximamente
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relacionadas, tém sido apontadas como as provaveis responsaveis pela organizacao
gendmica e dinamismo acentuado das sequéncias de DNAr 5S em peixes (Santos et
al., 2006; Pinhal et al., 2009). Em adicdo, existem registros de que podem influenciar
no processo de hibridizacdo in situ (Martins & Galetti Jr., 2001; Gouveia et al., em
preparacdo), isso porque, geram diferencas que resultam na auséncia de
complementariedade entre o DNA “alvo” e a sonda.

Se considerada a grande diversidade existente em Hypostomus (Zawadzki,
Tencatt & Froehlich, 2014), os dados de mapeamento fisico do DNAr 5S estéo
disponiveis para menos de 4% das espécies. Sendo elas: Hypostomus affinis
(Kavalco et al., 2004); Hypostomus ancistroides, Hypostomus tapijara, Hypostomus
nigromaculatus (Traldi et al., 2013); e Hypostomus commersoni (Bueno et al., 2014).
Além disso, ndo existem trabalhos que envolvam o isolamento e a caracterizacdo do
DNAr 5S neste género, o que dificulta a compreensao de caracteristicas moleculares
gue poderiam explicar as variacdes observadas no tamanho e no numero de sitios.

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi isolar e caracterizar o DNAr
5S de Hypostomus boulengeri, buscando fornecer um primeiro relato sobre a
organizacdo desta sequéncia dentro de Hypostomus, e uma sonda que possa ser

utilizada para mapeamento fisico em estudos futuros.

Material e Métodos

Os sete espécimes de Hypostomus boulengeri (33 e 49) foram coletados no
rio Miranda, municipio de Corumba, Mato Grosso do Sul (19°34'36.88"S 57°
1'5.87"W; 19°36'42.25"S 57°02'5.13W e 19°32'27.52"S 57°02'22.57"W), e
encontram-se depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de

Londrina (MZUEL), e no Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
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Aquicultura (NUPELIA/NUP), da Universidade Estadual de Maringa. Vouchers: H.
boulengeri - MZUEL 14257, MZUEL 14258, MZUEL 14260, MZUEL 14261 e NUP
17751. Como parte integrante da proposta “Analise Citogenética de algumas
espécies da ordem Siluriformes: énfase em Loricariidae e Doradidae”, o presente
estudo conta ainda com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual de Londrina, sob o numero de processo
507.2014.96.

O DNA total foi extraido a partir de tecido muscular utilizando o método
fenol-cloroférmio (Sambrook & Russel, 2001). A PCR do DNAr 5S foi realizada nos
sete espécimes como descrito por Martins & Galetti Jr. (2001) utilizando os primers
5SA 5 — TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC- 3’ e 5SB 5" — CAG GCT GGT ATG
GCC GTA AGC - 3. Uma das amostras foi utilizada para clonagem no plasmideo
pGEM-T Easy (Promega) e transformacdo nas células competentes TOP10 de
Escherichia coli, conforme instru¢cdes do fabricante. Os 11 clones positivos obtidos
passaram pelo processo de isolamento de DNA plasmidial a partir de bactérias
lisadas, por meio do kit innuPREP Plasmid Mini Kit Plus (Analytik Jena). As amostras
foram sequenciadas em um sequenciador automatico 3500 x L (Applied Biosystem)
de acordo com as instru¢des do fabricante.

A montagem das sequéncias de cada clone e deteccédo de contaminantes foi
realizada por meio dos softwares Phred, Phrap, Consed (Ewing et al., 1998; Gordon,
Abajian & Green; 1998; Gordon, Desmaraias & Green, 2001; Gordon, 2004). As
sequéncias foram submetidas a buscas no Blastn (Altschul et al., 1990) no Web site
do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). A sequéncia consenso do DNAr 5S de H.

boulengeri foi determinada manualmente utilizando o software Ugene (Okonechnikov
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et al.,, 2012) e depositada na base de dados do NCBI sob o numero de acesso
KT943722. A busca por elementos repetitivos foi feita contra o banco de dados
Repbase (Kohani et al., 2006) pela interface web dos softwares RepeatMasker
(Tarailo-Graovac & Chen, 2009) e Censor (Kohani et al., 2006). O software Inference
of RNA alignments (Infernal) (Nawrocki & Eddy, 2013) foi utilizado contra o banco de
dados Rfam v 11.0 (Burge et al.,, 2013) para busca de perfis de estruturas
secundarias de RNAs nao codificantes (ncRNAS). A anotacdo da sequéncia com 0s
elementos encontrados pelas ferramentas acima citadas foi realizada com o
software Artemis (Rutherford et al., 2000). A visualizacéo circular foi criada com o
software Circos (Krzywinski et al., 2009).

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi feita de acordo com Bertollo,
Takahashi & Moreira-Filho (1978), e a hibridizacédo in situ com a sonda de DNAr 5S
isolada foi realizada de acordo com Pinkel, Straume & Gray (1986), nos sete
espécimes de H. boulengeri, e em cinco espécimes (3%, 14 e 1 juvenil) de
Hypostomus ancistroides (voucher NUP 17770) coletados em um afluente do rio
Cambé, municipio de Londrina, Parana (23°22°00.73”S 51°06’30.50”0).

Todos os espécimes analisados foram coletados com a licenca de liberagéo
namero 11399-1 do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade

(SISBIO).

Resultados

As diferentes estratégias aplicadas possibilitaram a identificacdo de uma
sequéncia de DNAr 5S composta por 1186 pb, na qual 117 pb corresponderam a
unidade transcricional (gene) incompleta do RNAr 5S e 1069 pb ao NTS completo

(Figura 1).



46

A comparacdo manual da sequéncia do DNAr 5S de H. boulengeri com as
sequéncias disponiveis no GenBank para outras espécies de peixes, como
Imparfinis shubarti, Leporinus obtusidens, Brycon cephalus, Salmo gairdnerii,
Oreochromis niloticus, dentre outras, possibilitou a identificacdo de elementos
considerados tipicos, como o TATA-like no NTS, localizado a 24 pb upstream do
gene de RNAr 5S detectado na regido 3’ da sequéncia, e os elementos da regido
codificante, A box, C box e elemento intermediario (Figura 1 e Tabela 1).

Buscas no NCBI utilizando o Blastn detectaram 90% de similaridade entre a
regidao 5 da sequéncia parcial do gene de RNAr 5S de H. boulengeri e as
sequéncias de 5S RNAr de Brycon microlepis e Rhizoprionodon porosus. Entretanto,
ndo houve correspondéncia entre o NTS e outras sequéncias previamente
reportadas.

Dentro do NTS o software RepeatMasker identificou uma repeticdo simples
(AATG), e o software Censor detectou regides com similaridade a uma sequéncia
RP5S intercalar incompleta e um elemento transponivel (TE) hAT-30HM incompleto
(Figura 1 e Tabela 1).

O software Infernal, além de detectar o gene de RNAr 5S na posi¢ao 5 da
sequéncia, identificou outros ncRNAs. Porém, apenas os resultados com e-value
menor que 0,01 foram selecionados. Sendo eles: mir-23, na fita reversa
complementar sobreposto a regidao 3' do gene de RNAr 5S; MIR 2118, Stnc410,
Flavo-1, mir-33 e SNORD 95 na regido do NTS (Figura 1 e Tabela 1).

No mapeamento fisico em H. boulengeri e H. ancistroides foram verificados
sinais na regido pericentromérica de apenas um par de cromossomos (Figura 2a e

b).
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Discusséo

A conservacao da regiao codificante dos genes de RNAr 5S, mesmo entre
taxons nao relacionados, sugere que esta sequéncia seja comandada por fortes
pressdes seletivas (Martins & Galetti Jr., 2001; Pinhal et al., 2009). Dentro desta
regido, o box A, um elemento intermediéario (IE), e o box C, sdo componentes tipicos
gue agem conjuntamente como reguladores da transcricdo (Pieler, Hamm & Roeder,
1987). Logo, a presenca destes elementos fornece indicios de que a sequéncia
isolada de H. boulengeri pode conter um gene ativo de 5S na extremidade 5’ da
sequéncia.

As extensivas variagcdes do NTS em tamanho e composi¢cdo de sequéncia
tem sido apontadas como as responsaveis pelo dinamismo e plasticidade do DNAr
5S. De acordo com Santos et al. (2006), a ocorréncia de pequenas repeticoes,
duplicacdes e/ou delecdes, e insercdes, podem explicar estas diferencas. De fato,
na regiao espacadora do DNAr 5S de H. boulengeri, as repeticdes (AATG), e RP5S
podem ter sido originadas por duplicacdo, pois suas sequéncias fornecem regides
de micro homologia que podem favorecer a ocorréncia de rearranjos (ver Mani &
Chinnaiyan, 2011). Enquanto a sequéncia com similaridade ao elemento
transponivel (TE) hAT-30HM, poderia corresponder a um evento de insercao.

A presenca de elementos repetitivos no NTS pode estar relacionada a
localizacéo fisica do DNAr 5S. A regido pericentromérica onde foram observados os
sinais da sonda em H. boulengeri e H. ancistroides, é retratada por diferentes
autores como rica em sequéncias repetitivas nos eucariotos (Blevins et al. 2009; He
et al. 2015). Em adicéo, a localizacao intersticial do DNAr 5S, em geral proxima ao
centrbmero, ja foi verificada anteriormente em H. ancistroides, Hypostomus tapijara e

Hypostomus nigromaculatus (Traldi et al., 2013).
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Além disso, Pansonato-Alves et al. (2013) verificaram TEs Rex 1 dispersos
sobre a regidao cromossdmica do DNAr 5S em H. ancistroides e H. nigromaculatus,
isto em conjunto com a evidéncia de hAT-30HM no NTS de H. boulengeri, poderia
explicar os casos de sitios multiplos deste DNA ribossémico; condicao ja verificada
Hypostomus affinis (Kavalco et al., 2004).

A ligacdo do DNAr 5S a RNAs néo codificantes (ncRNAs), ja foi verificada
em uma variedade de organismos. Dentre os vertebrados existem casos
interessantes de ligacdo entre o DNAr 5S e o microRNA mir-562; no morcego
Pteropus vampyrus, por exemplo, cada um dos RNAr 5S é ligado, com distancias
variaveis, a pelo menos uma das copias do mir-562 (Vierna et al., 2013).

Apesar de ndo terem sido realizadas validacbes experimentais para 0s
NncRNAs encontrados na presente analise, é importante mencionar que estas
moléculas atuam como catalisadores e reguladores génicos (Smit, Knight & Heringa,
2009). Ademais, o software Infernal utilizado nesta predicdo trabalha com modelos
de estruturas secundarias (Nawrocki & Eddy, 2013). Desta maneira, se nem todos
0os ncRNAs verificados forem reais, como provavelmente € o caso de Flavo-1 e
STnc410, que pertencem a familias de ncRNAs produzidos por bactérias
(http://rfam.xfam.org/family/RF01705; http://rfam.xfam.org/family/RF02060); ainda
assim, existe a probabilidade de que estas sequéncias possam formar estruturas
secundarias. A regido identificada como mir-23, por exemplo, pode assumir em
funcdo do pareamento de bases, a conformacédo em formato de grampo, ou, hairpin
(Ambros et al., 2003).

Sitios que formam estruturas secundarias podem representar regides
propensas a ocorréncia de rearranjos, porque em situacées onde o DNA se encontra

em fita simples, como na forquilha de replicacdo ou durante a transcricdo, a acado de


http://rfam.xfam.org/family/RF01705
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nucleases € favorecida (Nambiar & Raghavan, 2011). Estas caracteristicas sao
também completamente compativeis com alguns dos gatilhos para os rearranjos
cromossomicos revisados por Mani & Chinnaiyan (2011).

Os resultados obtidos neste estudo reforcam que elementos existentes no
NTS podem realmente estar envolvidos no dinamismo da familia multigénica do
DNAr 5S, podendo favorecer a dispersdo deste sitio e também a ocorréncia de
rearranjos genéticos, que por sua vez podem alterar a posicdo e/ou o tamanho
destas repetices em um genoma. E interessante destacar que a divulgagédo destas
analises tem como objetivo adicional incentivar a realizacdo de estudos futuros que
envolvam a busca pelos mesmos elementos em DNAs ribossémicos de outros
organismos. Finalmente, a caracterizacdo desta sequéncia e os bons resultados
alcancados na hibridizacao in situ também possibilitam a utilizacdo dos clones para

mapeamento fisico em estudos futuros.
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Figura 1: Diagrama com a anotagdo dos elementos encontrados na sequéncia de
DNAr 5S de Hypostomus boulengeri. Azul escuro: primers; Verde: gene de
RNAr 5S; Azul claro: regides que podem codificar ncRNAs; Roxo:
repeticdes; Amarelo: TE; Vermelho: regido TATA-Like.
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Figura 2: a) Metadfase de Hypostomus boulengeri com o sinal de DNAr 5S
(verde/biotina) em um par de cromossomos. b) Metafase de
Hypostomus ancistroides com sinal de DNAr 5S (verde/biotina) em
um par de cromossomos. As setas brancas indicam os sitios de DNAr
5S.

Tabela 1: Posicdo dos elementos verificados na sequéncia de DNAr 5S de H.

boulengeri
Referéncia Elementos Inicio Fim Fita

Infernal_Rfam 5S RNAr 1 95 +
RepeatMasker 5S 4 97 +
Ugene A_Box_Region 26 40 +
Ugene |_E_Region 43 48 +
Ugene C_Box_Region 55 72 +
Infernal_Rfam mir-23 65 120 -
RepeatMasker (AATG)n 313 353 +
Infernal_Rfam STnc410 455 502 -
Infernal_Rfam Flavo-1 467 494 -
Infernal_Rfam MIR2118 477 610 -
Censor RP5S 612 671 +
Infernal_Rfam mir-33 761 796 -
Infernal_Rfam SNORD95 823 881 +
Censor hAT-30_HM 905 954 +
Ugene TATA_like 1135 1140 +
Ugene 5S RNAr 1166 1186 +
Literatura Primer_5S A 1 20 +
Literatura Primer 5S B 1165 1186 -
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Resumo

Loricariidae apresenta um grande numero de espécies, que se encontram amplamente
distribuidas na regido Neotropical, e sdo conhecidas por exibirem amplas variagdes. Tamanha
diversidade dificulta a descricdo de novas espécies e 0 estabelecimento de relacGes
filogenéticas. Recentemente, uma nova hip6tese propds um agrupamento distinto ao nivel de
subfamilias e tribos; em Hypostominae a até entdo monogenérica Hypostomini, passou a ser
representada por Hypostomus e Pterygoplichthys. Considerando o agrupamento destes dois
géneros, no presente estudo analises citogenéticas foram conduzidas em espécimes de
Hypostomus boulengeri, Hypostomus ancistroides, e Pterygoplichthys ambrosettii.
Hypostomus boulengeri e H. ancistroides apresentaram o 2n=68, Ag-RONs multiplas
confirmadas pela hibridizag&o in situ (FISH) com DNAr 18S, e sitios de DNAr 18 e 5S
localizados em pares de cromossomos distintos. No entanto uma maior quantidade de regides
heterocromaticas foi observada em H. boulengeri. Pterygoplicthys ambrosettii apresentou o
2n=52, Ag-RONs simples com heteromorfismo de tamanho confirmado pela FISH com
DNAr 18S, sitios de DNAr 18S e 5S localizados em um mesmo par de cromossomos, e
regibes heterocromaticas principalmente na regido terminal dos cromossomos. Os marcadores
cromossémicos empregados no presente estudo mostram, conforme proposto por diferentes
hipdteses filogenéticas, uma proximidade maior entre H. boulengeri e H. ancistroides.
Enquanto que Pterygoplichthys ambrosettii apresentou caracteristicas citogenéticas
aparentemente conservadas em Pterygoplichthys, tal como o 2n=52, que corroboram a
hipotese de que este género é mais proximo a Ancistrus.

Palavras-chave: cariétipo, double FISH, Hypostomus, polimorfismos cromossémicos,
Pterygoplichthys.
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Introducéo

Loricariidae agrupa os peixes popularmente conhecidos como cascudos e €
considerada uma das familias mais especiosas dentro da ordem Siluriformes (Birindelli,
Zanata & Lima, 2007). Recentemente, uma nova classificacdo baseada em genes nucleares e
mitocondriais, foi proposta para esta familia por Lujan et al. (2015). Nesta hipdtese
Rhinelepini adquiriu o status de subfamilia (Rhinelepinae); Neoplecostominae e Otothyrinae
se tornaram tribos de Hypoptopomatinae; e Hypostominae foi restrita a duas tribos (Ancistrini
e Hypostomini) e sete clados (Acanthicus, Chaetostoma, Lithoxus, Hemiancistrus, Peckoltia,
Pseudancistrus e ‘Pseudancistrus’). Hypostomini deixou de ser monogenérica ¢ passou a ser
representada por Hypostomus Lacépéde, 1803 e Pterygoplichthys Gill, 1858.

Hypostomus representa um dos grupos de peixes mais ricos e complexos da América
do Sul, principalmente devido as informacgdes biogeograficas limitadas e variacGes
morfologicas intraespecificas que dificultam as descri¢cbes taxondmicas (Jerep, Shibatta &
Zawadzki, 2007; Zawadzki, Tencatt & Froehlich, 2014). Pterygoplichthys apresenta um
menor numero de especies validas (Armbruster & Page, 2006; Ferraris Jr., 2007). Apesar
disso esse género tem sido identificado como invasor e recebido atencdo de varios
pesquisadores. Principalmente devido aos impactos ecoldgicos que tem ocasionado, e a
possibilidade da ocorréncia de hibridos nas populac6es estudadas (Nico et al., 2012; Rueda-
Jasso et al., 2013). O predominio dos cascudos em rios brasileiros, somado a introducéo fora
de sua area natural de ocorréncia, faz necessaria a caracterizacdo destas espécies, seja do
ponto de vista taxondmico, ecoldgico ou genético.

Estudos citogenéticos tém sido aplicados como ferramenta para o estudo da
diversidade em peixes (Artoni et al., 2015). Diferentes técnicas, tais como bandamentos e
mapeamento fisico de sequéncias, permitem o0 estabelecimento de marcadores

cromossémicos, a identificacdo de caracteristicas populacionais e também, nos niveis intra e



59

interespecificos (Kavalco et al., 2004; Alves et al., 2006; Bitencourt et al.,2011; Traldi et al.,
2013).

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo realizar uma analise citogenética
comparativa e 0 mapeamento dos sitios de DNAr 18S e 5S, em espécimes de Hypostomus
boulengeri (Eigenmann & Kennedy, 1903), Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) e

Pterygoplichthys ambrosettii (Holmberg, 1893).

Material e Métodos

Sete espécimes de Hypostomus boulengeri (38 e 49) e onze de Pterygoplichthys
ambrosettii (39, 12 e 7 imaturos), foram coletados no rio Miranda, e em lagoas préximas que
se formam durante o periodo de cheias; no municipio de Corumb4, Estado do Mato Grosso do
Sul (19°34'36.88"S 57° 1'5.87"W; 19°36'42.25"S 57°02'5.13W e 19°32'27.52"S
57°02'22.57"W). Cinco espécimes de Hypostomus ancistroides (39, 12 e 1 imaturos) foram
coletados em um afluente do rio Cambé, municipio de Londrina, Estado do Parana
(23°22°00.73”’S 51°06°30.50”W). Todos os exemplares analisados encontram-se tombados no
Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), e no Ndcleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA/NUP), da Universidade
Estadual de Maringa. Vouchers: H. boulengeri - MZUEL 14257, MZUEL 14258, MZUEL
14260, MZUEL 14261 e NUP 17751, H. ancistroides - NUP 17770; P. ambrosettii - MZUEL
14259 e MZUEL 14262. Como parte integrante da proposta “Anélise Citogenética de algumas
espécies da ordem Siluriformes: énfase em Loricariidae e Doradidae”, o presente estudo conta
ainda com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade
Estadual de Londrina, sob o nimero de processo 507.2014.96.

A obtencéo de cromossomos mit6ticos a partir do rim e de cromossomos meiéticos a

partir do testiculo foi feita de acordo com Bertollo, Takahashi & Moreira-Filho (1978). A
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classificacdo cromossdmica teve por base a relacdo entre os bragos (RB) maior/menor
proposta por Levan, Fredga & Sandberg (1964). A deteccdo de regides organizadoras de
nucléolo com nitrato de prata (Ag-RONs) e o bandamento-C foram realizados de acordo com
os métodos de Howell & Black (1980) e Sumner (1972), respectivamente. A hibridizagdo in
situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel, Straume & Gray (1986),
utilizando as sondas de DNAr 18S de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr., 2004) e
DNAr 5S de H. boulengeri (Sidol-Wolf et al., em preparacdo). As laminas foram incubadas
em RNAse (0.4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a 37°C, em cdmara Umida. Apds a
desnaturacdo, realizada com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 4 minutos, as laminas
foram desidratadas em série alcodlica de etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de
hibridacdo para double FISH consistiu em 12 pL de sonda (7,5 uL de 18S e 2 pyL de 5S), 30
pL de formamida (concentracdo final de 50%), 12 pL de sulfato de dextrano 50%
(concentracéo final 10%) e 6 pL de 20xSSC, por lamina. A hibridizagéo foi feita em camara
umida a 37°C, por aproximadamente 16 horas. Apos a hibridizagéo as laminas foram lavadas
duas vezes em 2xSSC a 45°C por 5 minutos cada; uma vez em 1xPBS por 10 minutos a 45°C;
e posteriormente incubadas em 1xPBD (200 pL 20xSSC, 6 ml Triton 100, 10g leite desnatado
em po, 800ml de agua destilada). Para deteccdo do sinal foi utilizada uma solugdo contendo
0,5 pL de anti-Digoxigenina + 5 pL de FITC (1:100) + 44 pL de BSA 5% , por lamina,
durante 60 minutos a 37°C. Apos trés lavagens com 1xPBD a 45°C por 5 minutos cada, 0s
cromossomos foram corados com DAPI (50microg/ml). As laminas foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia com camera Leica DFC 300FX. Para captura das imagens foi

utilizado o software Leica Application Suite V 3.1.0.
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Resultados

Hypostomus boulengeri apresentou o 2n=68, com a FC=6m+10sm+26st+26a. No
braco curto do par 14 subtelocéntrico (st) foi observada uma constricdo secundaria com
heteromorfismo de tamanho (Figura 1a). Em meiose sé@o observados 34 bivalentes em
metafase | (Figura 2f).

O bandamento-C revelou marcagdes na maioria dos cromossomos, localizadas no
braco curto, regido pericentromérica, porcdo terminal e, além disso, um bloco terminal
conspicuo em um cromossomo acrocéntrico (Figura 3a).

A impregnacdo por nitrato de prata revelou Ag-RONs multiplas, localizadas na
regido terminal do braco curto dos pares 14, no qual foi observado heteromorfismo de
tamanho na constricdo secundaria; 16, e em um dos cromossomos do par 22 (Box Figura 1a).
A FISH com a sonda de DNAr 18S confirmou os resultados de Ag-RONSs, mostrando cinco
sitios, sendo o0 mais proeminente coincidente a uma constricdo secundaria (Figura 3d). O
DNAr 5S foi observado na regido pericentromérica de apenas um par de Cromossomos
(Figura 3d). N&o houve co-localizacdo entre os sitios de DNAr 18S e 5S.

Hypostomus ancistroides apresentou o 2n=68, com a FC=10m+14sm+18st+26a
(Figura 1b). O bandamento-C revelou uma quantidade de heterocromatina menor do que a
observada em H. boulengeri, distribuida principalmente na regido terminal e centromérica de
alguns cromossomos (Figura 3b).

A impregnacdo por nitrato de prata revelou Ag-RONs mudltiplas, no braco curto do
par 18 e no brago curto de um dos cromossomos do par 21 (Box Figura 1b). Na FISH com o
DNAr 18S os trés sitios de Ag-RONs foram confirmados (Figura 3e). Sitios de DNAr 5S
foram observados na regido pericentromérica de apenas um par de pequenos Cromossomos

metacéntricos (Figura 3e).
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Pterygoplichthys ambrosettii apresentou o0 2n=52, com FC=6m+34sm+10st+2a. Na
regido subterminal do brago longo do par 8 foi observada uma constricdo secundaria (Figura
1c).

O bandamento-C revelou marcagdes principalmente na regido terminal dos
cromossomos. Em adicdo, foram observadas bandas na regido pericentromérica do par 8 e
também, adjacentes a sua constricao secundaria (Figura 3c).

A impregnacédo por nitrato de prata revelou Ag-RONs simples com heteromorfismo
de tamanho, coincidentes a constricdo secundaria do par 8 (Box Figura 1c). A FISH com
DNAr 18S confirmou a localizagdo e o heteromorfismo de tamanho observado nos sitios de
Ag-RON (Figura 3f). O mesmo par portador do sitio de DNAr 18S também apresentou, na

regido pericentromérica, os sitios simples de DNAr 5S (Figura 3f).

Discusséo

Estudos citogenéticos em peixes do Pantanal séo considerados incipientes (Becker et
al., 2014). De fato, ndo existem dados cromossdmicos publicados para Hypostomus
boulengeri, registrado na bacia do rio Paraguai. No presente estudo, 0 2n=68 encontrado
nesta espécie foi confirmado pela analise meiotica, indicando uma segregacdo cromossoémica
regular.

De acordo com Carvalho et al. (2015) H. boulengeri é proximamente relacionado a
H. ancistroides, que vem sendo citogeneticamente estudada desde a década de 70 (Michele,
Takahashi & Ferrari 1977 apud Alves et al., 2006). Todas as populacbes de H. ancistroides
analisadas até o momento apresentam a conservagdo do numero diploide (2n=68), o qual
também foi encontrado nos espécimes do afluente do rio Cambé (Tabela 1); porém, com
formulas cariotipicas (FCs) divergentes (Rubert et al., 2011; Endo et al., 2012; Bueno et al.,

2013, presente estudo). Tais diferencas podem indicar a ocorréncia de inversdes pericéntricas,
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uma vez que estes rearranjos modificam os tipos de cromossomos e consequentemente as
FCs, sem influenciar no 2n (Takagui et al., 2014). Em adicdo ao 2n 0s espécimes de H.
boulengeri e H. ancistroides ttm em comum: o padrdao de Ag-RONs multiplas, embora em
diferente nimero; a confirmacdo dos sitios de Ag-RON pela FISH com a sonda de DNAr 18S,
a presenca de sitios simples de DNAr 5S, e conforme a maioria dos peixes, a localizacdo dos
DNAr 18S e 5S em cromossomos distintos (Traldi et al., 2013).

Sitios multiplos de DNAr 18S tem sido encontrado em todos os espécimes de H.
ancistroides (Rubert et al., 2011; Pansonato-Alves et al., 2013; Traldi et al., 2013; Bueno et
al., 2014). Enquanto que, para 0 DNAr 5S verificam-se duas condigdes, sitios distribuidos em
trés cromossomos, com dois co-localizados ao DNAr 18S (Traldi et al., 2013); e sitios
simples ndo co-localizados ao DNAr18S (Bueno et al.,2014).

Polimorfismos associados a RON e aos DNAr 18S e 5S sdo comumente reportados
em Hypostomus (Rubert, Zawadzki & Giuliano-Caetano, 2008; Martinez et al., 2011; Bueno
et al.,, 2014). Pansonato-Alves et al. (2013) sugerem que mecanismos de dispersédo
independentes, tal como rearranjos cromossémicos e transposi¢des, possam ter ocorrido entre
as diferentes linhagens de Hypostomus, originando a notoria variabilidade numeérica e
posicional.

No bandamento-C, foram observadas menos regifes heterocroméaticas em H.
ancistroides, quando comparadas ao numero de marcagdes em H. boulengeri. Resultado que
reforca a heterogeneidade na distribuicdo de regiGes heterocromaticas entre as diferentes

especies de Hypostomus (Artoni & Bertollo, 1999; Traldi et al., 2012).



Tabela 1: Numeros diploides e férmulas cariotipicas disponiveis para as espécies analisadas no presente estudo.

ESPECIES LOCAL DE COLETA 2n FC RF

Hypostomus ancistroides Né&o consta 68 10m+28sm+30st/a 1

Rio Mogi-Guagu, Estado de Sao Paulo (SP),

H. ancistroides A
Brasil

68 16m+18sm+34st/a 2
H. ancistroides Rio Araqua (SP) 68 18m+10sm+12st+28a 3
Rios Taquari, Agua do Pato, Agua das Pedras
H. ancistroides e Ribeirdo Trés Bocas, Estado do Parané (PR),
Brasil 68 10m+26sm+32st/a 4
H. ancistroides (Rplg)PlglrJ;;li,l municipio de Nova Laranjeiras,
' 68 14m+14sm+40 st/a 5
H. ancistroides Rio Piquiri, municipio de Nova Laranjeiras,
' (PR), Brasil 68 14m+14sm+8st+32a 6
H. ancistroides Cérrego Dourados, municipio de Mandaguari,
' (PR), Brasil 68 14m+12sm+18st+24a 7
S Cérrego Maringa, municipio de Maringa,
H. ancistroides (PR), Brasil 68 16m+12sm+18st+22a 7
H. ancistroides Cérrego Ximbatva, municipio de Ourizona,
(PR), Brasil 68 8m+10sm+18st+32a 7
H. ancistroides Corrego Horteld (bacia do Paranapanema),
municipio de Botucatu, (SP), Brasil 68 10m+20sm+10st+28a 8
H. ancistroides Rio Piquiri, (PR), Brasil 68 14m+14sm+8st+32a 9
H. ancistroides Cérrego Lapa, municipio de Ipetna (SP),
Brasil 68 14m+16sm+22st+16a 10
Afluente do rio Cambé, municipio de
H. ancistroides Londrina (PR), Brasil 68 10m+14sm+18st+26a 11
Rio Miranda, Estado do Mato Grosso do Sul
Liposarcus anisitsi (MS), Brasil 52 8m+14sm+30st/a 3
L. anisitsi Rio Tieté, municipio de Botucatu (SP), Brasil 52 28m+12sm+12st/a 3
Rio Preto, municipio de Mirassolandia (SP),
L. anisitsi Brasil 52 16m+24sm+12st/a 12
Pterygoplichthys anisitsi Corrego Agua Boa (MS), Brasil 52 14m+26sm+8st+4a 13
52
Pterygoplichthys ambrosettii Rio Miranda, (MS), Brasil 6m+34sm+10st+2a 11
Rio Piracicaba, municipio de Piracicaba (SP),
L. anisitsi Brasil 52 16m+28sm+6st+2a 14
Hypostomus boulengeri Rio Miranda, (MS), Brasil 68 6m+10sm+26st+26a 11

Legenda: Numero diploide (2n); Férmula cariotipica (FC); Referéncia (RF).

Fonte: (1) Michele, Takahashi e Ferrari (1977 apud ALVES et al., 2006); (2) Artoni e Bertollo (1996); (3) Alves et al.
(2006); (4) Rubert et al. (2011); (5) Bueno, Zawadzki e Margarido (2012); (6) Bueno et al. (2014); (7) Endo et al. (2012);
(8) Pansonato-Alves et al. (2013); (9) Bueno et al. (2013); (10) Traldi et al. (2013a); (11) presente estudo Sidol-Wolf et
al. (2016); (12) Artoni et al. (1999); (13) Fernandes et al. (2015); (14) Camilo (2004).
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Em relacdo ao 2n, Pterygoplichthys parece ser um género mais conservado que
Hypostomus, no qual a quantidade de cromossomos pode chegar até a 84 (Cereali et al.,
2008). O 2n= 52 encontrado em P. ambrosettii (Artoni et al., 1999; Alves et al., 2006;
Fernandes et al., 2015, presente estudo) (Tabela 1), se repete em Pterygoplichthys
joselimaianus (Oliveira, Souza & Venere, 2006), Pterygoplichthys multiradiatus e
Pterygoplichthys gibbiceps (Alves et al., 2006). Além desta caracteristica, os sitios simples de
Ag-RONSs (Artoni et al., 1999; Alves et al., 2006; Fernandes et al., 2015) coincidentes ao
DNAr 18S (Camilo, 2004), e a presenca dos DNAr 18S e 5S em um mesmo Cromossomo
(Bueno, 2012), ja foram anteriormente verificados em Pterygoplichthys ambrosettii.

No entanto, a formula cariotipica encontrada no presente estudo (6m+34sm+10st+2a)
difere dos dados até entdo disponiveis para esta espécie, inclusive da retratada para
exemplares também coletados no rio Miranda, municipio de Corumba (Alves et al., 2006),
onde a férmula cariotipica foi de 8m+14sm+30st/a (Tabela 1). A reducdo no numero de
cromossomos st/a pode indicar, assim como em H. ancistroides, a participacdo de inversoes
pericéntricas na evolucéo do caridtipo (Fernandes et al.,2015).

As regiOes heterocromaticas em P. ambrosettii distribuem-se principalmente na
regido centromérica e terminal dos cromossomos (Artoni et al., 1999; Fernandes et al., 2015).
O heteromorfismo de tamanho observado nos sitios de DNAr 18S poderia ser explicado pela
presenca de uma banda heterocromética adjacente, pois estas regides podem passar por
processos de amplificacdo e/ou transposicdo durante a interfase (Schweizer & Loidl, 1987).

Os resultados do presente estudo reforcam o papel das inversdes pericéntricas na
evolucdo cariotipica de Loricariidae, e acrescentam novas informagdes relacionadas a
distribuicdo de sequéncias repetitivas em Hypostomini. As caracteristicas cromossémicas
observadas dao suporte a uma evolucdo cariotipica mais conservada, a0 menos em aspectos

macroestruturais, nos espécimes de P. ambrosettii. Quando os marcadores cromossémicos
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empregados no presente estudo sdo comparados aos dados disponiveis na literatura para
Hypostomus e Pterygoplichthys, é evidenciado que estes apresentam padrdes cromossémicos
distintos. De acordo com Traldi et al. (2013), em Hypostomus o menor 2n registrado
corresponde a Hypostomus cochliodon, analisada por Cereali et al. (2004), que apresentou 62
cromossomos. Além disso, existem variagdes quanto a distribuicdo e numero de sitios de
DNAs ribossémicos. Em Pterygoplichthys o 2n=52 se repete em todas as espécies
citogeneticamente analisadas até o momento, e embora os mapeamentos fisicos com DNAs
ribossdémicos possam ser considerados incipientes para este género, o padrdo de sitios simples
de DNAr 18S e 5S se repetem. Desta forma, parece ndo haver uma relacdo tdo proxima, pelo
menos do ponto de vista citogenético, entre Hypostomus e Pterygoplichthys, o que concorda
com Alves et al. (2006), que indicaram maior compartilhamento de -caracteristicas
cromossomicas entre Pterygoplichthys e Ancistrus, dentre elas 0 2n=52 e Ag-RONSs simples
intersticiais; corroborando a relagdo de grupos irméos entre Pterygoplichthini e Ancistrini,

proposta por Armbruster (2004).
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Fig. 1: Caridtipos das espécies analisadas. a) Hypostomus boulengeri. b) Hypostomus

ancistroides. ¢) Pterygoplichthys ambrosettii. Nos boxes encontram-se 0s

cromossomos portadores dos sitios de Ag-RONSs.
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Fig. 2: Fases meidticas em H. boulengeri. a) Leptoteno. b) Zigéteno. c)
Paquiteno inicial. d) Paquiteno tardio. e) Dipl6teno/Diacinese. f)
Metéfase I. Em metafase | observam-se 34 bivalentes.




Fig.3: Metafases dos exemplares analisados. a) Metafase de Hypostomus boulengeri apds bandamento-C. b) Metafase de Hypostomus ancistroides ap6s bandamento-
C. ¢) Metafase de Pterygoplichthys ambrosettii ap6s bandamento-C. d) Metafase de H. boulengeri apés double FISH. e) Metafase de H. ancistroides apos
double FISH. f) Metafase de P. ambrosettii ap6s double FISH. Setas pretas indicam as regies heterocromaticas. Setas bancas indicam os sitios de DNAr
18S (digoxigenina). Asteriscos indicam os sitios de DNAr 5S (biotina).
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CONCLUSOES GERAIS

As analises classicas e moleculares realizadas no presente estudo trazem
novas contribuicées a citogenética de Hypostomini, e permitem em sintese, concluir
que:

- A sequéncia de DNAr 5S de H. boulengeri possui elementos que reforcam
a conservacdao da regido codificante, e a variabilidade da regido espacadora;

- Os elementos presentes na regido espacadora do DNAr 5S de H.
boulengeri podem esclarecer processos envolvidos na evolucdo desta familia
multigénica, tais como a ocorréncia de transposicoes, e rearranjos gendmicos;

- As variacbes cromossbmicas sado mais observadas em Hypostomus,
engquanto que as diferentes espécies de Pterygoplichthys estudadas até o presente
momento exibem um padrdo aparentemente mais conservativo em aspectos
macroestruturais;

- Porém, as formulas cariotipicas diferenciadas encontradas em P.
ambrosettii, e o heteromorfismo de tamanho observado nos sinais de DNAr 18S e
sitios de Ag-RON, séo indicios de polimorfismos, e podem indicar a existéncia de
diferencas cromossémicas microestruturais entre as populacoes;

- Apesar da atual classificacdo de Hypostomus e Pterygoplichthys em
Hypostomini, os resultados do presente estudo, em conjunto aos disponiveis na
literatura, parecem estar mais proximos a relacdo filogenética proposta por
Armbruster (2004), na qual Pterygoplichthini é grupo irmdo de Ancistrini, e

Hypostomini é representada por Hypostomus.



