INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA CONSERVACAO E
BIOLOGIA EVOLUTIVA — GCBEvV

Evolucéo e diversificacdo cromossémica no género Ancistrus (Siluriformes,
Loricariidae, Ancistrini) através da caracterizacdo e mapeamento de DNA
repetitivo

Ramon Marin Favarato

Manaus, Amazonas

Fevereiro, 2014




Ramon Marin Favarato

Evolucéo e diversificacdo cromossémica no género Ancistrus (Siluriformes,
Loricariidae, Ancistrini) através da caracterizacdo e mapeamento de DNA
repetitivo

Orientadora: Dra. Daniele Aparecida Matoso

Dissertacdo apresentada ao Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazbnia como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre
em Genética, Conservacdo e Biologia
Evolutiva.

Manaus, Amazonas

Fevereiro, 2014



FICHA CATALOGRAFICA

F272 Favarato, Ramon Marin
Evolucdo e diversificagcdo cromossémica no género Ancistrus
(Siluriformes, Loricariidae, Ancistrini) através da caracterizacdo e
mapeamento de DNA repetitivo / Ramon Marin Favarato. --- Manaus:
[s.n.], 2014.
x, 73 f. 1 il. color.

Dissertacdo (Mestrado) --- INPA, Manaus, 2014.

Orientador : Daniele Aparecida Matoso.

Area de concentracéo : Genética, Conservacao e Biologia
Evolutiva.

1. Evolucao cariotipica. 2. Elementos transponiveis. 3. Peixe
Cascudo. |.Titulo.

CDD 597.015

Sinopse: Espécies do género Ancistrus, conhecidos popurlamente como bodds
foram estudas por meio de analises de citogenética molecular, hibridizacao
fluorecente in situ (FISH) de sequéncias de DNA repetivo em tandem e disperso. Os
resultados mostram que os sitios de DNAr e sequéncias repetitivas estdo envolvidas
na evolucdo da macroestrutura cariotipica do género. E a apesar da ocorréncia de
diversos sistemas de cromossomos sexuais, essas sequéncias nao parecem
desempenhar nenhum papel no surgimento e diferenciagdo dos mesmos.

Palavras chave: Evolucéo cariotipica; Fish; Elementos transponiveis; Cascudo




AGRADECIMENTOS

Primeiramente queria agradecer aos meus pais, Luzimar Marin Favarato e
Antonio Augusto Favarato, por todo apoio e por depositar em mim toda confianca,
porque sem eles nada disso seria possivel.

A minha orientadora Prof(a). Dra. Daniela Aparecida Matoso por ter
acreditado na minha capacidade e me orientado. Além da amizade e de todos os

conhecimentos que tornaram possivel o desenvolvimento desse trabalho.

A Prof(a). Dra. Eliana Feldberg por ter cedido toda a estrutura do Laboratério
de Genética Animal (LGA), além de todo apoio e amizade ao longo desses dois

anos.

A todo pessoal do LGA, Maelin da Silva, Carlos Eduardo Faresin e Silva,
Lucas Barros, Eduardo Eller, Milena Ferreira dos Santos, Leandro Marajo, Leila
Braga, Arlindo, Cebola, por toda a ajuda e paciéncia nos ensinamentos das técnicas.

Além da amizade e das discussdes sempre muito proveitosas e bastante divertidas.

A todos meus colegas de turma que sempre estiveram juntos nos momentos
de dificuldade e principalmente de alegria que tornaram esses dois anos de
mestrado muito prazerosos e divertidos.

Ao CNPq, pelo auxilio financeiro e concesséo da bolsa de estudos.

Ao INPA e ao Programa de Pdés-graduagdo em Genética Conservacao e

Biologia Evolutiva pelo suporte e auxilio no desenvolvimento deste trabalho.

Enfim, a todos que de alguma maneira contribuiram e ajudaram para a

realizagédo desse trabalho fosse possivel.

Muito Obrigado!



RESUMO

A familia Loricariidae estd subdividida em seis subfamilias sendo elas:
Lithogeneinae, Neoplecostominae, Hypoptomatinae, Loricariinae, Delturinae e
Hypostominae. Dentro da subfamilia Hypostominae, encontra-se o género Ancistrus,
com cerca de 62 espécies. Os dados citogenéticos a cerca desse género mostram
uma grande variagcdo no numero diploide, variando de 2n=34 a 2n=54 cromossomos,
além da ocorréncia de sistemas de determinacdo sexual, tanto do tipo simples
guanto multiplo. Entretanto, os dados citogenéticos sdo basicamente relacionados a
citogenética classica. Em vista disso, o presente trabalho teve como objetivo
mapear, por meio da citogenética molecular, sequéncias de DNA repetitivo em oito
espécies do género Ancistrus, utilizando sondas de rDNA 18S e 5S, sequéncias
teloméricas e de retrotransposons Rex1l, Rex3 e Rex6. Os dados referentes aos
rDNA revelaram uma conservagcdo dos sitios de 18S, sempre marcando um Unico
par cromossémico. J&, para o 5S os resultados apresentaram maiores variagdes,
com os sitios variando de um a treze pares cromossémicos marcados, sendo ainda
relatada a ocorréncia de sintenia com o 18S em cinco das oito espécies. As
sequéncias teloméricas foram visualizadas apenas na porcdo terminal dos
Cromossomos na maioria espécies, porém sequéncias teloméricas intersticiais (ITS)
foram detectadas em Ancistrus sp. 3 “Barcelos” e Ancistrus sp. 7 “Dimona”,
possivelmente ocasionados por rearranjos cromossémicos. Em relacdo aos
retroelementos, os resultados mostraram um padréo de disperséo bastante singular
para os trés Rex analisados, com uma distribuicdo em clusters tanto em regides
heterocromaticas quanto eucromaticas. Nao foram visualizadas marca¢des dos trés
retroelementos nos cromossomos sexuais das espécies, sugerindo que eles nao
estejam diretamente ligados ao processo de surgimento dos sistemas de
Cromossomos sexuais nas espécies analisadas. Os dados mostram uma variedade
cariotipica presente no género Ancistrus, onde as sequéncias repetitivas estdo

contribuindo para toda essa diversidade gendémica presente no género.
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ABSTRACT

Loricariidae  family is subdivided in six subfamilies: Lithogeneinae,
Neoplecostominae, Hypoptomatinae, Loricariinae, Delturinae and Hypostominae.
Within Hypostominae family, there is the Ancistrus genus with about 62 species.
Cytogenetic data about this genus show a great variation in diploid number, from
2n=34 to 2n=54 chromosomes, besides the occurrence of sexual determination
systems, both of simple and multiple types. However, cytogenetic data are basically
related to classic cytogenetics. In views of this, the present work had as objective
mapping, by molecular cytogenetics, sequences of repetitive DNA in eight species of
Ancistrus genus, using 18S and 5S rDNA, telomeric sequences and Rex1, Rex3 and
Rex6 retrotransposons. Data referring to rDNA reveal a conservation of the 18S
sites, always marking a single chromosome pair. Yet, for the 5S, the results
presented greater variations, with sites varying from one to thirteen chromosome
pairs marked, being also mentioned the occurrence of synteny in five out of the eight
species. The telomeric sequences were visualized only in the terminal portion of the
chromosomes in the most of the species, but interstitial telomeric sequences (ITS)
were detected in Ancistrus sp. 3 “Barcelos” and Ancistrus sp. 7 “Dimona”, possibly
occasioned by chromosomal rearrangements. Concerning to retroelements, the
results showed a very singular dispersion pattern for the three analyzed Rex, with a
clusters distribution both in heterochromatic and euchromatic regions. No
retroelements markings were viewed in the sexual chromosomes of any species,
suggesting that they are not directly to the process of chromosome sexual systems
appearance in the analyzed species. Data show great variations and karyotypic
variety present in the Ancistrus genus, in which the repetitive sequences are

contributing to all of such genomic diversity present in the genus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da bacia amazbnica
A bacia amazbnica possui uma area de drenagem com aproximadamente

7.000.000 km2 e com cerca de 23.000 km? de rios navegéaveis, o que a torna o maior
sistema fluvial que se conhece (Santos e Ferreira, 1999). Ela apresenta um nimero
variado de habitats bastante heterogéneos, que sao influenciados ndo sé por sua
grande extensdo, mas também pelo fato da bacia amazbnica ser formada por
diversas outras bacias menores que possuem diferentes regimes pluviais,
alternando periodos de seca e cheia, algo muito comum na regido (Goulding et al.,
2003). Essa heterogeneidade de ambientes ndo s6 da bacia amazdnica, mas
também de outras regides tropicais, € um dos fatores responsaveis pela enorme
variedade de peixes da regido Neotropical, que varia de 6.025 a 8.000 espécies
(Vari e Malabarba, 1998; Reis et al., 2003). A regido amazbnica apresenta a mais
diversificada ictiofauna de dgua doce do mundo, que mesmo nao estando totalmente
conhecida abrange cerca de 54 familias as quais ndo se distribuem uniformemente

ao longo da bacia (Santos e Ferreira, 1999).

1.2 Ordem Siluriformes
A ordem Siluriformes esta incluida na superordem Ostariophysi. Essa

superordem corresponde a cerca de 25% das espécies de teledsteos e 75% da
ictiofauna de agua doce mundial (Fink e Fink, 1981), estando dividida em cinco
ordens, totalizando 63 familias, cerca de 1000 géneros e aproximadamente 6500
espécies (Nelson, 2006). Os Siluriformes, que sao conhecidos popularmente por
cascudos, mandis e bagres, sdo considerados um dos maiores grupos de Teleostei
e possuem cerca de 36 familias, 478 géneros e 3093 espécies (Ferraris, 2007). Essa
ordem possui algumas caracteristicas morfolégicas bem distintas que permitem uma
facil identificacdo, como: corpo nu envolto por uma pele espessa ou coberto por
placas Osseas; nadadeiras raiadas e bem separadas, sendo o primeiro raio das
nadadeiras peitorais e da dorsal portador de um aculeo forte e pungente, o qual,
muitas vezes produz uma toxina associada a glandula de veneno; presenca de
nadadeira adiposa geralmente bem desenvolvida e nadadeira caudal assumindo
formatos variaveis e de um a quatro pares de barbilhdes sensitivos (Britski et al.,

1988; Teugels, 1996). Estes peixes possuem em geral habito noturno e crepuscular,
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além de habitarem o fundo de rios e lagos, permanecendo entre troncos e rochas
(Ferraris, 1998, 2007).

A grande maioria das espécies dessa ordem concentra-se principalmente nas
regiGes tropicais e neotropicais, América do Sul e Africa, e no sul e sudeste da Asia
(Burgess, 1989; Teugels, 1996; Ferraris, 1998; de Pinna, 1998; Arratia et al., 2003),
sendo raras as que alcangam os extremos Norte e Sul, da América do Norte e da
América do Sul, respectivamente (Nelson, 2006). Segundo Reis et al. (2003) os
Siluriformes representam aproximadamente 1648 espécies neotropicais conhecidas,
que estdo distribuidas em 15 familias, sendo que, segundo o mesmo autor devido a
sua elevada diversificacdo e ampla distribuicdo, essa ordem poderia representar
mais de 35% do total de espécies neotropicais.

Dentro da ordem Siluriformes temos a superfamilia Loricarioidea que é o
maior grupo monofilético da regido neotropical (de Pinna, 1998; Britto, 2002), com
um numero aproximado de 1200 espécies (Ferraris, 2007). De acordo com de Pinna
(1998), Nelson (2006), Armbruster (2011) Loricarioidea esta divida em seis familias:
Nematogenyidae (1 espécie), Trichomycteridae (201 espécies), Callichthyidae (177
espécies), Scoloplacidae (4 espécies), Astroblepidae (54 espécies) e Loricariidae

(800 espécies).
1.3 Familia Loricariidae

A familia Loricariidae é a maior dentre os Siluriformes, com aproximadamente
100 géneros e 872 espécies (Eschmeyer e Fong, 2014), ocorrendo em toda a regiao
neotropical, na América do Sul e Central (Armbruster, 2011).

Essa familia caracteriza-se por apresentar o corpo totalmente recoberto por
placas Osseas, dispostas em varias séries; boca situada em posicdo ventral e em
forma de ventosa (“suckermouth”); dentes alongados e geralmente bifidos, ou em
forma de colher, dispostos em uma Unica série em cada maxila. Possuem intestino
enovelado e extremamente longo, reflexo de seus habitos alimentares,
predominantemente, detritivoros-iliofagos (Power, 1990; Ferreira et al., 1998). Os
Loricariidae s@o bagres de pequeno e médio porte, com individuos que variam de 20
a 700 mm. Algumas espécies dessa familia apresentam respiracdo acessOria ou
aérea, que é realizada pelo estbmago, 0 que permite que esses peixes sobrevivam
em ambientes com pouca disponibilidade de oxigénio, ou até mesmo fora da agua

por determinado periodo de tempo (Armbruster, 1998; Lowe-McConnell, 1999).
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Devido a essa variedade de caracteristicas e adaptacdes, os Loricariidae sao
capazes de habitar os mais diversos tipos de habitat que vao desde o leito dos
grandes rios, areas de varzeas e de igap0s, até igarapés de terra-firme (Junk et al.,
1983; Sabino e Zuanon, 1998; Anjos, 2005). Porém, os integrantes dessa familia
ocupam as regifes bentbnicas, em bancos de areia e leitos rochosos, além de
possuirem habitos noturnos, sendo que durante o dia permanecem entre pedras ou

troncos de arvores (Weber, 2003).

A familia Loricariidae devido ao grande numero de espécies e a elevada
diversidade foi subdividida em subfamilias. Schaefer (1987) reconheceu seis
subfamilias, sendo elas: Lithogeneinae, Neoplecostominae, Hypoptomatinae,
Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae. Porém, Armbruster (2004), em um estudo
sobre os loricariideos com base em caracteres de osteologia, morfologia externa e
anatomia do trato digestivo, apresentou uma nova hipotese com a inclusdo da
subfamilia Ancistrinae como tribo (Ancistrini) dentro da subfamilia Hypostominae.
Reis et al. (2006) descreveram uma sexta subfamilia, denominada Delturinae, com
apenas dois géneros Delturus e Hemipsilichthys. Armbruster (2004) dividiu a
subfamilia Hypostominae em cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini,

Hypostomini, Pterygoplichthini e Ancistrini.

A tribo Ancistrini Kner, 1853 possui divergéncias entre alguns autores em
relagdo ao numero de géneros. Em geral Ancistrini ndo se caracteriza por caracteres
anicos. Segundo Armbruster (2004) a maioria dos taxons da tribo pode ser
suportada por uma sinapomorfia, que consiste na modificacdo do opérculo em forma

de uma barra ou de uma estrutura em forma de foice.

1.4 Género Ancistrus Kner, 1854
O género Ancistrus, integrante da tribo Ancistrini, esta amplamente distribuido

na regido Neotropical. Segundo Ferraris (2007) 0 género possui 62 espécies.

Oliveira (2006) descreve o0 género com as seguintes caracteristicas: possuem
o corpo largo e deprimido, cuja largura pode ser cinco a seis vezes maior que a sua
altura; cabeca grande; focinho largo com borda nua (sem placas), sendo a borda

nua mais estreita nas fémeas e mais larga nos machos. Apresentam um ndamero



14

variavel de tentaculos cutaneos dispostos sobre o focinho, sendo pequenos nas
fémeas e maiores e bifurcados nos machos. As espécies sdo geralmente de
pequeno porte, podendo atingir 15 cm de comprimento (Burgess, 1989). Sabaj et al.
(1999) sugerem a hipotese de que os tentaculos cutaneos podem ser imitadores
larvais. Segundo Armbruster (2011), os machos podem utilizar esses tentaculos para
enganar as fémeas levando-as a achar que eles possuem filhotes em seu ninho, isto
porque os machos de Ancistrus protegem as crias até que absorvam o0 saco
vitelinico, e consequentemente possuem cuidado parental significando que esse

macho pode ser um bom parceiro para a reproducao.

As espécies de Ancistrus possuem habitos noturnos, séo territorialistas e
apresentam cuidado parental, construindo ninhos e protegendo seus ovos e filhotes
(Burgess, 1989).

1.4 Citogenética em peixes
Os organismos biolégicos mantém uma estabilidade de seus sistemas através

de alguns mecanismos, como por exemplo, a hereditariedade (Dobzhansky, 1970).
Porém, essa estabilidade em alguns casos pode ser afetada por meio de alguns
processos bioldgicos, como as mutagdes, que podem afetar tanto sequéncias
génicas, como também causar modificac6es cromossdémicas (Futuyma, 1998), o que

pode levar a variagdes cariotipicas nos organismos.

by

Os estudos citogenéticos relativos a caracterizacdo do numero de
cromossomos, estudos de caribtipos, técnicas de citogenética molecular, dentre
outros, em peixes tém gerado uma série de informacdes sobre as espécies que tem
possibilitado o entendimento dos seus atuais estagios de desenvolvimento além das
as relagbes taxon6micas, filogenéticas e evolutivas, que ocorrem entre as diversas

espécies.

Atualmente os trabalhos tém se concentrado nas relagfes citadas acima, uma
vez que os polimorfismos cromossémicos ocorrem em todas as populacdes naturais,
tendo um carater adaptativo que permite as populacdes responderem geneticamente
as mudancas ambientais, de maneira mais eficiente se comparado a

monomorfismos cromossémicos (Jonh e Lewis, 1979; Pazza, 2005).
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Em peixes, as alteracbes do tipo Robertsonianas (fusbes e fissdes céntricas)
e 0s rearranjos cromossomicos do tipo inversdes, dele¢cbes, duplicacdes e
translocacbes sdo os efeitos mais comumente observados na evolucéo

cromossOmica desse grupo de vertebrados (Denton, 1973).

Trabalhos citogenéticos envolvendo diversas espécies de peixes mostraram
uma ampla variacdo no namero diploide desse grupo de vertebrados, variando de
2n=12 cromossomos em Gonostomatidae, Gonostoma bathyphylum (Kinkhardt et
al., 1995) a 2n=446 cromossomos em Cyprinidae, Diptychus dipogon (Jianxun et al.,
1991). J4, para espécies pertencentes a ictiofauna neotropical, o menor nimero
cromossdbmico diploide € encontrado em Pterolebis longipinnis, com 20
cromossomos e o maior em Corydoras aeneus, com 134 cromossomos (Oliveira et
al., 2000). Até 2000, os estudos com espécies neotropicais ja haviam determinado o
namero diploide de 921 espécies, 252 géneros e 44 familias (Oliveira et al., 2000),

sendo que esse numero pode ser muito maior atualmente.

Em Loricariidae apesar de poucos estudos sobre a organizagcdo cariotipica,
sabe-se que existe uma grande variacdo no numero cromossdémico, que pode variar
de 2n=34 cromossomos em Ancistrus sp. 1 “Purus” (de Oliveira et al., 2009) a 2n=96
cromossomos em Hemipsilichthys sp. (Kavalco et al., 2004). De acordo com Artoni e
Bertollo (2001) o numero diploide de 54 cromossomos é considerado basal para

Loricariidae.

Levando em conta os estudos citogenéticos, a subfamilia Hypostominae € a
mais bem caracterizada e estudada dentro da familia Loricariidae, variando seu
namero diploide de 2n=34 cromossomos em Ancistrus sp. 1 “Purus” (de Oliveira et
al., 2009) a 2n=84 em Hypostomus sp. (Cereali et al., 2008). Essa subfamilia
apresenta uma caracteristica bastante peculiar, onde podemos perceber uma
relacdo inversa entre o numero diploide e o niumero de cromossomos com dois
bracos, sugerindo que a evolucdo dentro desse grupo pode ser afetada por muitos
eventos de fusadol/fissdo céntrica, ocorrendo principalmente nos integrantes da tribo

Hypostomini (Artoni e Bertollo, 2001).

A tribo Ancistrini ainda possui poucos estudos relativos a citogenética das

espécies. Antes de 2003, existiam apenas os estudos de Artoni (1996), Lara (1998)
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e Artoni e Bertollo (2001), para a tribo. Esses trabalhos consistiam em analisar

basicamente o niumero diploide das espécies analisadas.

Dentre os 29 géneros (Fisch-Muller, 2003) pertencentes a tribo Ancistrini,
aproximadamente cerca de 9 deles possuem estudos citogenéticos, sendo eles:
Ancistrus, Baryancistrus, Hemiancistrus, Hypancistrus, Lasiancistrus, Megalancitrus,
Panaque, Peckoltia e Scobinancistrus. Na tabela sdo mostrados alguns desses

estudos.

Nessa tribo as alteracbes cromossomicas, do tipo inversdes pericéntricas e
paracéntricas, sao provavelmente o0s principais rearranjos cromossomicos
envolvidos no processo de evolucéo cariotipica (Alves et al., 2003). Esses rearranjos
mantém o numero modal das espécies estudadas em 2n=52 cromossomos,
predominando os dos tipos metacéntrico e submetacéntrico. No entanto, de acordo
com Lara (1998), Alves et al. (2003) e Souza (2003) a fusdo céntrica pode ser o
mecanismo responsavel pela reducdo do numero diploide encontrado em algumas
espécies desta tribo. Em relacdo as regibes organizadoras do nucléolo (RON),
acredita-se que o carater plesiomorfico seja RON simples localizada na regido
intersticial (Mariotto et al., 2009).

Dentro da familia Loricariidae, a tribo Ancistrini € a que possui provavelmente
0 maior numero de espécies com sistema de cromossomos sexuais, como por
exemplo, Ancistrus cf. dubius com sistema XX/XY (Mariotto e Myiazawa, 2006),
Ancistrus n. sp 1 com sistema XX/X0 (Alves et al., 2006), Ancistrus cf. dubius
(Mariotto et al., 2004) com sistema ZZ/ZW.

De Oliveira (2006), em seu estudo sobre a diversidade cariotipica em dez
espécies do género Ancistrus, encontrou diversos tipos de sistemas sexuais, sendo
alguns bastante complexos, como o encontrado em Ancistrus sp3 do tipo
21212,751Z:.Z,W1W, e em Ancistrus sp. 8 do tipo XX/XY1Y, Nesse estudo ele
também analisou outros aspectos da macroestrutura cariotipica, como os padrdes
de heterocromatina constitutiva e regiées organizadoras de nucléolo (RON), onde foi
obeservado um par de cromossomos portadores de RONs e positivos para banda C,
em todas as espécies, porém com uma grande variacdo entre as espécies

analisada, e poucos cromossomos apresentaram heterocromatina constitutiva.
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Espécies Local/Estado 2n C. Sexuais Ref.
Ancistrus cuiabae Arrombado/MT 34 11
Ancistrus sp. “Purus” Rio Purus/AM 34 14
Ancistrus sp. “Trombetas” Rio Trombetas/PA 38 14
Ancistrus n. sp. 1 Séo Francisco/ AC 38 1
Ancistrus sp. 1 “Balbina” Manaus/ AM 38,39 XX1/XY1Y, 10
Ancistrus sp. 13 Salgadinho/MT 40 12
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 42 2
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 42 XXIXY 2
Ancistrus sp. 10 Rio Vermelho/MT 42 Z2ZIZW 12
Ancistrus sp. 11 Rio Araputanga/MT 42 XXIXY 12
Ancistrus sp. 12 Sta Cruz/MT 42 12
Ancistrus sp. “Vermelho” Rio Demeni/AM 42 14
Ancistrus cf. dubius Pantanal/MT 44 ZZ|ZWN 3
Ancistrus sp. Iguacu/PR 48 4
Ancistrus ranunculus Xingu/PA 48 5
Ancistrus ranunculus Xingu/PA 48 9
Ancistrus sp. 06 Matrixa/MT 50 12
Ancistrus tombador Rio Preto/MT 50 12
Ancistrus multispinnis Itapocu/SC 52 1
Ancistrus n. sp. 2 Betari/SP 52 1
Ancistrus sp. “Piagagu” Aiapud/AM 52 2Z|7ZW 9
Ancistrus sp. “Barcelos” Demeni/AM 52 21217,7,/2,Z,;\N W, 10
Ancistrus sp. “Dimona” Rio Dimona/AM 52 14
Ancistrus sp. 04 Sepotuba/MT 52 12
Ancistrus claro Rio Coxip6 54 12
Ancistrus sp. 01 Cérrego Pipa/MT 54 12
Ancistrus sp. 03 Cérrego Pari/MT 54 12
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Hemiancistrus sp. Araguaia/MT 52 6
Hemiancistrus spilomma Araguaia/MT 52 8
Hemiancistrus spinosissimus Araguaia/MT 52 8
Megalancistrus aculeatus Parana/PR 52 4
Panaque cf. nigrolineatus Araguaia/MT 52 6
Baryancistrus sp. 1 Jari/PA 52 5
Baryancistrus sp. 2 Xingu/PA 52 5
Baryancistrus sp. 3 Xingu/PA 52 5
Baryancistrus cf. niveatus Xingu/PA 52 5
Parancistrus sp. 1 Xingu/PA 52 5
Peckoltia vittata Xingu/PA 52 5
Peckoltia sp. 1 Jari/PA 52 5
Peckoltia sp. 2 Jari/PA 52 5
Ancistrus sp. Angra dos Reis/RJ 52 14
Lasiancistrus cf. schomburgkii Massangana/RO 54 12
Lasiancistrus sp. 1 Cachoeira/MT 54 12
Scobinancistrus pariolispos Xingu/PA 52 13
Scobinancistrus aureatus Xingu/PA 52 13

Fonte: Modificado de Mariotto (2008):1 Alves et al. (2003, 2006); 2 Mariotto et al. (2006); 3
Mariotto et al. (2004); 4 Lara (1985); 5 Souza (2003); 6 Artoni e Bertollo (2001); 7 Souza et al. (2004);
8 de Oliveira et al. (2006); 9 de Oliveira et al. (2007); 10 de Oliveira et al. (2008); 11 Mariotto et al.
(2011); 12 Mariotto (2008); 13 Cardoso et al. (2013); 14 de Oliveira et al. (2009); 15 Reis et al.,

(2012). 2n=numeros diploide; C. sexuais=cromossomos sexuais; Ref=referéncias.

1.5 DNA Repetitivo
A maioria dos organismos possui em seu genoma multiplas copias de DNA,

gue sao conhecidas como DNA repetitivo. Essas sequéncias compreendem uma
grande parte do genoma de muitos eucariotos. Por exemplo, em cebola, essas
sequéncias representam 95% do genoma (Flavell et al., 1974), em humanos 50% ou
mais (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Uma das

possiveis causas da enorme variacdo relatada no tamanho do genoma entre os
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diferentes eucariotos é frequentemente associada ao acumulo de sequéncias
repetidas (Kidwell, 2002).

Os DNAs repetitivos podem ser divididos em alguns grupos, que séo: as
sequéncias organizadas in tandem (sequéncias que se apresentam altamente
repetidas e organizadas em cadeia) como os DNAs satélites (~100 a 300 pares de
base (bp)), minissatélites (~10 a 60 pb) e microssatélites (~1 a 5 pb), as sequéncias
dispersas como o0s transposons (que se transpdem através da excisdo de sua
sequéncia de DNA e insercao em outra regido) e retrotransposons (inserem-se em
outras regides do genoma através da coOpia de sua sequéncia através de um
intermediario de RNA) (Charlesworth et al., 1994) e também temos as familias

multigénicas (Martins et al., 2004).

As sequéncias satélites sdo aquelas que apresentam trechos de 100 a 300 pb
repetidos in tandem, variando de 1.000 a 100.000 copias desses trechos, sendo
localizadas nas regifes teloméricas e pericentroméricas, constituindo um importante
componente da heterocromatina (Miklos, 1985; Lohe et al.,1993). Os DNAs satélites
foram encontrados no genoma da maioria das espécies. A primeira descricdo de um
DNA satélite em Actinopterygii Neotropical foi realizada por Haaf et al. (1993) com
Hoplias malabaricus (Erythrinidae), que é endémica da América do Sul. Estudos em
diferentes espécies de peixes teledsteos tém demonstrado que repeticdes de DNA
satélite podem ser Uteis em estudos filogenéticos (La Herran et al., 2001; Saito et al.,
2007), para clarificar citotaxonomicamente complexos de espécies (Mantovani et al.,
2004; Vicari et al., 2008; Kantek et al., 2009), determinar a origem de cromossomos
supranumerarios (Mestriner et al., 2000; Jesus et al., 2003; Ziegler et al., 2003;
Artoni et al., 2006) e caracterizar cromossomos sexuais (Nakayama et al., 1994;
Matsuda et al., 1997; Centofante et al., 2002; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006).

Os minissatélites sdo sequéncias mais curtas de aproximadamente 10 a 60
pb, ricos em GC (Charlesworth et al., 1994). Com o uso da técnica de Southern blot
ficou evidenciado que cada individuo apresenta um padréo particular com relagéo a
guantidade e comprimento das cadeias de minissatélites, isso resultou num
marcador polimorfico que permite a distingdo entre uma espécie e outra. Essa

técnica ficou conhecida como DNA fingerprint (Jeffreys et al., 1985).
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J&, os microssatélites sdo formados por repeticbes de 1 a 5 pb. A maioria dos
microssatélites apresenta repeticdes dinucleotidicas, sendo a mais frequente o
dinucleotideo AC (Chistiakov et al., 2006). Eles possuem uma elevada taxa de
mutacéo quando comparado a regides codificantes, 102 a 10 por loco por geracédo

(Ellegren, 2000), contra 10 (Li, 1997), respectivamente.

As familias multigénicas sdo sequéncias repetidas compostas por DNAs
codificadores, por exemplo, temos as familias compostas de centenas ou milhares
de cépias, que codificam importantes moléculas como os RNAs ribossomais (RNA).
Uma familia multigénica é constituida por um conjunto de genes com acentuada
similaridade estrutural, relativo ao numero e organizacdo dos pares de bases
nitrogenadas, mesmo ocorrendo casos que eles apresentem diferentes funcdes
(Martins et al., 2004). Em peixes, muitos estudos estdo relacionados ao DNA
ribossdémico (rDNA), no mapeamento e caracterizacdo de alguns de seus genes
(Centofante et al., 2006; Matoso et al., 2011; Schneider et al., 2012).

Os elementos repetitivos compreendem além destes, outras duas classes de
sequéncias denominadas de Elementos Repetitivos de Classe | (Retrotransposons)
e Elementos de Repetitivos de Classe Il (Transposons). A principal diferenca entre
eles € o0 mecanismo de transposi¢cao. O primeiro grupo possui um mecanismo que
funciona da seguinte forma: primeiro ocorre a transcricdo completa do elemento,
dando origem a uma coépia de RNA. Esta molécula codifica uma enzima, a
transcriptase reversa, que a partir da molécula de RNA origina uma fita de DNA.
Esse DNA entdo é inserido em outra regido do genoma através das enzimas
integrases. Esse mecanismo conhecido como “copia e cola” € o responsavel pelo
grande numero de coépias de retroelementos presentes no genoma (Bdhne et al.,
2008). Ja, nos transposons o mecanismo € baseado em coépias da prépria molécula
de DNA. Inicialmente ocorre a duplicagdo do elemento, originando novas sequéncias
gue serdo inseridas em novos locais no genoma com o auxilio da transposase.
Apesar das diferencas nos mecanismos de transposicdo, a integrase de alguns
elementos de RNA e a transposase de alguns elementos de DNA provavelmente

tém uma origem comum (Capy et al., 1997).

Esses elementos desempenham também um papel muito importante na

estrutura e organizagédo dos cromossomos podendo induzir a formagé&o de rearranjos
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cromossémicos ou em alguns casos protegendo as sequéncias teloméricas de perda
e danos (Charlesworth et al., 2001).

A identificacdo e caracterizacdo destes elementos transponiveis tornaram-se
algo muito importante para o estudo do genoma, visto algumas de suas possiveis
funcBes e além de ser abundante no genoma de eucariotos (Feshcotte, 2004). Cerca
de 45 a 50% do genoma dos primatas € constituido por elementos transponiveis, 0
genoma do rato e do camundongo contem cerca de 39 a 40% e de cachorro possui
34% do seu genoma preenchido por estes elementos moveis (Bohne et al., 2008),
chegando em torno de 50 a 80% em milho (Feshcotte, 2004). Alguns estudos em
peixes mostraram que os elementos transponiveis também estdo presentes nesse
grupo, no peixe medaka 7% do seu genoma é composto por elementos
transponiveis (Kasahara et al., 2007), Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis,
contém cerca de 3 a 4% dos seus genomas constituidos por transposons (Aparicio
et al., 2002, Jaillon et al., 2004).

Dentre os varios retroelementos encontrados em peixes, os da familia Rex
parecem ser abundantes em diferentes Teledsteos (Volff et al., 1999, 2000, 2001,
Bohne et al., 2008). A denominagdo Rex refere-se ao fato deles terem sido
inicialmente isolados de melanoma de peixes do género Xiphophorus. Rexl, Rex3 e
Rex6 sdo retrotransposons que apresentam vasta distribuicdo e diferentes padrdes
de organizacdo no genoma de varias espécies de peixes (Volff et al., 1999, 2001).
Alguns trabalhos, envolvendo a caracterizacdo e mapeamento desses
retroelementos em peixes neotropicais, estdo sendo realizados, buscando
estabelecer a relacdo desses retrotransposons com 0 genoma das espécies
(Mazzuchelli e Martins, 2009; Gross et al., 2009; Matoso et al., 2011). Segundo
Ferreira et al. (2011a) estes trés retrotransposons sdo atualmente os elementos
retrotransponiveis mais estudados em relacdo a sua localizagdo cromossdémica em

peixes, tendo sido fisicamente mapeados em algumas espécies de diversos grupos.

Enquanto algumas sequéncias de DNA repetitivo possuem funcdes bem
definidas, tais como os DNAs ribossomais, centromeéricos e teloméricos, ainda nao
se sabe ao certo qual o papel de grande parte do DNA repetitivo, até pouco tempo
considerado como “DNA lixo” (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998) e DNA “egoista”
(Doolittle e Sapienza, 1980; Orgel e Crick, 1980). Porém, alguns estudos tém

evidenciado que estas sequéncias sao de extrema importancia para a manutencéo e
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estrutura do genoma e que sua formacdo deriva de um processo continuo e
provavelmente mais antigo que a divergéncia das primeiras linhagens de eucariotos
(Jurka et al., 2005). Com os avancos das pesquisas em relacdo a essas sequéncias
tem sido sugerido o envolvimento delas no processo de replicagdo do DNA (Li et al.,
2002), recombinacdo (Biet et al., 1999), expressdo génica (Liu et al.,, 2001) e
diferenciacdo de cromossomos sexuais (Parise-Maltempi et al., 2007; Pokorna et al.,
2011), ou seja, um envolvimento de maneira direta ou indireta na organizacao

estrutural e funcional do genoma em geral (Kazazian, 2004; Biémont e Vieira, 2006).

Desta forma os estudos dessas sequéncias de DNA repetitivo, que diante de
todas as evidéncias e estudos, podem fornecer contribuicbes importantes acerca da
evolucao e diversificacdo desses elementos nos variados grupos de peixes, além de

seus efeitos sobre o genoma desses organismos.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo mapear fisicamente em cromossomos

mitoticos, sequéncias de DNA repetitivo em espécies do género Ancistrus,
provenientes de diversos locais da bacia amazobnica, a fim de inferir sobre os
mecanismos de evolucao relacionados a presenca de elementos repetitivos em seus

genomas.

2.2 Objetivos Especificos
a) Realizar o mapeamento fisico cromossomico indicando a localizagdo dos

genes de DNA repetitivo ribossomais, 18S e 5S e sequéncias teloméricas.

b) Mapear a localizacdo cromossdmica dos elementos retrotransponiveis
Rex1l, Rex3 e Rex6, buscando estabelecer efeitos desses elementos sobre as

espécies analisadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material
Nesse estudo foram analisadas oito espécies do género Ancistrus, as quais

foram previamente coletadas em diversos pontos ao longo da bacia amazbnica para
estudos realizados anteriormente e encontram-se depositadas no banco de
suspensdes celulares do Laboratério de Genética Animal (LGA), como relatado

abaixo:

Ancistrus ranunculus : cinco exemplares (3 4 e 2 Q) foram adquiridos junto a
exportadores de peixes ornamentais (Turkys Aquarium), originarios do rio Xingu,
regido de Altamira, Para (Figura 1A);

Ancistrus sp.1 “Purus”. 12 exemplares (5 & e 7 Q) foram adquiridos junto a
exportadores de peixes ornamentais (K2), originarios do rio Purus na regido de
(Santa Maria) (Figura 1B);

Ancistrus sp.2 “Cataldo”: 12 exemplares (5 4 e 7 Q) foram coletados no Lago
Cataldo, localizado na regido de confluéncia dos rios Solimdes e Negro

(S03°10°'45.0”, W059°54'25.4”) (Figura 1C);

Ancistrus sp.3 “Barcelos”: 11 exemplares (7 & e 4 Q) foram coletados no rio

Demeni, médio rio Negro(Figura 1D);

Ancistrus sp.5 “Rio Branco”: 12 exemplares (6 & e 6 Q) foram coletados no
igarapé Macoari, afluente do rio Branco, no estado de Roraima (S01°10°30,9”,
W061°51°05,3) (Figura 1F);

Ancistrus sp.6 “Piagacu”: sete exemplares (3 & e 4 Q) foram coletados no
Lago Aiapua, localizado na margem esquerda do rio Purus, na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Piagagu-Purus (S04°27°26”, W062°11°56”) (Figura
1G);

Ancistrus sp.7 “Dimona”: oito exemplares (6 & e 2 Q) foram coletados em um
igarapé localizado a 80 km ao norte de Manaus, na Fazenda Dimona
(S02°19'45,5”,W60°04°39,0”) (Figura 1H);
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Ancistrus. sp.8 “Balbina”: 12 exemplares (6 4 e 6 Q) foram coletados no
igarapé Barretinho, municipio de Balbina a 180 km ao norte de Manaus, (S01°58°20”,
W059°29°48”) (Figura 11);

Figura 1. Espécies estudadas (Nome e valores de comprimento total). A) Ancistrus
ranunculus, B) Ancistrus sp.1 “Purus”, C) Ancistrus sp.2 “Cataldo” , D) Ancistrus sp.3
“Barcelos”, E) Ancistrus sp.8 “Balbina”, F) Ancistrus sp.5 “Rio Branco”, G) Ancistrus sp.6
“Piagagu”, H) Ancistrus sp.7 “Dimona”.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacéao das sondas de DNA hibridacao fluorescente in situ
(FISH)

3.2.2.1 Preparacao das sondas de DNAr 18S e 5S
O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido muscular das espécies do

Ancistrus preservado em etanol 100% utilizando o protocolo descrito por Sambrook
et al. (1989). Os DNAr 18S e 5S foram amplificados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os primers 18Sf (5°-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-
3’) e 18Sr (5’-CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010) e 5Sa (5 -
TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC) e 5Sb (5 —CAGGCT GGT ATG GCC GTA
AGC- 3) (Komiya e Takemura 1979), respectivamente. As reacdes foram
conduzidas em um volume final de 25 pul consistindo de 1 ul de DNA genémico (100
ng), 2,5 ul de tampéao 10x com cloreto de magnésio (1,5 mM), 0,5 pl de Tag DNA
Polimerase (5 U/ul), 1,5 pl de dNTP (1 mM), 1,5 ul de cada primer (5 mM) e agua
ultra pura para completar o volume. Os ciclos de amplificacdo seguiram as seguintes
etapas: DNAr 18S: 1 minuto a 95 °C (deshaturacao); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 56 °C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacdo) e 5
minutos a 72 °C (extenséo final). DNAr 5S: 1 minuto a 94 °C (desnaturacado); 35
ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 54 °C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos

a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extenséao final).

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.2.2.2 Preparacao da sonda telomérica
A sonda utilizada para deteccédo de sequéncias teloméricas foi amplificada via

PCR. Foram usados primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s e os parametros para
marcacao foram os seguintes: 2,5 yl de tampé&o 10x com cloreto de magnésio (1,5
mM), 0,5 pl de Taqg DNA Polimerase (5 U/pl), 1,5 ul de dNTP (1 mM), 1,5 pl de cada
primer (5 mM) e agua ultra pura para completar o volume para 25 ul. O programa de
PCR utilizado apresentava as seguintes condi¢fes: 1 minuto a 95 °C (desnaturagao);
35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 °C (anelamento) e 1 minuto e 30

segundos a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extensao final).
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Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%

3.2.2.3 Isolamento de elementos transponiveis através da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction)
Para a amplificacdo de elementos transponiveis j& identificados e

caracterizados como conservados em outras espécies de peixes, foram utilizados os
primers: Rex1 (RTX1-F1 5-TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC-3’ e RTX1-R1 5'-
TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3) (Volff et al. 2000), Rex3 (RTX3-F3 5-
CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3 e RTX3-R3 5-TGG CAG ACN GGG GTG
GTG GT-3") (Volff et al. 1999) e Rex6 ( Rex6-Medfl 5-TAA AGC ATA CAT GGA
GCG CCA C-3’ e Rex6-Medr1 5-GGT CCT CTA CCA GAG GCC TGGG-3) (Volff et
al., 2001).

As reacdes foram conduzidas em um volume final de 25 pl consistindo de 1 pli
de DNA gendmico (100 ng), 2,5 pl de tampéo 10x com cloreto de magnésio (1,5
mM), 0,5 pl de Taqg DNA Polimerase (5 U/pl), 1,5 yl de dNTP (1 mM), 1,5 pl de cada
primer (5 mM) e agua ultra pura para completar o volume. Os ciclos de amplificacao
seguiram as seguintes etapas: REX 1 e 3: 5 minutos a 95 °C (desnhaturacao); 35
ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 54 °C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos
a 72 °C (amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extenséao final). REX 6: 5 minutos a 94
°C (desnaturacao); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 52 °C (anelamento) e 1

minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacédo) e 5 minutos a 72 °C (extenséo final).
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%.

3.2.2.4 Marcacao das Sondas
Os produtos de PCR, rDNA 18S, sequéncia teloméricas e os retroelementos

Rex1, Rex3 e Rex6 foram marcados por nick translation com digoxigenina-11-dUTP
(Dig-Nick Translation mix; Roche) e o 5S com biotina-14-dATP (Biotin Nick

Translation mix; Roche), seguindo as instru¢cdes do fabricante.

3.2.2.5 Hibridacéao in situ fluorescente (FISH)
A aplicacdo da técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada

com base em procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com algumas

modificagdes.

As laminas foram lavadas em tampdo PBS 1x durante 5 minutos em

temperatura ambiente, sendo posteriormente desidratadas em série alcodlica 70, 85
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e 100%, 5 minutos cada e secas ao ar. As laminas foram incubadas em 90 pl de
RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 °C por 1h em camara umida. Transcorrido este
tempo, as laminas foram lavadas trés vezes em 2xSSC por 5 minutos cada e em
PBS 1x pelo mesmo tempo. As laminas foram fixadas em formaldeideo 1% em PBS
1x/50mM MgCI2 durante 10 minutos a temperatura ambiente e em seguida lavadas
em PBS 1x por 5 minutos, sendo entdo desidratadas em série alcoodlica gelada
(70,85, 100 %) por 5 minutos cada. Simultaneamente a desidratacdo da lamina em
série alcodlica, a solucédo de hibridacdo contendo formamida 100% (concentracéo
final 50%), sulfato de dextrano 50%, 20xSSC (concentracao final de 2xSSC), sondas
marcadas e agua milli-Q foi desnaturada a 99°C por um periodo de 10 minutos,
sendo passada imediatamente ao gelo. O DNA cromossdmico foi desnaturado com
formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por 5 minutos e desidratado em etanol gelado
70%, 85% e 100% por 5 minutos cada, secando ao ar. A solucdo de hibridagéo foi
colocada sobre a lamina com os cromossomos desnaturados e incubada em camara
Umida a 37°C por aproximadamente 18 horas. Apds o tempo de hibridagdo, as
laminas foram lavadas em formamida 15% a 42 °C durante 10 minutos e
posteriormente lavadas em solucdo Tween 0,5%, por 5 minutos. Para deteccéo do
sinal as laminas foram incubadas em tampao NFDM por 15 minutos e lavar 2 vezes
com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada. As laminas foram
incubadas com os anticorpos especificos (antidigoxigenina e/ou estreptavidina) por
60 minutos em camara Umida a 37 °C. Apds este tempo as laminas foram lavadas 3
vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada, desidratadas em
série alcodlica gelada 70, 85 e 100% durante 5 minutos cada e apds secas

montadas com antifade e DAPI, sendo cobertas com laminulas.

As laminas foram analisadas em microscopio de epifluerescéncia Olympus
BX51 e as imagens foram capturadas com camera digital acoplada (Olympus DP71).
As metafases foram processadas no programa Adobe Photoshop CS4 e

classificadas de acordo com Levan et al., 1964.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o mapeamento de DNA repetitivo nas espécies do
género Ancistrus foram descritos e discutidos em dois capitulos, mencionados a
seqguir:

4.1 Artigo | - Mapeamento cromossdmico de sequéncias repetitivas rDNA 58S,
18S e teloméricas em espécies do género Ancistrus (Siluriformes: Loricariidae)
da Bacia Amazonica.

4.2 Artigo Il - Mapeamento cromossdmico dos elementos retrotransponiveis
Rexl, Rex3 e Rex6 em oito espécies do género Ancistrus (Teleostei,
Siluriformes, Loricariidae)



29

4.1 Capitulo |

Mapeamento cromossémico de sequéncias repetitivas rDNA 5S, 18S e
teloméricas em espécies do género Ancistrus (Siluriformes: Loricariidae) da

Bacia Amazbnica

Resumo

A familia Loricariidae € a maior dentre os Siluriformes com cerca de 872
espécies, sendo ela divida em seis subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae,
Lithogeneinae, Loricariinae, Delturinae e Neoplecostominae. Dentro da subfamilia
Hypostominae estd alocada a tribo Ancistrini com 27 géneros, dentre eles os
Ancistrus. As espécies desse género sdo as mais derivadas dentre o restante da
tribo em relagdo aos dados citogenéticos, com o 2n variando de 34-54 e com uma
grande variacdo na localizacdo dos genes de rDNA 18S e 5S. Por meio da técnica
de Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) foi possivel detectar uma enorme
variedade tanto em relacdo ao niumero quanto a posi¢do desses genes ribossomais.
Em todas as espécies analisadas, Ancistrus ranunculus, Ancistrus sp. 1 “Purus,

Ancistrus sp. 2 “Catalao”, Ancistrus sp. 3 “Barcelos, Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”,
Ancistrus sp. 6 “Piagagu”, Ancistrus sp. 7 “Dimona”, Ancistrus sp. 8 “Balbina”, sitios
de rDNA 18S foram detectados em apenas um par cromossémico e sempre
coincidindo com as marcacdes realizadas por impregnacao por nitrato de prata, ja
para os sitios de 5S foram observadas marcacdes variadas. Em Ancistrus sp.3
“Barcelos” e Ancistrus sp.6 “Piagacu” foram visualizadas 13 e 10 pares marcados,
respectivamente, além também da presenca desses sitios co-localizados com o0s
cistons 18S em cinco das oitos espécies analisas. O mapeamentos das sequéncias
teloméricas se mostrou conservado nas por¢des terminais dos cromossomos na
maioria das espécies, exceto para Ancistrus sp.3 “Barcelos” e Ancistrus sp.7
“Dimona” que apresentaram ITS (Sequéncias Intersticias Teloméricas), sendo nesta
ultima com marcagdo em apenas um dos homoélogos do primeiro par das fémeas.

Essas variacbes observadas para o género Ancistrus podem ser resultado de
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rearranjos cromossOmicos tais como inversdes e duplicacdes, que contribuem para a

evolucao cariotipica das espécies.

Introducéo

A familia Loricariidae € a maior dentre os Siluriformes, com aproximadamente
100 géneros e 872 espécies (Eschmeyer e Fong, 2014), ocorrendo em toda a regiao
neotropical, na América do Sul e Central (Armbruster, 2011). Esta familia esta
dividida em seis subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae, Lithogeninae,
Loricariinae, Neoplecostominae e Delturinae (Armbruster, 2004; Reis et al., 2006).
Armbruster (2004) dividiu ainda a subfamilia Hypostominae em cincos tribos,

Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Ancistrini e Pterygoplichthyini.

Comparado ao elevado numero de espécies de Loricariidae, os estudos em
relagdo a citogenética dessa familia ainda s&o incipientes, porém os trabalhos
realizados tém mostrado uma grande variacdo no numero diploide, 2n-34
cromossomos em Ancistrus sp 1. “Purus” (de Oliveira et al., 2009) e Ancistrus
cuiabae (Mariotto et al.,, 2009) a 2n=96 cromossomos em Hemipsilichthys sp.
(Kavalco et al., 2004). Dentro da subfamilia Hypostominae, 2n=54 cromossomos
mostra-se como um numero basal conservado, sendo este numero considerado
basal também para familia (Artoni e Bertollo, 2001), contudo, para a tribo Ancistrini,
2n=52 cromossomos do tipo meta/submetacéntricos pode ser considerado uma
sinapomorfia (Artoni e Bertollo, 2001; Alves et al., 2003). De acordo com Alves et al.
(2003) inversdes pericéntricas e paracéntricas sdo provavelmente os principais
rearranjos cromossdmicos envolvidos no processo de evolucdo cariotipica desta
tribo, apesar desses eventos serem provavelmente os pricinpais envolvidos na
evolucdo do grupos, rearranjos Robertsonianos também contribuiram para a

diversificacao cariotipica da tribo.

Apesar da grande maioria das espécies da tribo apresentar caracteristicas
citogenéticas conservadas, os membros do género Ancistrus parecem seguir uma
evolucao cariotipica diferenciada, com variacdo no numero diploide e com diferentes
sistemas de determinacao sexual, simples e multiplos (de Oliveira et al., 2007; 2008;
2009; Mariotto et al., 2009; Bueno et al., 2012).

Em peixes, muitos estudos citogenéticos estdo relacionados ao DNA

ribossdmico (rDNA), no mapeamento e caracterizacdo de alguns de seus genes
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(Centofante et al., 2006; Matoso et al., 2011; Schneider et al., 2012). Nos eucariotos,
esses genes estdo dispostos em duas classes distintas, a subunidade maior 45S
formada pelos genes 18S, 5.8S e 28S, que correspondem as regides organizadoras
de nucléolos (RON), e uma subunidade menor composta pelo gene 5S (Long e
Dawid, 1980; Pendas et al., 1994). A deteccdo dessas regides organizadoras de
nucléolos por impregnacéo por nitrato de prata tem sido muito utilizada em analises

citotaxondémicas de peixes (Galetti, 1998).

Estudos na tribo Ancistrini ttm mostrado grande variacdo nessas regides
(Artoni e Bertollo, 2001; Alves et al., 2003; Mariotto et al., 2004; Souza et al., 2004,
de Oliveira et al., 2007; de Oliveira et al., 2008; Mariotto et al., 2009; Reis et al.,
2011). Porém, em relacdo a deteccdo dessas regibes utilizando a técnica de
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), que permite 0o mapeamento das duas
subunidades, os dados sdo ainda incipientes (Mariotto et al., 2009; Mariotto et al.,
2011; Reis et al., 2012; Cardoso et al., 2013). Os sitios ribossomais aparentam ter
uma conservacdo molecular entre organismos estreitamente relacionados, porém
podem ser considerados marcadores espécie-especificos e serem utilizados como
ferramentas U(teis para estudos citotaxonémicos e evolutivos (Traldi et al., 2013).

Diante da evidente importancia e da escassez de informacdo sobre a
localizacdo e distribuicdo cromoss6mica dos genes ribossomais no género
Ancistrus, o objetivo do presente trabalho foi realizar o mapeamento cromossémico
dos genes de DNA ribossdmico 5S e 18S, bem como de sequéncias teloméricas em
espécies desse género, provenientes da bacia Amazdnica com o intuito de elucidar
a possivel dindmica evolutiva desses genes e contribuir para o entendimento da

evolucao cariotipica do género.

Material e Métodos

Foram analisados citogeneticamente um total de setenta e nove individuos
(machos e fémeas), de oito espécies do género Ancistrus. As amostras foram
obtidas em diversos pontos ao longo da bacia Amazodnica: Ancistrus ranunculus:
cinco exemplares (3 machos e 2 fémeas) do rio Xingu, regido de Altamira, Para;
Ancistrus sp.1 “Purus”: 12 exemplares (5 machos e 7 fémeas) do rio Purus na regiao

de Santa Maria; Ancistrus sp.2 “Catalédo”: 12 exemplares (5 machos e 7 fémeas)
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foram coletados no Lago Cataldo; Ancistrus sp.3 “Barcelos” 11 exemplares (7
machos e 4 fémeas) do rio Demeni, médio rio Negro; Ancistrus sp.5 “Rio Branco”: 12
exemplares (6 machos e 6 fémeas) coletados no igarapé Macoari, afluente do rio
Branco, Roraima; Ancistrus sp.6 “Piagacu”: sete exemplares (3 machos e 4 fémeas)
coletados no Lago Aiapua, na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Piagagu-
Purus; Ancistrus sp.7 “Dimona”: oito exemplares (6 machos e 2 fémeas) coletados
no igarapé, na Fazenda Dimona ; Ancistrus sp.8 “Balbina”: 12 exemplares (6 machos

e 6 fémeas) coletados no igarapé Barretinho, municipio de Balbina.

Os espécimes foram depositados na colecdo de peixes no Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazbnia (INPA) (25624, 25625, 25626, 25627, 25629, 25630,
25631, 25632).

Todos os espécimes analisados encontravam-se previamente coletados, com
suas suspensoes celulares obtidas a partir de células renais (Bertollo et al., 1978).
As sondas de rDNA 18S e 5S foram amplificadas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os primers 18Sf (5-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-
3’) e18Sr (5-CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3) (Gross et al. 2010) e 5Sa (5’ -
TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC- 3’) e 5Sb (5 —-CAGGCT GGT ATG GCC GTA
AGC- 3’) (Martins e Galetti, 1999), respectivamente. As reagdes foram conduzidas
em um volume final de 25 pl consistindo de 1 pul de DNA gendémico (100 ng), 2,5 ul
de tampé&o 10X com cloreto de magnésio (1,5 mM), 0,5 ul de Taq DNA Polimerase (5
u/pl), 1,5 ul de dNTP (1 mM), 1,5 pl de cada primer (5 mM) e agua ultra pura para
completar o volume. Os ciclos de amplificacdo seguiram as seguintes etapas: DNAr
18S: 2 minuto a 95 °C (desnaturacao); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 56
°C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (amplificacéo) e 5 minutos a 72
°C (extensao final). DNAr 5S: 2 minuto a 94 °C (desnaturac¢éo); 30 ciclos de 1 minuto
a 94 °C, 1 minuto a 54 °C (anelamento) e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C
(amplificacdo) e 5 minutos a 72 °C (extenséo final). A sequéncias teloméricas foram
amplificadas também via PCR utilizando primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s (ljdo et
al., 1991).

Os produtos de PCR, rDNA 18S e teloméros foram marcados por nick
translation com digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e 0 5S com

biotina-14-dATP (Biotin Nick Translation mix; Roche), seguindo as instrucfes do
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fabricante. A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) seguiu o protocolo descrito por
Pinkel et al. (1986) com condi¢do de estringéncia de 77%. Os cromossomos foram
analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 e classificados de

acordo com Levan et al. (1964).
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Resultados

As espécies analisadas apresentaram uma grande variagdo em relacdo a
localizacdo e ao numero dos genes ribossomais 18S e 5S. Para as sequéncias
teloméricas, as marcacfes se concentraram apenas nas regides terminais dos
cromossomos, exceto para duas espécies. Todas essas variantes sdo apresentadas

abaixo.

Ancistrus sp.1 “Purus”

Os individuos dessa espécie apresentam numero diploide de 2n=34
cromossomos, com formula cariotipica de 21m+l1llsm+2st nos machos e
20m+12sm+2st nas fémeas. A sequéncias do gene rDNA 18S foram detectadas na
regido distal dos bragos curtos do par metacéntrico quatro, enquanto que
sequéncias relacionadas ao gene rDNA 5S apresentaram-se localizados maiores
variacfes, intersticialmente no braco curto dos pares 3, 5 e 13 e uma marcacao
pericentromeérica no par 12 (Figura 1A). Sequéncias teloméricas foram detectadas
nas porgdes terminais de ambos os bragos de todos os cromossomos (Figura 4A).

Ancistrus sp.2 “Catalao”

Essa espécie apresenta um 2n=34 cromossomos, com férmula cariotipica de
22m+8sm+4st para machos e fémeas, porém evidenciando um heteromorfismo no
tamanho entre os homologos do 5° par do complemento no cariétipo masculino. As
sequéncias do gene ribossomal 18S foram visualizadas na regido distal do braco
curto do par metacéntrico quatro, enquanto que sequéncias do 5S foram observadas
nas regides intersticiais dos pares cromossémicos 3, 6, 7 e 12 (Figura 1B).
Sequéncias teloméricas foram detectadas nas porcdes terminais de ambos o0s

bracos de todos os cromossomos (Figura 4B).
Ancistrus sp. 8 “Balbina”

Em Ancistrus sp. 8 “Balbina” os machos apresentaram um 2n=39
cromossomos, com formula cariotipica com 27m+10sm+2st, enquanto nas fémeas
temos um 2n=38 cromossomos com a férmula cariotipica apresentando

26m+10sm+2st. O mapeamento das sequéncias de genes de rDNA 18S e 5S nessa
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espécie apresentaram marcacdes simples. O primeiro detectado na regido terminal
dos bragos longos do par 12 e o segundo na regiéo intersticial dos bracos curtos do
par 4 (Figura 1C). Sequéncias teloméricas foram detectadas nas porcdes terminais

de ambos os bracgos de todos os cromossomos (Figura 4C).
Ancistrus sp.5 “Rio Branco”

Os individuos desse grupo apresentam 2n=46 cromossomos, com uma
férmula cariotipica igual a 18m+11sm+6st+11la para machos e 18m+12sm+6st+10a
para fémeas. Essa espécie apresentou marcacfes simples para o mapeamento dos
rDNA 18S e 5S, ambas co-localizadas no par 19, sendo que o gene 18S esti
localizado na regido distal dos bracos curtos desse cromossomo, enquanto que 0 5S
encontra-se logo abaixo do centrdmero na regido pericentromérica dos bracos
longos (Figura 1D). Sequéncias teloméricas foram detectadas nas por¢des terminais
de ambos os bragos de todos os cromossomos (Figura 4D).

Ancistrus ranunculus

Os espécimes de Ancistrus ranunuculus apresentam um 2n=48 com formula
cariotipica de 20m+8sm+6st+14a nos machos e 19m+9sm+6st+l4a nas fémeas.
Nessa espécie, assim como na anterior, foram observadas marcacdes simples para
os rDNA, 18S e 5S. Esses genes encontram-se em sintenia e sdo localizados na
regido pericentromérica dos bracos longos do par 16, porém existe um
heteromorfismo no tamanho dos sitios rDNA 18S entre os homdlogos (Figura 1E).
Sequéncias teloméricas foram detectadas nas porcdes terminais de ambos os

bracos de todos os cromossomos (Figura 4E).
Ancistrus sp.3 “Barcelos”

Nessa espécie temos um numero diploide igual a 52 cromossomos com
machos e fémeas apresentando formulas cariotipicas divergentes sendo,
12m+12sm+4st+24a e 11m+12sm+4st+25a, respectivamente. Os espécimes desse
grupo apresentaram diferencas na localizacéo tanto de rDNA 18S e 5S, quanto das
sequéncias teloméricas, com a deteccdo de sequéncias teloméricas intersticiais
(ITS). Os sitios de rDNA 18S foram visualizados nos bragos curtos do par 23,
ocorrendo em sintenia com rDNA 5S. Foram ainda localizados sitios de rDNA 5S na

regido proximal dos bracos longos do par 1, na posicéo intersticial dos bragos curtos
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e regido pericentromérica nos pares 2 e 9, pericentromeérica no par 8, nos bracgos
curtos dos pares 15,16,18, 19, 22, 24 e 26, e marcac¢des nos bracos longos do par
20 (Figura 1F). Além das marcacbes nas porcdes terminais de todos os
cromossomos as sequéncias teloméricas foram visualizadas em regides

pericentroméricas nos pares 1, 7, 8 e 12 (Figura 3).
Ancistrus sp.6 “Piagagu”

Nos individuos de Ancistrus sp. 6 “Piagagu” temos um 2n=52 cromossomos
com formula cariotipica de 16m+8sm+2st+26a e 16m+9sm+2st+25a, para machos e
fémeas, respectivamente. Para essa espécie o0 mapeamento o rDNA 18S
apresentou marcacao simples, nos bracos curtos do par 26 (Figura 1G). Ja para o
5S observou-se sitios multiplos com marcacdes intersticiais e pericentromérica nos
bracos curtos do par 1, pericentromérica no par 5, intersticiais nos bragos curtos do
par 9 e ainda sete pares de acrocéntricos marcados e um sitio no par 26 em sintenia
com o rDNA 18S (Figura 1G). Sequéncias teloméricas foram detectadas nas porcdes

terminais de ambos os bracos de todos os cromossomos (Figura 4F).
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Figura 1. Cariotipos de sete espécies de Ancistrus submetidas a double-FISH com sondas de rDNA
18S (vermelho) e rDNA 5S (verde) e contracoradas com DAPI. Em A, Ancistrus sp. 1 “Purus”; B -
Ancistrus sp. 2 “Cataldo”; C - Ancistrus sp. 8 “Balbina”; D - Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”; E - Ancistrus

ranunculus; F - Ancistrus sp. 3 “Barcelos”; G - Ancistrus sp 6 “Piagagu”. Barra = 10 ym.
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Ancistrus sp.7 “Dimona”

Nesta espécie o numero diploide é de 52 cromossomos com férmula
cariotipica foi 16m+8sm+2st+26a, para machos e fémeas. O mapeamento dos
genes de rDNA apresentou diferenca entre macho e fémea. Em ambos os sexos
marcacdes co-localizadas dos genes rDNA 18S e 5S na regido intersticial do braco
longo do par 13 foram visualizadas. Porém, no macho ocorrre uma marcagao do 5S
na regido intersticial do 1° par, algo ndo compartilhado pela fémea (Figura 2). A
localizacdo das sequéncias teloméricas também apresentou diferenca entre os
sexos. Nas fémeas, além das porc¢des terminais dos cromossomos observou-se uma

marcacao intersticial no primeiro cromossomo do 1° par (Figura 4G) e nos machos

todas as marcagOes foram visualizadas nas regifes terminais dos cromossomos
(Figura 4H).

Figura 2. Cariotipo de Ancistrus sp.7 “Dimona” submetidas a double-FISH com sondas de rDNA 18S
(vermelho) e rDNA 5S (verde) e contracoradas com DAPI. Em A, o cari6tipo da fémea e em B do

macho. Barra = 10 ym.

19 20 21 22 23 24

Figura 3. Caridtipo Ancistrus sp. 3 “Barcelos” submetidas a FISH com sonda teloméricas e
contracoradas com DAPI. Em A fémea e em B macho. Barra = 10 ym



Figura 4. Metafases de sete espécies de Ancistrus submetidas a FISH com sonda
telomérica e contracoradas com DAPI. Em A, Ancistrus sp. 1 “Purus”; B - Ancistrus sp. 2
“Catalao”; C - Ancistrus sp. 8 “Balbina”; D - Ancistrus sp. 6 “Rio Branco”; E - Ancistrus
ranunculus; F - Ancistrus sp. 5 “Piagagu”; G - Fémea Ancistrus sp.7 “Dimona”; H - Macho
Ancistrus sp.7 “Dimona”.
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Discussao

Em todas as espécies analisadas no presente trabalho sequéncias de rDNA
18S foram visualizas em apenas um par cromossdmico, sendo coincidentes com as
Ag-RONSs ja descritas anteriormente por de Oliveira et al. (2007, 2008 e 2009).
Segundo Artoni e Bertollo (2001), a presenca de um par portando a regido
organizadora de nucléolo em um local intersticial pode ser considerada a
caracteristica primitiva em Loricariidae, condicdo que € evidenciada pelo padrao
apresentado em duas espécies deste estudo: A. ranunculus e Ancistrus sp.7
“‘Dimona”, e ja descrito em outros trabalhos realizados na tribo Ancistrini (Artoni e
Bertollo 2001; Alves et al 2003; Mariotto et al., 2004 ; Mariotto e Miyazawa, 2006; de
Oliveira et al., 2006, 2007; Mariotto et al 2009; Mendes Neto et al., 2011; Cardoso et
al., 2013). Porém, seis outras espécies analisadas: Ancistrus sp. 1 “Purus”, Ancistrus

sp. 2 “Cataldo”, Ancistrus sp. 8 “Balbina”, Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”, Ancistrus sp.
3 “Barcelos e Ancistrus sp. 6 “Piagacu” apresentaram localizagao divergente dessa
proposta como basal por Artoni e Bertollo (2001), estando o rDNA 18S situado na
porcdo terminal dos cromossomos, algo também considerado comum entre 0s
Loricariidae e que seria evidéncia da ocorréncia de rearranjos cromossdmicos
envolvendo esses genes, como por exemplo, inversées paracéntricas (Artoni e
Bertollo 2001; Alves et al., 2003; 2006; Kavalco et al., 2005; Mariotto et al., 2011;
Rubert, 2011; Reis et al., 2012).

Heteromorfismo de tamanho do rDNA 18S entre os homadlogos na espécie de
Ancistrus ranunculus foi detectado. Essas sequéncias foram coincidentes com
blocos de heterocromatina (de Oliveira et al., 2007). Diferencas no tamanho de
regibes do DNA compostas por rDNA 45S sdo documentadas em peixes
neotropicais, e frequentemente sugeridas como resultado de crossing over desigual
entre 0os homodlogos, causando o aumento de sitios deste DNA em um dos
cromossomos do par (Fenocchio e Bertollo, 1992; Swarca et al., 2001; Vicari et al.,
2006; Capistano et al., 2008; Ribeiro et al., 2008, Gross et al., 2010; Matoso et al.,
2011) e j& sugerido para outros Loricariideos (Ziemniczak et al., 2012). Outra
hipétese € o acumulo de sequéncias repetitivas in cis causado por erros no
pareamento das unidades de repeticdo do DNA repetitivo (Vicari et al., 2008; 2010).

Em relagdo ao mapeamento do rDNA 5S os resultados apresentaram

variacdo entre as espécies tanto no numero de marcacdes quanto na posicdo das
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mesmas. A maioria das marcacées encontram-se nas regides intersticiais e
terminais dos cromossomos adjacentes com rDNA 18S como em Ancistrus sp. 5
‘Rio Branco”, Ancistrus ranunculus, Ancistrus sp. 7 “Dimona”, Ancistrus sp. 6
“Piagagu” e Ancistrus sp. 3 “Barcelos”, concordando com estudos ja realizados para
0 género (Mariotto et al., 2011). Ziemniczak et al. (2012) a partir de suas analises
com géneros basais de Loricariidae observaram a condigdo de sintenia dos rDNAs
18S e 5S, e junto com os dados relatados de sintenia no grupo irmao
Trichomycteridae (Primo, 2009) os autores inferem que a localizacdo sinténica dos
rDNAs € uma condicao plesiomorfica para Loricariidae. Mariotto et al. (2011) em seu
estudo relata a ocorréncia de quatro espécies do género Ancistrus que apresentam
sintenia nos rDNA e propdem um cariétipo ancestral para 0 género como o descrito
para a espécie Ancistrus claro. Os dados apresentados acerca dos rDNA 18S e 5S
evidenciando a ocorréncia de sintenia em cinco das oito espécies (Figuras 1 e 2),
sugere que essa condicdo possa representar uma caracteristica ancestral para a
familia. Porém, rearranjos crossémicos propiciam a disjuncdo dos genes gerando
novos sitios de rDNA 5S como os observados em Ancistrus sp. “Piagagu” e
Ancistrus sp. “Barcelos” que representariam uma situagao derivada nessas espécies
e outras espécies que ndo compartilham a sintenia (Tabela 1) caracteristica que
reflete a condi¢do sugerida como ancestral para peixes (Martins e Galetti, 1999).

As espécies Ancistrus sp. 3 “Barcelos e Ancistrus sp. 6 “Piagacu”
apresentaram diversas marcacfes nas porcbes distais dos bracos curtos dos
acrocéntricos e ainda, marcacdes intersticiais nos bracos curtos e pericentroméricas
nos pares 2 e 9 na primeira espécie e no primeiro par da segunda. Este fato retrata
um comportamento dindmico dessa sequéncia nestas diferentes espécies, o que
sugere ‘pa ocorréncia de inversdes pericéntricas nesses cromossomos e também
duplicagdes.

Recentemente, foi sugerido que sequéncias repetitivas originadas a partir de
rDNA 5S e sequéncias teloméricas estariam participando ativamente na evolugéo
cromossomal, moldando rearranjos Robertsonianos. Rosa et al. (2012)
demonstraram que sequéncias teloméricas intersticiais (ITS) e rDNA 5S podem ser
observadas em regides de fusdo cromossbmica, 0 que implica que este DNA
repetitivo e estas sequéncias seriam pontos de fusdo cromossdmica. Embora isso
tenha sido relatado na espécie Rinelocaria lima, Loricariinae, fato semelhante ocorre

na espécie Ancistrus sp 3 "Barcelos”, onde sitios de rDNA 5S sao encontrados nas
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porgdes intersticiais dos cromossomos associados a regides de ITS, como podemos
observar nos pares 1 e 8. Ja, para a espécie de Ancsitrus sp. 7 “Dimona”, o macho
apresenta um sitio intersticial de 5S no primeiro par cromossémico, fenbmeno que
nao é visualizado na fémea. Nesta, temos uma ITS em apenas um dos homélogos
no primeiro par, possivelmente o rDNA tenha sofrido uma deleg&o ou translocacao
ocasionando o reparo cromossomico com adi¢do de novas sequéncias de repeticao
telomérica pela telomerase (Meyne et al., 1990; Richards et al., 1991; Slijepcevic,
1998). Ou entéo, devido a pequena amostragem de fémeas, apenas duas, se tenha
obtido apenas homozigotas para aquela caracteristica, ou seja, ndo foi detectada
nenhuma fémea heterozigota que possuisse 0 mesmo sitio de 5S apresentado pelo
macho.

Embora o gatilho que permite a ocorréncia de rearranjos cromossémicos no
género Ancistrus ainda nédo seja claro, parece verossimil o envolvimento das duas
sequéncias repetitivas, rDNA 5S e ITS, associadas a dindmica cromossémica no
género, despertando interesse principalmente pelo surgimento e fixacdo de

Cromossomos sexuais.
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Espécie 2n  Cromossom 18S/Localizagdo N2 de Sintenia Ref
0s Sexuais Pares
Marcados
5S
Ancistrus claro 54 - 212 Aq intersticial 3 Presente/A 1
Ancistrus sp. Dimona 52 - 132 STq intersticial 2 Machos  Presente/ST 2
1 Fémea
Ancistrus sp. 52 72.2,/2,Z,/ 232Ap, terminal 13 Presente/A 2
Barcelos Z:W4/Z,W,

Ancistrus sp. Piagagu 52 ZZ/ZW 262Ap, terminal 10 Presente/A 2
Ancistrus sp. 04 52 - 222 A pericentromérica 2 - 1
Ancistrus sp. 06 50 - 2192Aq terminal 1 Presente/A 1

Ancistrus ranunculus 48 77/IW 169STq, intersticial 1 Presente/ST 2
Ancistrus sp. Rio 46 XX/XY 192Ap, terminal 1 Presente/A 2

Branco
Ancistrus sp. 08 44 7Z/7W 132SMp intersticial 2 Presente/SM 1

Ancistrus. cf. dubius 42 XX/XY 162SM pericentromérica 3 Presente/SM 1
Ancistrus sp. 13 40 - 189SMq terminal 2 - 1

Ancistrus sp. Balbina 38/ XX/XY1Y, 122Mq, terminal 1 - 2

39
Ancistrus cuiabae 34 - 2°Mp Terminal 3 - 1
Ancistrus sp. Cataldo 34 XX/XY 4°Mp, terminal 4 - 2
Ancistrus sp. Purus 34 XX/XY 4°Mp, terminal 4 - 2

Fonte: 1 Mariotto et al.

ST=Subtelocéntrico; A=Acrocéntricos; p=braco curto; q=braco longo.

(2011); 2 Presente estudo. M=Metacéntrico; SM=Submetacéntrico;

Os dados apresentados mostram plasticidade cariotipica em relacdo aos

cistrons de rDNA 18S e 5S. O rDNA 18S, dito como conservado em um dnico par na

regiao intersticial, mostrou-se muito variado tanto em relagédo ao par cromossoémico

portador quanto na posi¢cdo que ocupa, assim como o0 5S, que apesar dos poucos

estudos na tribo Ancistrini, apresentou uma distribuicdo bastante singular se

comparado com os dados disponiveis para os integrantes da tribo. Esses dados,

junto as sequéncias teloméricas ajudam a elucidar um pouco a dinamica evolutiva
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da tribo, bem como do género Ancistrus, para o qual é sugerido uma evolucéo
cariotipica divergente dos demais Loricaridae. Em resumo, pelos dados observados
nas espécies de Ancistrus aqui analisadas e aqueles retirados da literatura, as
sequéncias de DNA repetitivo dos genes ribossomais 5S, 18S e sequéncias
teloméricas funcionam como poderosos agentes evolutivos que direcionam e
propiciam a diferenciacdo da macroestrutura cariotipica das espécies do género
Ancistrus, o que poderia estar auxiliando nos processos de especiacdo a medida

gue funcionam como substrato para a ocorréncia de rearranjos cromossémicos.
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4.2 Capitulo Il

Mapeamento cromossdmico dos elementos retrotransponiveis Rex1, Rex3 e

Rex6 em oito espécies do género Ancistrus (Siluriformes: Loricariidae)

Resumo

Os DNA repetitivos estdo presentes no genoma de praticamente todos o0s
organismos, sendo os elementos transponiveis (TE) um dos mais representativos.
Os TEs possuem a capacidade de se mover dentro do genoma dos organismos,
muitas vezes causando alteragbes estruturais nos cromossomos. Em peixes os TEs
dos tipo non-LTR retrotransposons Rexl, Rex3 e Rex6, sdao o0s melhores
caracterizados mostrando-se ativos durante toda a evolucdo desses vertebrados e
amplamente distribuidos no seu genoma. No presente trabalho foi realizado
mapeamento fisico desses trés retroelementos por meio da técnica de hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH) em oito espécies do género Ancistrus sendo elas,

Ancistrus ranunculus, Ancistrus sp. 1 “Purus, Ancistrus sp. 2 “Cataldo”, Ancistrus sp.
3 “Barcelos, Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”, Ancistrus sp. 6 “Piagagu”, Ancistrus sp. 7
“Dimona”, Ancistrus sp. 8 “Balbina”,. Os resultados mostraram uma padrdo de
localizac&o fisica cromossémica singular para os trés Rex analisados, com uma
distribuicdo em clusters tanto em regides heterocrométicas quanto eucromaticas,
fato que pode ser de grande importancia para a evolucéo das espécies uma vez que
esses elementos podem se transpor para regides génicas causando modificacoes
nesses genes ou afetando seus niveis de expressdo. Esses elementos também
estdo relacionados a diferenciacdo de sistemas cromossomos sexuais, porém nas
espécies analisadas no presente estudos ndo foram visualizados a presencas
desses retroelementos envolvidos com 0s cromossomos sexuais das espécies,
sendo assim nédo indicando uma interferéncia destes no surgimento dos sistemas
sexuais vistos no presente trabalho. Apesar de estudos ja indicarem os efeitos
desses retroelementos em diversos grupos, nos Loricariidae os estudos ainda séo
muitos escassos, sendo necessaria uma ampliacdo dos estudos para um melhor

entendimento da dinamica e dos efeitos desses elementos no genoma desse grupo.
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Introducéo

As sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes na maioria dos organismos
representando grande parte do genoma dos eucariotos, sendo consideradas como
uma das possiveis causas da enorme variacdo relatada no tamanho do genoma

entre os diferentes organismos (Kidwell, 2002).

Dentre os diversos DNAS repetitivos presentes no genoma dos eucariotos os
elementos transponiveis (TEs) estdo entre 0s mais representativos. Esses séo
definidos como sequéncias repetitivas de DNA que possuem capacidade de se
mover ao longo dos cromossomos ou de se transpor entre sitios ndo homélogos
dentro do genoma (Ferreira et al., 2011a). Essa capacidade de transposicdo pode
ocasionar mudancas estruturais nos cromossomos como duplicacées e delecdes,
causando um polimorfismo que pode ser resultante da variagdo do numero de
copias desses elementos nas espécies, consequentemente provocando alteracdes
na estrutura e expressao dos genes (Capy et al., 1998). De acordo com Blass et al.
(2012), esses elementos tém o potencial de gerar biodiversidade, domesticacao
molecular e transi¢cdes evolutivas por meio de mutacgdes.

Os TEs podem ser divididos em duas classes, baseados na sua estrutura e
no mecanismo de transposi¢cao no genoma. Os de classe | sdo representados pelos
retrotransposons, que se transpdem utilizando a transcriptase reversa, uma enzima
que pode promover a sintese de um filamento de DNA a partir de um molde de RNA
(Charlesworth et al., 1994). Os elementos dessa classe podem ser agrupados pela a
presenca ou auséncia de longas repeticbes terminais (Long Terminal Repeats —
LTR) (Eickbush e Malik, 2002; Curcio e Derbyshire, 2003). Essas LTR possuem
dominios para a sintese de proteinases, integrases, transcriptase reversa e RNAse.
Nos retrotransposons ndo-LTRs temos os elementos longos intercalados (Long
Interspersed Elements — LINES), que sdo capazes de codificar uma transcriptase
reversa e uma RNAse e o0s elementos curtos intercalados (Short Interspersed
Nucleotide Elements — SINES), que ndo sdo capazes de codificar tais enzimas,
sendo provavelmente essas obtidas por meio dos LINES (Bohne et al. 2008). Os
elementos de classe Il sdo os transposons, cujo mecanismo € baseado em cortes e
insergbes de sequéncias da propria molécula de DNA, sem um intermediario de
RNA (Charlesworth et al., 1994; Bohne et al. 2008). Os elementos tanto da classe |
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guanto da classe Il sdo encontrados no genoma de todos os organismos (Volff et al.,
2003).

Durante muito tempo esses elementos foram ditos como sendo DNA “lixo”,
acreditando-se que eles ndo desempenhavam nenhuma funcdo no genoma dos
organismos (Doolittle et al., 1980). Porém, hoje se sabe que os TEs tém uma
enorme importancia na evolugdo do genoma dos eucariotos, estando envolvidos em
processos de rearranjos cromossomicos (Raskina et al., 2008), expressao e
regulacdo de genes (Medstrand et al., 2005; Shapiro et al., 2005), replicagédo do
DNA (Li et al., 2002) e até na diferenciacdo de cromossomos sexuais (Harvey et al.,
2002; Steinemann et al., 2005; Pokorna et al., 2011).

Os TEs estdo diretamente relacionados a evolucdo do genoma de peixes,
sendo que todos os tipos de retroelementos jA descritos foram encontrados no
genoma destes animais (Okada et al., 1997; Poulter et al., 1999; Volff et al., 1999;
Aparicio et al., 2002). Neste grupo de vertebrados os RTEs do tipo non-LTR
retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6 sdo os que possuem a melhor caracterizacao
até o momento, mostrando-se ativos na evolucdo desse grupo e amplamente
distribuidos no seu genoma (Volff et al. 1999; 2000; 2001).

Alguns estudos tém demonstrado uma diversidade de padrbes envolvendo a
distribuicdo e localizacdo desses elementos. Valente et al. (2011) realizaram o
mapeamento cromossOmico dos retroelementos Rexl, Rex3 e Rex6 em oito
espécies de ciclideos e perceberam uma deposicdo desses elementos na regido
pericentromérica dos cromossomos. Outros trabalhos também tém mostrado a
preferéncia desses retroelementos pelas regidées heterocromaticas (da Silva et al.,
2002; Fisher et al., 2004), ao fato que essas regides normalmente acumulam mais
mutacBes sem sofrerem maiores consequéncias.

Apesar do elevado numero de espécies na familia Loricariidae, cerca de 872
espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2014), os estudos sobre a localizacdo e
distribuicdo desses elementos sdo ainda bastante escassos. Ferreira et al. (2011b)
realizaram um mapeamento cromossémico dos TEs Rex1l e Rex3 em trés espécies
pertencentes a familia, onde foi observado pequenos clusters dispersos por todos os
cromossomos, tanto em regides de heterocromatina quanto de eucromatina. Dentro
dessa familia temos os representantes do género Ancistrus, que possuem uma
grande plasticidade cariotipica, com poucas regibes heterocrométicas e com

diversos sistemas de determinacdo sexual (de Oliveira et al. 2007, 2008, 2009).
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Visto toda essa relagdo dos TEs com a evolugdo genbmica nos eucariotos, e
principalmente nos peixes o presente trabalho teve como objetivo mapear a
distribuicdo cromossdmica dos elementos retrotransponiveis Rex1, Rex3 e Rex6 em
espécies do género Ancistrus.

Material e Métodos

Foram analisados citogeneticamente um total de setenta e nove espécimes
(machos e fémeas), de oito espécies do género Ancistrus. As amostras foram
obtidas em diversos pontos ao longo da bacia Amazodnica: Ancistrus ranunculus:
cinco exemplares (3 machos e 2 fémeas) do rio Xingu, regido de Altamira, Par3;
Ancistrus sp.1 “Purus”: 12 exemplares (5 machos e 7 fémeas) do rio Purus na regiéo
de Santa Maria; Ancistrus sp.2 “Catalao” 12 exemplares (5 machos e 7 fémeas)
foram coletados no Lago Cataldo; Ancistrus sp.3 “Barcelos” 11 exemplares (7
machos e 4 fémeas) do rio Demeni, médio rio Negro; Ancistrus sp.5 “Rio Branco”: 12
exemplares (6 machos e 6 fémeas) coletados no igarapé Macoari, afluente do rio
Branco, Roraima; Ancistrus sp.6 “Piagacu”: sete exemplares (3 machos e 4 fémeas)
coletados no Lago Aiapua, na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Piagacu-
Purus; Ancistrus sp.7 “Dimona”: oito exemplares (6 machos e 2 fémeas) coletados
no igarapé, na Fazenda Dimona ; Ancistrus sp.8 “Balbina”: 12 exemplares (6 machos

e 6 fémeas) coletados no igarapé Barretinho, municipio de Balbina.

Os espécimes foram depositados na colecdo de peixes no Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazbnia (INPA) (25624, 25625, 25626, 25627, 25629, 25630,
25631, 25632, respectivamente).

Todos os espécimes analisados encontravam-se previamente coletados, com
suas suspensodes celulares obtidas a partir de células renais (Bertollo et al., 1978) e
depositadas no banco de suspensdes celulares do Laboratério de Genética Animal
(LGA). O DNA total foi extraido do tecido muscular utilizando o protocolo de fenol
cloroférmio descrito por Sambrook et al. (1989) e quantificado em espectrofotébmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacé@o dos retroelementos, foi realizada utilizando os primers RTX1-F1 (5’-TTC
TCC AGT GCC TTC AAC ACC-3’) e RTX1-R1 (5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT
CTG CTC-3') para amplificacdo do segmento que corresponde ao gene da
transcriptase reversa do Rex1 (Volff et al., 2000); os primers RTX3-F3 (5’-CGG TGA
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YAA AGG GCA GCC CTG-3) e RTX3-R3 (5’-TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT-
3’) para amplificar o retrotransposon Rex3 (Volff et al., 1999); e os primers Rex6-
Medf1 (5-TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCA C-3’) e Rex6- Medr2 (5-GGT CCT
CTA CCA GAG GCC TGG G-3') o retrotransposon Rex6 (Volff et al.,, 2001). As
reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pl contendo, 1 pl de
DNA gendmico (100 ng), 2,5 pl de tampao 10x com cloreto de magnésio (1,5 mM),
0,5 ul de Tag DNA Polimerase (5 U/ul), 1,5 pl de dNTP (1 mM), 1,5 ul de cada primer
(5 mM) e agua ultra pura para completar o volume. Os perfis das reacfes para o
Rex1, Rex3, e Rex6 incluem os seguintes passos: 95 °C por 5 min; 35 ciclos de 95
°C por 1 min, 54 °C (Rexl e Rex3) e 52°C (Rex6), por 1min, e 72 °C por 2 min;
seguidos por uma extenséao final de 72 °C por 5 min. Os produtos de PCR foram
checados em gel de agarose 1%, quantificados em espectrofotdmetro NanoVue Plus
(GE Healthcare) e utilizados como sondas para a FISH.

Os produtos da PCR foram marcados por nick translation com digoxigenina-
11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) seguindo as instru¢des do fabricante. A
hibridizacao fluorescente in situ (FISH) seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986) com condicdo de stringencia de 77%. Os cromossomos foram analisados em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 e classificados de acordo com
Levan et al. (1964).

Resultados

Ancistrus sp. 1 “Purus”

Para o retroelemetos Rexl tivemos 11 pares marcados, com marcacdes
intersticiais em noves pares 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, centromérica no par 4 e na
porcao terminal do braco longo do par 16 (Figura 1A). Ja para Rex3 os pares 1, 2, 4
e 8 apresentaram marcacgfes na regido do centrdbmero, enquanto nos pares 3 e 12
essas foram visualizadas nas regides intersticiais dos bragos curtos (Figura 2A). Em
relacdo ao Rex6 todas as marcacdes foram em regides centroméricas, pares
2,3,4,5, nos par 1 além da regido do centrdbmero também foi visualizada uma

marcagao na porcao intersticial do braco curto (Figura 3A).
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Ancistrus sp. 2 “Catalao”

Nessa espécie tivemos uma distribuicdo de Rex1l em regides centroméricas
nos 4 primeiros pares de metacéntricos e no segundo submetacéntrico (Figura 1B).
Ja para o Rex3 apenas uma marcacdao foi visualizada na regido centromérica do par
12 (Figura 2B). O retroelemento Rex6 apresentou um padrao de distribuicao
disperso nos cromossomos, sendo encontrado em praticamente todo complemento

cromossOmico, exceto nos pares, 5, 13, 14 e 15 (Figura 3B).
Ancistrus sp. 8 “Balbina”

As marcacOes de Rexl para A. sp. 8 “Balbina” estao distribuidas em 8 pares
cromossOmicos, sendo: nas porgdes terminais dos bracos curtos do par 4, 5 e 8,
nas regides terminais dos bragcos longos nos pares, 7, 10, 19. Também foram
detectados sinais ao longo do par 17 e na regido pericentromérica do par 16 (Figura
1C). Para Rex3 as marcacdes foram visualizadas na porcéo intersticial dos bragos
curtos dos pares 3 e 5, na regido terminal dos bracos curtos do par 7e nos bracos
longos do par 8, também em ambos bracos do par 6 e na regido pericentromérica do
par 19 (Figura 2C). O Rex6 esta distribuido na porcao terminal dos cromossomos,
nos bracos curtos dos pares 3, 6, 7, 10, nos bracos longos dos pares 4, 8 e 19, além
do par 19, onde temos marcacgfes nos terminais e centromérica (Figura 3C).

Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”

Nessa espécie os trés retroelementos apresentaram distribuicdo concentrada
preferencialmente em regifes centroméricas, como observado para Rex1l nos pares
3,4,5,6,9, 10, 11 e 13 (Figura 1D), nos pares 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 11 de Rex3 (Figura
2D) e no Rex6 os pares 4, 5, 10 e 13 (Figura 3D). Também tivemos marcacdes
terminais no primeiro par metacéntrico e intersticiais no par 21 de Rex 1 e

intersticiais nos bragos longos do par 11 de Rex 6.
Ancistrus ranunculus

Diferentemente da espécie anterior em A. ranunculus as marcacdes de Rex
se concentram nas porcdoes terminais da maioria dos cromossomos do
complemento. Para Rex1l as marcacgfes foram visualizadas nos bracos curtos dos

pares 2, 4, 7, 11, 13 e 22 e nos bragos longos dos pares 19 e 21, em ambos 0s
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bracos do par 23, além da regido intersticial dos bracos longos do par 16 (Figura
1E). O Rex3 também teve de predominancia de marcagfes nas regides terminais
dos cromossomos, sendos nos pares 2, 3, 18, 19 e 23 mais a regiao centromérica
dos pares 4 e 11 (Figura 2E). O Rex6 além das porg¢des finais dos pares 5, 12, 20,
21, 23 e 24, foram observadas marcacdes intersticiais nos pares 16, 17, 18 e 19
(Figura 3E).

Ancistrus sp. 7 “Dimona”

Em A. sp 7 “Dimona” tivemos marcacdes em regides de centrOmero para 0s
trés retroelementos sendo, no par 3 em Rex1, 2 em Rex3 e 5 em Rex6. O restante
das deteccdes foram nas porcdes finais dos bracos longos dos cromossomos, em
Rex1 nos pares 9, 11, 12, 17, 20 e 22, Rex3 nos pares 8, 9, 11, 15,21 e 25 e no 12,
18, 19 e 21 em Rex6 (Figuras 1F, 2F e 3F)

Ancistrus sp. 3 “Barcelos”

Assim como na espécie anterior em Ancistrus sp. 3 “Barcelos” as marcacgfes
se concentraram em maioria nas regides terminais dos cromossomos Ccomo
mostrado: Rex1, pares 1, 2, 3, 8, 10, 11, 12, 19, 24, 25, 26 (Figura 1G).

Rex3 pares 1, 2, 3, 8, 10, 11 (Figura 2G).
Rex6 pares 1, 2, 3,9, 11, 12, 21, 22, 25,26 (Figura 3G).

Além de marcacdes intersticiais de Rex 3 nos pares 10, 23 e 24, e também

um acumulo de Rex3 e 6 na regido pericentromérica do par 15 (Figuras 2G e 3G ).
Ancistrus sp. 6 “Piagagu”

Nessa espécie o0s trés retroelementos, Rexl, 3 e 6, encontram-se
preferencialmente nas porcdes finais dos cromossomos. No primeiro, temos
marcacgdes nos pares 1, 4, 5, 10, 12, 15, 23, 25 e 26 (Figura 1H). Para o Rex3 temos
os pares, 1, 3, 6, 15, 20 e 26 (Figura 2H). E para o Rex6 temos o par, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,11, 12, 15, 20, 24 e 26 (Figura 3H).

Em nenhuma das oito espécies analisadas foi verificada a ocorréncia dos
elementos retrotransponiveis Rexl, 3 e 6 relacionados aos cromossomos sexuais
(Figuras 1, 2 e 3)
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Figura 1. Cari6tipos de 8 espécies de Ancistrus evidenciando o retroelemento Rex1. Em A,
Ancistrus sp. 1 “Purus”; B - Ancistrus sp. 2 “Cataldao”; C - Ancistrus sp. 8 “Balbina”; D -
Ancistrus sp. 6 “Rio Branco”; E - Ancistrus ranunculus; F - Ancistrus sp. 7 “Dimona” G -
Ancistrus sp. 3 “Barcelos”; H - Ancistrus sp. 5 “Piagagu”. Barra = 10 ym.



53

m|
8 9 10 11 12 13 1
sm|
10
st|
16
al
19

m |

Figura 2. Cariétipos de 8 espécies de Ancistrus submetidas a FISH com sondas de Rex3 e
contracoradas com DAPI. Em A, Ancistrus sp. 1 “Purus”; B - Ancistrus sp. 2 “Catalao”; C -
Ancistrus sp. 8 “Balbina”; D - Ancistrus sp. 6 “Rio Branco”; E - Ancistrus ranunculus; F -
Ancistrus sp. 7 “Dimona” G - Ancistrus sp. 3 “Barcelos”; H - Ancistrus sp. 5 “Piagacu”.

Barra = 10 ym.
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Figura 3. Cariétipos de 8 espécies de Ancistrus submetidas a FISH com sondas de Rex6 e
contracoradas com DAPI. Em A, Ancistrus sp. 1 “Purus”; B - Ancistrus sp. 2 “Catalao”; C -
Ancistrus sp. 8 “Balbina”; D - Ancistrus sp. 6 “Rio Branco”; E - Ancistrus ranunculus; F -
Ancistrus sp. 7 “Dimona” G - Ancistrus sp. 3 “Barcelos”; H - Ancistrus sp. 5 “Piagacu”.

Barra = 10 pym.

Discussao

O mapeamento fisico por meio da hibridizacao fluorescente in situ (FISH) dos

non-LTR retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6 tém mostrado padrbes diferentes de
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organizagdo desses retroelementos (RTEs), sendo encontrados preferencialmente
em regibes de heterocromatina ou entdo dispersos por todo o genoma (Ferreira et
al., 2011a). No presente estudo os trés retrotransposons Rex mapeados mostraram-
se dispostos em clusters, principalmente alocados nas por¢cbes finais e

pericentroméricas dos cromossomos na maioria das espécies (Figura 1, 2 e 3).

Diversos trabalhos tém mostrado um acumulo preferencial dessas sequéncias
em regides heterocroméaticas em diversos grupos (da Silva et al., 2002; Bouneau et
al., 2003; Fisher et al., 2004; Ozouf-Costaz et al., 2004; Gross et al., 2009; Valente
et al., 2011; Voltolin et al., 2013). No presente trabalho os RTEs foram visualizados
nao s6 em regides heterocromaticas, como também em regides eucromaticas (de
Oliveira, 2006; de Oliveira et al., 2007, 2008, 2009).

Algumas espécies mostraram associacdo dos elementos retrotransponiveis
com regides de heterocromatina. Em Ancistrus sp. 1 “Purus” essa associagao pode
ser vista no 1° e 2° par metacéntrico, com o0 Rexl, 3 e 6 ocupando a regiao
centromérica heterocromatica (Oliveira et al., 2009). Também pode-se obeservar a
associacdo de Rex3 com regibes heterocromaticas nos pares 3, 8 e 12. Nos
individuos de Ancistrus sp. 6 “Piagagu” no 1° metacéntrico temos uma regido
heterocromética na por¢cédo terminal do braco curto (Oliveira et al., 2007) onde
notamos um acumulo dos trés retroelementos nessa regido. Apesar de um grande
namero de sitios de elementos retrotransponiveis estarem em regiées eucromaticas
nas oito espécies do géneros Ancitrus, algumas espécies mostraram regides

heterocromaticas que servem como deposito desses retroelementos.

Ferreira et al., (2011b) mapeando os elementos Rex1l e Rex3 em espécies da
subfamilia Hypoptopomatinae observaram uma localizacéo similar desses RTEs em
regides de heterocromatina se estendendo até regides de eucromatina. Essa
distribuicdo foi também visualizada em outras espécies da familia Loricariidae
(Blanco, 2012; Traldi, 2012), sugerindo que essa pode ser uma caracteristica padrao
para a familia. A localizacdo desses elementos em regides eucromaticas pode ser
de grande importancia para a evolugdo gendmica das espécies de Ancistrus, pois ao
se inserirem em regides eucromaticas, ricas em genes, esses elementos podem
gerar mutacdes, alterar niveis de expressdo g@énica, alterar padrbes de

recombinacdo do DNA e interferir em toda a organizacdo da arquitetura gendmica
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(Kidwell e Lisch, 1997, 2000; Le Rouzic e Capy, 2005). Apesar da semelhanca em
relacdo a localizacdo dessas sequéncias, a distribuicdo dos RTEs nas espécies do
género Ancistrus diferiu do padréo observado para familia, o qual é caracterizado
como disperso por praticamente todos 0os cromossomos. Nas espécies de Ancistrus
aqui analisadas esses elementos se distribuiram em agrupamentos (clusters) em

alguns pares do complemento (Figura 1, 2 e 3).

Alguns estudos tém mostrado que elementos transponiveis estdo envolvidos
nos processos de diferenciacdo de sistemas sexuais (Harvey et al.,, 2002:
Steinemann et al., 2005). Apesar de sete, das oito, espécies do presente estudo
apresentarem sistemas de cromossomos sexuais, tanto do tipo simples como do
multiplo, aparentemente néao foi observada nenhuma relacdo dos elementos Rex1,
Rex3 e Rex6 no surgimento e diferenciacdo desses sistemas de determinacéo
sexual, uma vez que ndo foram observados sitios mapeados nos pares sexuais.
Ozouf-Costaz et al. (2004), em estudos com Chionodraco hamatus demonstraram o
envolvimento dos TEs, retrotransposons Rex3 e o0 transposons Tcl-like, na
estruturagcdo dos cromossomos sexuais da espécie. Para a familia Loricariidae,
Blanco (2012) sugere que uma deposi¢cao dos retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6,
na regido pericentromérica do cromossomo X de Harttia carvalhoi pode ter

influenciado na fissédo que culminou na formacao dos cromossomos Y; e Y5,

Os RTEs vém sendo relatados como sendo co-localizados com genes
ribossomais em varios grupos (Einckbush, 2002). Zhang et al. (2008) supdem que
ocorra um nicho especializado caracteristico dos genes ribossomais que permite que
uma série de elementos moveis sobrevivam. Estes por sua vez podem influenciar na
regulacdo da sintese de rRNA, devido a possibilidade de eventos de recombinacéo,
ou também, simplesmente pelo sucesso do papel parasitario que possuem
(Einckbush e Einckbush, 2007). Para as espécies do género Ancistrus ndo foi
observado deposicéo dos retroelementos Rex nos sitios de rDNA 45S, apesar de em
Ancistrus sp 5 “Rio Branco” e A. ranunculus ser notada a presenca dos Rex1, Rex3
e Rex6 flanqueando as regides do rDNA 18S e possivelmente co-localizados com
sitios de rDNA menor 5S. Em relacdo ao rDNA 5S a disposi¢cdo dos RTEs também
demonstra que esses nao estdo influenciando na distribuicdo dos sitios de 5S nas

espécies do género.
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Apesar dos estudos incipientes, os resultados até agora tem mostrado um
padrdo de organizacdo claramente diferenciado dos elementos transponiveis no
genoma de peixes. Nos ciclideos o mapeamento dos RTEs tem mostrado que esses
se encontram alocados preferencialmente em regiées de heterocromatina, ocupando
posicbes centromérica e teloméricas na maioria dos cromossomos (Gross et al.,
2009; Mazzuchelli e Martins 2009; Valente et al., 2011). Nos Siluriformes destaca-se
o padréo disperso desses elementos como o observado em Harttia (Blanco, 2012) e
em espécies de Hypoptopomatinae, porém com pequenos blocos distribuidos por

todos os cromossomos (Ferreira et al., 2011b).

Em resumo, comparando os dados obtidos no presente trabalho com os
demais para a familia Loricariidae, o género Ancistrus € o que apresenta a menor
guantidade de retroelementos Rexl, Rex3 e Rex6 distribuidos em seu genoma.
Além disso, o padrdo de distribuicdo desses elementos dispostos em clusters,
principalmente nas porcdes terminais dos cromossomos também é diferenciado.
Apesar das importantes fungBes dos elementos transponiveis para as espécies de
vertebrados, as informacdes a respeito de sua dindmica evolutiva e sua acéo sobre
a evolucdo e diferenciacdo do genoma dos peixes ainda sdo escassos. Uma
ampliacdo dos estudos dentro de uma abordagem integrativa faz-se necessaria e
premente para a melhor compreensdo de questdes relevantes de sua biologia

evolutiva.
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5. CONCLUSOES

e Inversdes paracéntricas e pericéntricas estdo envolvidas na evolucdo do sitio
ribossomal 5S, como mostrado em Ancistrus sp. 3 “Barcelos” e Ancistrus sp. 6

“Piagacgu’”.

e Dados apresentados corroboram a evidéncia da condicdo de sintenia dos

sitios de 5S e 18S como sendo plesiomorfica para a familia Loricariidae.

e Em Ancistrus sp. 3 “Barcelos” e Ancistrus sp. 7 “Dimona” as sequéncias
teloméricas podem estar relacionadas com a evolucdo dos sitios de 5S e

relacionadas a fusfes cromossodmicas.

e Os retrotransposons nado-LRT da familia Rex apresentaram distribuicdo
diferenciada nos membros do género Ancistrus, aparentemente ndo estando
envolvidos na diferenciacdo dos cromossomos sexuais das espécies

analisadas.

e As sequéncias de DNA repetitivos em Ancistrus, em comparagcdo com outros
siluriformes, apresentam um modelo interessante para investigar o papel
desses DNAs na evolucdo cromossémica, tanto do género quanto da familia

Loricariidae.
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