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RESUMO

A familia Loricariidae apresenta a maior riqueza de peixes bagres Neotropicais sendo
considerada a maior familia da ordem Siluriformes com mais de 900 espécies validas
distribuidas em 100 géneros, entre eles Scobinancistrus e Spatuloricaria. Estudos
citogenéticos em Loricariidae demonstram uma grande variagdo no grupo, indicando a
ocorréncia de diferentes tipos de rearranjos cromossdmicos. Os DNAs repetitivos
correspondem a uma parcela consideravel do genoma dos eucariotos e por muito tempo foram
considerados como néo-codificantes ou “DNA lixo”. No entanto, atualmente sabe-se que estas
sequencias podem estar envolvidas na organizacdo estrutural e funcional do genoma e estdo
classificadas em codificantes, representadas pelas familias multigénicas (DNA ribossomal,
DNA histonico e pequenos RNAs nucleares) e ndo codificantes podendo se organizar em
blocos (in tandem), incluindo os DNAs satélites, ou dispersas pelo genoma. A técnica de
FISH representou um importante avanco em estudos citogenéticos permitindo a visualizacdo
de sequéncias especificas de DNA nos cromossomos. Nesse contexto, realizamos o
mapeamento dos genes de Histonas (H1-H3) e snDNA U2 nas espécies Scobinancistrus
aureatus, Scobinancistrus pariolispos e Spatuloricaria sp. e a segunda descri¢do cariotipica
de um cito6tipo do género Spatuloricaria que apresentou 2n=66 e NF=82. O mapeamento com
genes de histonas H1 e H3 evidenciou marcacdes semelhantes nas duas espécies de
Scobinancistrus com sinais dispersos ao longo dos cromossomos. Em Spatuloricaria sp. estas
sequéncias mostraram-se formando clusters na regido terminal dos cromossémicos com H1
apresentando sinais nos 3 primeiros pares e H3 apenas nos 2 primeiros. Sugerimos a
colocalizagdo dessas sequéncias nos pares 1 e 2 dessa espécie. SNnDNA U2 apresentou padrfes
distintos nas trés espéecies, com marcagfes pericentromeéricas em apenas um cromossomo nos
pares 3 e 18 de S.aureatus e no par 15 de S. pariolispos. Na espécie Spatuloricaria sp.
observamos sinais de marcacgao na regido intersticial do braco longo do par 1. Os diferentes
padrbes de marcacdo observados no presente estudo ressaltam a importancia do uso de
marcadores moleculares em estudos citogenémicos para a compreensdo da estrutura e

dindmica organizacional dos genomas de peixes e da familia Loricariidae.

Palavras-chave: DNAs repetitivos, familias multigénicas, histonas, sShDNA U2
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1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA LORICARIIDAE

A familia Loricariidae apresenta a maior riqueza de peixes bagres Neotropicais sendo
considerada a maior familia da ordem Siluriformes com mais de 900 espécies validas
compreendendo 100 géneros (ESCHMEYER & FONG, 2018). Os peixes desta familia
possuem uma grande diversidade em sua morfologia e nos padrdes de coloracdo
(ISBRUCKER, 1980; ARMBRUSTER, 2004) com distribuicdo geografica que abrange a
América central e do Sul (ARMBRUSTER, 2004) representando um importante componente
da ictiofauna dulcicola (ISBRUCKER, 1980).

Os loricarideos sdo popularmente conhecidos como “cascudos” ou “acaris” e entre
suas principais caracteristicas diagnosticas estdo: a presenca de placas dsseas recobrindo o
corpo, boca inferior modificada em grandes labios formando um disco de succdo e dentes
dérmicos denominados odontddeos (BURGESS, 1989; SILVANO et al., 2001) (Figura 1).
Estas especializagbes permitem que algumas espécies possuam grandes distribuicdes, muito
embora as mesmas possam apresentar preferéncia por determinados ambientes
(ARMBRUSTER, 2004; MENEZES et al. 2007; CHIACHIO et al. 2008). Podem ser
encontrados em habitats l6ticos e Iénticos (REIS et al., 2003) com expressiva abundancia e
biomassa em ambientes de corredeiras de rios (ZUANON, 1999) ocupando preferencialmente
as regides bentbnicas em bancos de areia e leitos rochosos, além de possuirem habitos
noturnos. No periodo diurno costumam abrigar-se entre pedras ou troncos de arvores
(WEBER, 2003).

Figura 1: Exemplar da espécie Peckoltia greedoi sp. A) Placas dsseas sobre o corpo (seta branca); B) Boca em
forma de disco (seta branca). Retirado e adaptado de ARMBRUSTER et al., 2015.

Em Loricariidae sdo encontrados bagres de pequeno a médio porte, porém, algumas

espéecies podem chegar a quase 1m de comprimento (LUJAN et al., 2010). Alimentam-se



principalmente de algas e detritos (BUCK & SAZIMA, 1995), além de espécies com
especializagcbes morfoldgicas para o0 consumo de madeira, sementes e até macroinvertebrados
(LUJAN et al., 2011). Os loricarideos apresentam uma grande capacidade adaptativa
contendo espécies que desempenham uma respiracdo acessoria ou aérea, que é obtida pelo
estdmago, garantindo a estes organismos a sobrevivéncia em ambientes com baixo aporte de
oxigénio ou até mesmo fora da &gua por um curto periodo de tempo (ARMBRUSTER, 1998;
LOWE-MCCONNELL, 1999).

Os peixes desta familia possuem grande importancia econdbmica uma vez que as
espécies de grande porte sdo utilizadas na pesca de subsisténcia e comercial e as de pequeno
porte na aquariofilia com destaque para as espécies amazdnicas com suas formas exoticas e
coloridas (SANTOS et al., 2006). O Estado do Pard tem um importante papel na exploragédo
de peixes ornamentais sendo o principal exportador de peixes da familia Loricariidae com
cerca de 60 espécies exportadas pelo mercado de espécies ornamentais brasileiro, além
daquelas que sdo comercializadas ilegalmente ou que ndo possuem classificacdo taxon6nima
definida (PRANG, 2007).

A classificacdo sistematica de Loricariidae tem passado por uma série de revisdes e
segundo Lujan et al., (2015) foram realizados por volta de 36 estudos filogenéticos reunindo
dados morfologicos e moleculares. Armbruster (2004) demonstrou que a taxonomia de
Loricariidae ainda é bastante confusa resultando em problemas na classificacdo de suas
subfamilias. A familia encontra-se dividida em sete subfamilias: Lithogeninae, Delturinae,
Hypoptopomatinae, Neoplecostominae, Loricariinae, Hypostominae e Otothyrinae
(SCHAEFER, 1987; ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006; CHIACHIO et al., 2008;
ROXO et al., 2014) onde Hypostominae apresenta a maior riqueza de espécies com 40
géneros e mais de 400 espécies validas (ARMBRUSTER, 2004; LUJAN et al., 2015; REIS et
al., 2006) seguida de Loricariinae com mais de 200 espécies validas (ESCHEMEYER &
FONG, 2018) distribuidas em 32 géneros (COVAIN et al., 2016).

1.2 CONSIDERACOES SOBRE 0OS GENEROS Scobinancistrus e Spatuloricaria

O género Scobinancistrus pertence a subfamilia Hypostominae (CRAMER et al.,
2011; LUJAN et al., 2015) e assim como a maior parte dos taxa de Loricariidae apresenta

problemas de nivel taxondbmico. Armbruster (2004) e Lujan et al., (2010) reconheceram trés



subgéneros dentro de Panaque que inclui Scobinancistrus juntamente com Panaque e
Panagolus. Lujan et al., (2015), através de analises de dados moleculares, propuseram uma
filogenia onde esses géneros foram realocados. Desse modo, 0 género Panaque foi inserido
no clado Hemiancistrus com Scobinancistrus e Panaqolus sendo transferidos para o clado
Peckoltia (Figura 2). O género Spatuloricaria por sua vez pertence a subfamilia Loricariinae e
faz parte da tribo Loricarinii (COVAIN et al., 2008; LUJAN et al., 2015) (Figura 3). A
posicdo filogenética de Spatuloricaria ainda é considerada incerta em alguns niveis
taxonémicos. Isbrucker (1979) alocou o género na subtribo Rineloricariina, porém
Armbruster (2004), por meio de dados morfologicos, considerou Spatuloricaria em
Planiloricariina. Nos trabalhos realizados por Covain et al., (2008) e Luajn et al., (2015)

Spatuloricaria aparece dentro da subtribo Loricariina.

i; Peckoltia sabaji (Xingu) PECKOLTIA
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Figura 2: Cladograma da subfamilia Hypostominae com base em dados moleculares com genes mitocondriais
(16S e Cit b) e nucleares (RAG1, RAG2 e MyH3). Em destaque, as espécies do género Scobinancistrus do clado
Peckoltia. Retirado de LUJAN et al., (2015).



E R::ne/or{car{a Jjubata LORICARIINI | _—
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Figura 3: Filogenia da subfamilia Loricariinae com destaque para a espécie Spatuloricaria puganensis da tribo
Loricariini. Retirado de LUJAN et al., (2015).

Atualmente sdo reconhecidas 12 espécies para o género Spatuloricaria e apenas 2
para Scobinancistrus (Fishbase). Quase todas as espécies de Spatuloricaria foram descritas
entre a segunda metade do século XIX e a primeira metade do século XX e apenas
Spatuloricaria tuira teve sua descri¢do realizada no século XXI indicando a necessidade de
maiores estudos de sistemética e uma revisdo no género para a compreensao da diversidade
desse taxon (LONDONO-BURBANO et al., 2018). Assim como outros membros da
subfamilia Loricariinae, as espécies do género Spatuloricaria caracterizam-se por apresentar o
corpo deprimido, um pendunculo caudal fortemente achatado e auséncia da barbatana adiposa
(Figura 4) (FICHBERG et al., 2014). Além disso é possivel observar um dimorfismo sexual
onde os machos maduros apresentam odontddeos hipertrofiados ao redor da margem da
cabeca e da espinha peitoral. O género Spatuloricaria apresenta distribui¢do no Leste e Oeste
dos Andes e em bacias no sul da América do Sul (ESCHMEYER et al., 2018; LONDONO-
BURBANO et al., 2018).

Figura 4: Exemplar da espécie Spatuloricaria terracanticum. Retirado de LONDONO-BURBANO et al., 2018.



Das duas espécies de Scobinancistrus, a espécie Scobinancistrus pariolispos ocorre
nos rios Tocantins e Tapajos enquanto que Scobinancistrus aureatus é endémica do rio Xingu
— PA (FISCH-MULLER, 2003; CAMARGO et al.,, 2012). A presenca de um opérculo

invertido, coloracédo e barbatana sem coloracédo alaranjada em forma de raio que se estende ao

longo do tecido adiposo sdo caracteristicas que diferem as duas espécies (Figura 5)
(CAMARGO et al., 2012).

Figura 5: Espécies do género Scobinancistrus. A) Scobinancistrus pariolispos B) Scobinancistrus aureatus

(Fonte: www.fishbase.org. Foto: Johnny Jensen).

1.3 ESTUDOS CITOGENETICOS EM LORICARIIDAE

Desde a década de 70 estudos citogenéticos classicos e moleculares vém
contribuindo para a compreensdo da taxonomia, sistematica e evolugdo cromossémica de
diversos peixes Neotropicais (ALMEIDA-TOLEDO, 1998). Na familia Loricariidae grande
parte destes estudos limitam-se a descricdo do numero de cromossomos e a formula
cariotipica, além do emprego macico de diferentes técnicas de citogenética classica. Ainda
assim, sdo poucos os dados citogenéticos disponiveis na literatura para esta familia
considerando toda sua diversidade e riqueza de espécies. Com relagdo ao numero dipldide
(2n), Loricariidae apresenta uma variacdo de 34 cromossomos observada em Ancistrus
cuiabae (MARIOTTO et al., 2009) a 96 cromossomos em Upsilodus sp. (KAVALCO et al.,
2005) tendo o 2n= 54 como provavel nimero diploide basal (ARTONI & BERTOLLDO,
2001). Outro tipo de variagdo bastante comum dentro desta familia estd relacionada a
macroestrutura dos cromossomos, podendo ocorrer cariétipos compostos predominantemente

por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos ou por cromossomos subtelocéntricos e



acrocéntricos como observado em Hypostomus strigaticeps que apresenta 2n=74 e NF=86
(MICHELE et al., 1977). As variacbes macroestruturais e numéricas observadas nos
cariotipos de Loricariidae sugerem a ocorréncia de VArios rearranjos cromossoémicos
direcionando para uma evolucgdo cariotipica bastante divergente (ARTONI & BERTOLLO,
2001).

Estudos citogenéticos realizados na familia Loricariidae demostram que a maior
parte das espécies analisadas corresponde a subfamilia Hypostominae com variacdo no
namero diploide de 38 a 80 cromossomos (ARTONI, 1996; ARTONI & BERTOLLO, 1996;
ALVES et al., 2003). Entre os representantes desta subfamilia podemos encontrar as espécies
Scobinancistrus aureatus e Scobinancistrus pariolispos que possuem 0 mesmo numero
diploide (2n = 52), no entanto, diferem quanto a sua férmula cariotipica. Em Loricariinae,
embora os dados citogenéticos sejam considerados escassos, as espécies analisadas indicam
uma heterogeneidade e diversificacdo cromossémica (ARTONI & BERTOLLO, 2001; ARAI,
2011). Entre as espécies de Loricariinae estdo as que pertencem ao género Spatuloricaria o

qual possui apenas uma descricdo citogenética na literatura (FERREIRA et al., 2014).

A maioria das espécies de peixes Neotropicais analisadas citogeneticamente nao
apresenta cromossomos sexuais diferenciados (MOREIRA-FILHO et al., 1993;
CENTOFANTE et al., 2002). Em Loricariidae, de modo geral, esses cromossomos Sdo
homomorficos (ARTONI & BERTOLLO, 2001; ALVES et al., 2005; KAVALCO et al.,
2005). Entretanto, alguns estudos relataram a ocorréncia de Cromossomos sexuais
heteromdrficos em algumas espécies desta familia, principalmente do género Ancistrus, tais
como: Ancistrus sp. 1, com o sistema XX/X0 (ALVES et al., 2006); Ancistrus sp. Purus,
Ancistrus sp. Macoari (DE OLIVEIRA et al., 2009), Ancistrus cf. dubius (MARIOTTO &
MIYAZAWA, 2006) com o sistema XX/XY; em Ancistrus sp. Balbina foi evidenciado o
sistema XX/XY1Y2 (DE OLIVEIRA et al., 2008); ZZ/ZW foi descrito para Ancistrus cf.
dubius (MARIOTTO et al.,, 2004), Ancistrus ranunculus , Ancistrus sp. Piagacu (DE
OLIVEIRA et al., 2007), Hypostomus sp. (ARTONI et al., 1999), Hemiancistrus spilomma
(DE OLIVEIRA et al., 2006); e Z1717272/Z1Z2W1W?2 em Ancistrus sp. Barcelos (DE
OLIVEIRA et al., 2008).

Os peixes representam mais da metade das espécies de vertebrados existentes e por
constituirem um grupo extremamente diversificado, sdo modelos atrativos para o estudo de

questdes evolutivas relacionadas a diversos aspectos de sua biologia, incluindo a investigacédo



do funcionamento, estrutura e diversificagdo do genoma (KOCHER, 2004; VOLFF, 2005;
NELSON, 2006). A partir de estudos com enfoque citogenético podem ser obtidas boas
caracterizacdes cromossomicas de diferentes espécies, bem como um melhor estabelecimento
das relacdes evolutivas dos cromossomos e cariétipos podendo evidenciar possiveis casos de
espécies cripticas (BERTOLLO et al., 1986).

1.4 DNAs REPETITIVOS
1.4.1 Aspectos gerais e classificacdo

Espécies de diferentes grupos de organismos eucariotos apresentam uma ampla
variacdo na quantidade de DNA refletindo diretamente no tamanho dos seus genomas. Esta
variagdo ndo estd relacionada com a quantidade de genes apresentados e ocorre
independentemente da complexidade do organismo (GREGORY, 2005). Acredita-se que as
diferencas de tamanho encontradas entre esses genomas sejam decorrentes de diferentes
quantidades de DNAs repetitivos (DOOLITTLE & SAPIENZA, 1980; CAVALIER-SMITH,
1985; KIDWELL, 2002; GREGORY et al., 2007).

DNA s repetitivos sdo fragmentos de DNA presentes em mdltiplas copias no genoma
(PATHAK & ALI, 2012) que podem estar repetidos centenas ou milhares de vezes em
eucariotos representando em algumas espécies mais da metade do teor total do DNA nuclear
da célula (BISCOTTI et al., 2015). Durante muito tempo as sequéncias da fracdo repetitiva
foram classificadas como “DNA egoista” (DOOLITTLE & SAPIENZA, 1980; ORGEL &
CRICK, 1980) ou “DNA lix0”, entretanto, atualmente sabe-se que estas sequéncias
desempenham um importante papel no genoma de um modo geral podendo estar envolvidas
na sua organizacao estrutural e funcional (KAZAZIAN, 2004; BIEMONTE & VIEIRA, 2006)
além de participarem de processos como rearranjos cromossdmicos atuando em proporcdes

significativas nas variagdes cariotipicas observadas em varios grupos (KIDWELL, 2002).

Diversos estudos demonstram que as sequéncias repetitivas podem estar associadas a
varias funcbes (SHAPIRO, 2010) que vao desde a participacao na estrutura dos cromossomos
e no mecanismo de manutencdo dos telémeros e centrdmeros (PARDUE & DEBARYSHE,
2003; WONG; CHOO, 2004) ate o envolvimento nos processos de replicagdo do DNA (LI et
al., 2002), recombinacéo (BIET et al., 1999), expressdo génica (LIU et al., 2001; PEASTON
et al., 2004; HAN & BOEKE, 2005; VOLFF, 2006) e na origem e evolucdo de cromossomos



sexuais e supranumerarios (LYON, 2000; BACHTROG, 2005, 2006; STEINEMANN;
STEINEMANN, 2005; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; MATSUNAGA, 2009; CIOFFI et
al., 2010).

DNASs repetitivos constituem sequéncias (idénticas ou semelhantes) classificadas nos
genomas eucaridticos em codificantes, representadas pelas familias multigénicas (DNA
ribossomal, proteinas histénicas e pequenos RNAs nucleares) e ndo-codificantes, podendo se
organizar em blocos (in tandem) incluindo os DNAs satélites, minissatélites e microssatélites.
Além das sequéncias dispersas ao longo do genoma, como 0s elementos transponiveis
(Transposable Elements - TES). No entanto, em alguns casos, as sequéncias de TE podem ser
encontradas formando clusters nos cromossomos (SUMNER, 2003; CHARLESWORTH et
al., 1994; NAGODA, et al., 2005; MARTINS et al., 2011) (Figura 6). Estudos relacionados a
organizacdo e mapeamento fisico dessas sequéncias possibilitam uma melhor caracterizacéo

da biodiversidade e cariocaevolucéo da ictiofauna.

Sequéncias
Repetitivas

-
[Cndificantes ] n'éio-codificantes]
L

F . F
Familias
[ ] In tandem Dispersas ]

Génicas

., A L

-
. DNA DNA
[ DNA Satélite ] [ Minissatélite [ Microssatélite ]

v

Figura 6: Organizacdo das classes de DNAs repetitivos em eucariotos (Fonte: adaptado de MARTINS et al.,
2011).



O grupo de peixes apresenta em seu genoma diversas classes de DNAs repetitivos e
muitos trabalhos tém caracterizado esse tipo de sequéncia, descrevendo sua organizagio no
genoma e a relacdo destas com diferentes regibes cromossdmicas, tais como regides
centromeéricas, teloméricas e as regides consideradas marcadores especificos de cromossomos
sexuais e cromossomos B (LANFREDI et al., 2001; MARTINS, 2007; PARISE-MALTEMPI
et al.,, 2007; FERREIRA & MARTINS, 2008; POLETTO et al., 2010; VALENTE et al.,
2011). Ainda ha muito o que compreender sobre essas sequéncias repetitivas no genoma de
peixes, tendo em vista que este constitui um grupo extremamente diversificado e que
representa mais da metade das espécies de vertebrados existentes (OZOUF-COSTAZ et al.,
2004).

A aplicagdo de metodologias citogenéticas a nivel molecular, representada pela
técnica de Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH), permite realizar a identificacdo de
porcdes diferenciadas da cromatina nos cromossomos, obter informacgdes mais precisas acerca
da presenca de sequéncias especificas de DNA, ampliar o conhecimento sobre a estrutura e
funcdo cromossémica, detectar rearranjos cromossémicos, construir mapas génicos e até
mesmo estabelecer relacdes filogenéticas entre os componentes dos diferentes grupos
biologicos (PHILLIPS & REED 1996; OLIVEIRA & WRIGHT 1998; HENNING et al.
2008).

1.4.2 Familias multigénicas

As familias multigénicas sdo sequéncias de DNA que possuem similaridade
estrutural e funcional originadas a partir de um gene ancestral comum (NEI & ROONEY,
2005). Acredita-se que tenham sido formadas por meio de uma série de eventos de duplicacéo
durante a evolucéo e que o acimulo de mutagdes ocorridas ao logo do tempo foi responsavel
pelas pequenas diferengas observadas hoje entre essas sequéncias génicas. No entanto, uma
caracteristica comum a esse agrupamento génico é a presenca de um numero consideravel de
pseudogenes, que mostram grande semelhanca com os genes funcionais da mesma familia,
mas que perderam sua capacidade de expressdo devido a mutagdes adquiridas (FARAH,
2007).

Entre as familias multigénicas encontram-se 0s genes ribossomais (rDNA)

organizados em duas familias distintas compostas por repeticGes organizadas in tandem:
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rDNA 45S (incluindo 18S, 5.8S e 28S), que é responsavel pela organizagdo do nucléolo e
rDNA 5S que € uma sequéncia de codificagdo altamente conservada de 120 pares de bases
(pb) (LONG & DAWID, 1980). Outro agrupamento de multigenes séo representados pelos
genes de Histona. DNAs histbnicos contém sequéncias génicas responsaveis por codificar
cinco tipos de proteinas: H1, H2A, H2B, H3 e H4 (NAGODA et al., 2005), que estdo entre as
mais conservadas formas de proteinas presentes em todos 0s eucariotos, possuindo um
importante papel em processos celulares, como na regulacdo da transcricdo, formacdo da
heterocromatina e no reparo do DNA (Figura 7). Os genes de histona constituem uma familia
multigénica complexa com um ndmero variavel de cdpias agrupadas em uma ou mais regides
cromossémicas (CHILDS et al., 1981). Embora a familia das histonas seja considerada como
um excelente modelo para estudos de mapeamento cromossémico, segundo Cabrero et al.,
(2009), esses genes foram mapeados por hibridizacdo in situ em apenas poucos organismaos.
No grupo de peixes com destaque para a familia Loricariidae, apesar dos grandes avangos em
andlises citogenéticas com enfoque nos DNAs repetitivos considera-se que ainda hd uma

escassez de informacdo sobre a organizacéo e distribuicdo dessas sequiéncias.

H1 H3 H4 H2A H2B

Quintet —_—-—l |_| |_| I_

Figura 7: Organizacdo de familias multigéncas em eucariotos superiores: genes de histona (Adaptado de:
Martins et al., 2011)

Em peixes, os dados sobre a localizagdo cromossémica das sequéncias de histonas ja
foram mapeados para os genes de histona H1, H3 e H4 (PENDAS et al., 1994; HASHIMOTO
et al., 2011, 2013; LIMA-FILHO et al., 2012; PANSONATO-ALVES et al., 2013a, 2013b;
SILVA et al., 2013; PISCOR & PARISE-MALTEMPI, 2015), todos eles apresentando

sequéncias de histonas como blocos conspicuos em cromossomos.

SNRNA U representa uma familia multigénica de RNAs classificada em cinco tipos
U1, U2, U4, U5, U6 que fazem parte de um grande complexo RNA-proteina conhecido como
maquinaria spliceossdbmica (BRINGMANN & LUHRMANN, 1986; VALADKHAN, 2005).
SnRNA U2 participa da formagdo do spliceossomo, atuando ativamente no processo de
maturagdo do mRNA (COLGAN et al., 1998). O gene U2 é altamente conservado no genoma

de eucariotos. No entanto, o numero de locais dessas sequéncias pode ser diferente entre as
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espécies. Isso ocorre porque as familias multigénicas podem adotar diferentes estratégias de
conservacao de suas sequiéncias (MATERA et al., 1990). No grupo de peixes estas sequéncias
foram mapeadas em espécies das familias Batrachoididae, Characidae, Gymnotidae
Merluciidae e Moronidae (MERLO et al., 2010; UBEDA-MANZANARO et al., 2010;
UTSUNOMIA et al., 2014; GARCIA-SOUTO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Apesar de ainda existirem poucos trabalhos utilizando esses marcadores moleculares
no grupo de peixes alguns desses estudos evidenciaram caracteristicas particulares nos
cariotipos analisados, como dispersdo diferencial de sitios e associagdo com o rDNA 5S ou
18S (HASHIMOTO et al., 2011, 2013; LIMA-FILHO et al., 2012; PANSONATO-ALVES et
al. 2013, 2013b). Outros trabalhos mostraram que os genes das histonas H1, H3 e H4 estdo
agrupados no mesmo local em peixes do género Astyanax (PANSONATO-ALVES et al.,
2013b, SILVA et al., 2013). Utsunomia et al., (2014) observaram que as sequéncias de
histonas H3 e H4 parecem estar ligadas uma a outra e que no género Synbranchus sua
dispersdo ocorre em pequenos grupos ao longo do genoma. Além disso, em alguns pares de
cromossomos acrocéntricos, pode haver uma pequena acumulacdo desses sitios
caracterizando um modo distinto de organizacdo dessas sequéncias em cromossomos de

peixes.
1.4.3 Mapeamento fisico de familias multigéncias em Loricariidae

Em Loricariidae os principais estudos de mapeamento cromossémico utilizando
sequéncias de familias multigénicas foram voltados para os DNAs ribossomais e diversas
analises citogenéticas tém sido realizadas, principalmente, com sondas de rDNAs 18S e 5S
nesta familia, entre os géneros ja estudados estdo Hypostomus (BUENO et al., 2014;
PANSONATO-ALVES et al.,, 2013; RUBERT et al, 2011; TRALDI et al.,, 2013),
Hypancistrus (DA SILVA et al., 2014), Harttia (BLANCO et al., 2014; CENTOFANTE et
al., 2006), Ancistrus (MARIOTTO et al., 2011), entre outros. A maioria destes estudos
demonstra uma grande variacdo tanto no namero desses sitios quanto na sua localizag&o.
Outra familia multigénica utilizada em estudos citogendmicos sdo as Histonas (MARTINS et
al., 2011). Na familia Loricariidae o mapeamento fisico de genes de Histonas é restrito ao
género Hypostomous, sendo descrita apenas a histona H3 para trés espécies: Hypostomus
ancistroides, H. strigaticeps e H. nigromaculatus, localizadas predominantemente em regido
pericentromeérica, mas também em regido terminal de alguns cromossomos (PANSONATO-
ALVES et al., 2013).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Entender a organizacdo cromossémica e o papel das familias multigénicas na diversidade
cariotipica das espécies Spatuloricaria sp., Scobinancistrus aureatus e Scobinancistrus

pariolispos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Descrever o cariotipo da espécie Spatuloricaria sp.

2. Isolar e caracterizar as sequéncias repetitivas dos genes de histona (H1 e H3) e SnRNA U2
nas espécies Spatuloricaria sp., Scobinancistrus aureatus e Scobinancistrus pariolispos.

3. Comparar os padrdes de organizagdo cromossdmica das familias multigénicas entre as

espécies de Hypostominae e Loricariinae com 0s grupos descritos na literatura.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS

No presente estudo foram utilizadas amostras de individuos machos e fémeas de 3
espécies da familia Loricariidae, entre elas: Spatuloricaria sp. (2 machos e 1 fémea) coletados
na cidade de Abaetetuba — PA, rio Caripetuba (S=1°37°23,49”’, W=48°55"33"’);
Scobinancistrus aureatus (2 machos e 2 fémeas) e Scobinancistrus pariolispos (1 macho e 3
fémeas). Provenientes do rio Xingu proximo a Belo Monte (S=03°06'12.8", W=51°43'53.9") e
Gorgulho da Rita, Altamira-PA (S=03°20'06.2", W=52°10'32.9"). As coletas foram
autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo e Biodiversidade (ICMBIO).
Licenca de nimero 020/2005.

3.2 OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS

Os cromossomos mitdticos foram obtidos a partir de células do rim cefalico das
amostras de peixes. A metodologia empregada seguiu o protocolo proposto por Bertollo et al.
(1972), com modificacdes. Foi injetada uma solucdo de colchicina na concentracdo de
0,025%, com a proporcdo de 1 mL/ 100 g do peso do animal, na regido dorso-lateral com o

auxilio de uma seringa de insulina (para animais pequenos) ou de uma seringa de 3 mL e
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agulha 25 x 7 mm (para animais grandes). Posteriormente, os animais foram mantidos em
aquario aerado por 45 minutos e em seguida eutanasiados para a retirada do rim cefélico. O
rim foi colocado em solucédo hipoténica de KCI 0,075 M e com o auxilio de pinca, tesoura e
macerador de vidro o 6rgdo foi submetido a um processo de dissociacdo. Apos isso, 0 material
ficou em estufa a 36-37 °C por 30 minutos. Passado o tempo na estufa, 0s grumos de tecidos
que ndo foram completamente dissociados foram retirados com auxilio de pinga e logo em
seguida acrescentou-se de 1 a 2 mL de fixador Carnoy (3 partes de Metanol e 1 parte de
Acido Acético), ressuspendendo o material em placa de Petri e transferindo-o para tubos de
centrifuga com auxilio de pipeta Pasteur. Feito isso, 0 material foi centrifugado a 900 rpm,
durante 8-10 minutos. O sobrenadante descartado e novamente foi adicionado fixador Carnoy
(5-10 mL), ressuspendendo suavemente a preparacdo cromossémica por 5 minutos que

posteriormente foi armazenada em freezer -20 °C.
3.3 PREPARACAO CITOLOGICA DAS LAMINAS

As laminas foram bem lavadas com sabdo neutro, agua destilada, alcool 70% e
postas para secar ao ar. Apos isso, foi realizada a ressuspensdo do material com o auxilio de
pipeta Pasteur e posteriormente pingou-se 10 pL da suspensédo celular sobre a lamina a qual
deve conter uma pelicula de agua para que isso proporcione um melhor espalhamento dos
cromossomos metafasicos. Em seguida, as laminas foram colocadas para secar em
temperatura ambiente e, ao fim, foram armazenadas em caixas apropriadas mantidas em

temperatura ambiente até 0 momento de sua utilizagao.
3.4 EXTRACAO DE DNA

O DNA genémico foi extraido a partir do tecido muscular da espécie Scobinancistrus
pariolispos e fixado em etanol 100% utilizando o método de fenol-cloroférmio descrito por
Sambrook & Russel (2001) que consiste em macerar o tecido em um tubo do tipo eppendorf,,
adicionar 500 pL de tampéo de digestdo, aquecer as amostras em banho-maria a 50°C por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos até que haja uma boa digestdo do tecido.
Posteriormente adicionar 500 pL de fenol-cloroformio para a homogeneizagdo das amostras
durante 15 minutos. Em seguida, centrifugar por 15 minutos a 15.000 rotagdes por minuto
(rpm) e transferir o sobrenadante para um segundo tubo. Acrescentar 0,2 do volume total da
reacdo de NaCl 1M e dois volumes de etanol 100% gelado e agitar suavemente de modo a
precipitar o0 DNA. Centrifugar por 5 minutos a 15.000 rpm, descartar o sobrenadante e

acrescentar cuidadosamente 375 pL de etanol 70% para lavar. Centrifugar novamente por 15
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minutos a 15.000 rpm, descartar o sobrenadante e secar o DNA (temperatura ambiente ou
estufa até 40°C). Para finalizar eluir as amostras com 250 pL de &gua ultrapura.

3.5 ISOLAMENTO DE DNAS REPETITIVOS

Para a amplificagdo das histonas foram utilizados os conjuntos de primers: ScaH3F
5“-GGC NMG NAC NAA RCA RAC e ScaH3R 5“-TGD ATR TCY TTN GGC ATD AT e
Sca H1F 5“-GCN ATH AAR AAR TAY AT e ScaH1R 5“GGY TTN GGN GCY TTN GG
desenhados por Cabral-de-Mello et al., (2010). E para snRNA U2: F5-TCT CGG CCT
(AT)(AT)T GGC TAA-3' ¢ R5'-G(AC)G GTA (GC)TG CAA TAC CGG-3' Segundo Colgan
et al., (1998).

3.6 MARCACAO DAS SONDAS

Os produtos das PCRs foram quantificados em equipamento Epoch Microplate
Espectrophotometer (BioTek Instruments) a partir do Software Gen5 2.03.1. Apoés
padronizacdo das PCRs para cada um dos primers, as sondas foram obtidas por meio de PCR

por Nick Translation e Dig-nick (Roche) para a marcacdo com digoxigenina.
3.7 TECNICA DE HIBRIDIZACAO in situ FLUORESCENTE

A Hibridizacao in situ Fluorescente foi realizada segundo Pinkel et al., (1986), com
modificagdes: sobre uma lamina citologicamente preparada pingar 200 upl de solugdo
contendo RNase (1 puL de Rnase para cada 1000 uL de 2 x SSC). Feito isso, cobrir a ldamina
com laminula de vidro (14 x 50 mm) por 20 min. Apos, retirar a laminula para que a lamina
seja lavada em solucdo de 2 x SSC por 2 minutos. Colocar a lamina em uma solucdo de
pepsina (50 mL de HCI 4,8 N para 0,5 mL de pepsina) por 3 minutos. Lavar a lamina em 2 x
SSC por 3 vezes por 2 minutos em cada. Desidratar 0s cromossomos em uma bateria de
alcool (2x70% por 2 minutos, 2x90% por 2 minutos cada e 1x100% por 4 minutos). Deixar a
lamina em estufa a 60° C por 1 hora. Posteriormente, imergir a ld&mina em solucdo de
formamida 70% a 65° C por 45 segundos para desnaturacdo dos cromossomos. Em seguida,
desidratar novamente os cromossomos em uma bateria de &lcool como descrito anteriormente,
porém, substituindo o primeiro alcool da bateria por etanol 70% gelado durante 4 minutos.
Diluir a sonda em tampao de hibridizacdo (2 pL. de sonda marcada com digoxigenina para 10
pL de tampao). Desnaturar a sonda a 70° C por 15 minutos. Pingar 12 pL de solugdo contendo
a sonda na lamina, cobrir com laminula e deixar hibridizar durante 24-48 horas em estufa a
37°C.
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3.7.1 LAVAGEM DE ESTRINGENCIA

Retirar a laminula e colocar a lamina em formamida 50% a 40° C (2x por 2°30").
Colocar a ldmina em 2 x SSC a 40° C (2x por 2°30’’). Colocar a lamina em de detergente 4
Tween (200 mL de 4 x SSC para 100 uL de Tween) a 40° C por 5 minutos. Pingar 100 uL de
solucao de deteccao (0,2 puL de avidina CY3 para 100 pL. de 4 Tween ou 0,4 pL de
antidigoxigenina para 100 pL de 4 Tween), cobrir com laminula e deixar em estufa a 37° C
por 30 minutos. Retirar a laminula e lavar a Iamina em 4 Tween em temperatura ambiente 3
vezes por 2 minutos cada. Pingar 8 uL. de DAPI com Antifade Vectashield H-1000 (Vector)

sobre as metafases, cobrir com laminula de vidro 24 x mm e selar.
3.7.2 CAPTURA DE IMAGENS

As melhores metéafases foram coradas e observadas em microscopio Olympus BX41
e capturadas com camera digital CCD 1300QDS. O caridtipo de Spatuloricaria sp. foi
organizado de acordo com a metodologia proposta por Levan et al., (1964). Ja as laminas
previamente hibridizadas foram capturadas utilizando o software Nis-Elements no
microscopio Nikon H550S. A edicdo das imagens de FISH foi realizada com auxilio do

programa Adobe Photoshop CS6.
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4. CAPITULO 1

Descricdo cariotipica e mapeamento fisico de familias multigénicas (Histonas H1-H3 e
snDNA U2) nas espécies Spatuloricaria sp., Scobinancistrus aureatus e Scobinancistrus

pariolispos (Siluriformes, Loricariidae)
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RESUMO

A familia Loricariidae apresenta a maior riqueza de peixes bagres Neotropicais sendo
considerada a maior familia da ordem Siluriformes com mais de 900 espécies validas
distribuidas em 100 géneros, entre eles Scobinancistrus e Spatuloricaria. Estudos
citogenéticos em Loricariidae demonstram uma grande variacdo no grupo, indicando a
ocorréncia de diferentes tipos de rearranjos cromossomicos. Nesse contexto, realizamos o
mapeamento dos genes de Histonas (H1-H3) e snDNA U2 nas espécies Scobinancistrus
aureatus, Scobinancistrus pariolispos e Spatuloricaria sp. e a segunda descricao cariotipica
de um cit6tipo do género Spatuloricaria que apresentou 2n=66 e NF=82. O mapeamento com
genes de histonas H1 e H3 evidenciou marcacdes semelhantes nas duas espécies de
Scobinancistrus com sinais dispersos ao longo dos cromossomos. Em Spatuloricaria sp. estas
sequéncias mostraram-se formando clusters na regido terminal dos cromossémicos com H1
apresentando sinais nos 3 primeiros pares e H3 apenas nos 2 primeiros. Sugerimos a
colocalizacdo dessas sequéncias nos pares 1 e 2 dessa espécie. SNnDNA U2 apresentou padrdes
distintos nas trés espécies, com marcacles pericentroméricas em apenas um Cromossomo nos
pares 3 e 18 de S.aureatus e no par 15 de S. pariolispos. Na espécie Spatuloricaria sp.
observamos sinais de marca¢do na regido intersticial do braco longo do par 1. Os sitios com
padrdo disperso revelados no presente estudo podem ser resultado de associacdes de
sequéncias de histonas (H1-H3) a elementos transponiveis (TES) devido a similaridade
encontrada nos seus padrdes de distribuicdo mapeados em cromossomos de peixes. As
sequéncias da histona H1 em apenas um cromossomo do par 1, provavelmente esta
relacionada a eventos de recombinacdo ndo-homologa em que partes dessas podem ter sidos
carregadas para um dos cromossomos correspondentes. Os diferentes padrdes de marcagéo
observados no presente estudo ressaltam a importancia do uso de marcadores moleculares em
estudos citogendmicos para a compreensdo da estrutura e dindmica organizacional dos

genomas de peixes e da familia Loricariidae.

Palavras-chave: DNAS repetitivos, familias multigénicas, histonas, ShDNA U2
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INTRODUCAO

Os DNAs repetitivos séo classificados nos genomas eucarioticos em codificantes,
representados pelas familias multigénicas (DNA ribossomal, proteinas histonicas e pequenos
RNAs nucleares) e ndo-codificantes, podendo se organizar em blocos (in tandem) incluindo
0s DNAs satélites, minissatélites e microssatélites. Além das sequéncias dispersas ao longo do
genoma, como 0s elementos transponiveis (Transposable Elements - TES). Diversos estudos
demonstram que sitios ricos em DNAs repetitivos sdo pontos criticos para a ocorréncia de
quebras (double strand breaks - DSB), recombinacdo ndo homdloga e reorganizacao
cromossémica em diferentes organismos (Cazaux et al., 2011; Farré et al., 2011; Barros et al.,
2017; Cavalcante et al., 2018).

Os genes de histona compdem uma familia multigénica complexa com nimero
variavel de cdpias agrupadas em uma ou mais regides cromossémicas (Childs et al., 1981)
com sequéncias responsaveis por codificar cinco tipos de proteinas: H1, H2A, H2B, H3 e H4
(Nagoda et al., 2005). A organizacao agrupada destes genes torna essas sequéncias excelentes
marcadores moleculares em estudos sobre a variagdo cromossomica e organizagao gendmica
em muitos grupos de eucariotos (Cabral-de-Mello et al., 2011). As altas taxas de mutagdo em
regibes intergénicas de familias multigénicas representam uma importante fonte de
variabilidade genética e podem gerar sitios propensos a quebra conhecidos como “double
strand breaks” (DSB), os quais promovem a reorganizagdo dos cromossomos durante a
evolucdo cariotipica (Carvalho et al., 2011; Bruschi et al., 2014; Barros et al., 2017

Georgieve & Karagyozov, 2012).

Em peixes, os dados sobre a localizacdo cromossémica de sequéncias de DNAs
histénicos sdo descritos para os genes de H1, H3 e H4 (Pendas et al., 1994; Hashimoto et al.,
2011, 2013; Lima-Filho et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013a, 2013b; Silva et al., 2013;
Piscor & Parise-Maltempi, 2015). Alguns desses estudos demonstram a sintenia dos genes de
H1 com genes ribossomais 5S e 18S (Hashimoto et al., 2011, 2013; Costa et al., 2014) e
associacdo entre as sequéncias de histona H3 e cromossomos B (Utsunomia et al., 2016). Na
familia Loricariidae 0 mapeamento fisico de genes de histona encontra-se restrito ao género

Hypostomus.

Os genes de sSnDNA U2 sdo sequéncias que participam da formagéo do spliceossomo

atuando ativamente no processo de maturacio do RNAm (COLGAN et al.,, 1998). O



20

mapeamento destas sequéncias em diferentes organismos indica que estas possam estar
ligadas a outras familias multigénicas (Peliccia et al., 2001; Manchado et al., 2006). No grupo
de peixes os genes de sSnDNA U2 foram mapeados em espécies das familias Batrachoididae,
Characidae, Gymnotidae, Merluciidae e Moronidae (Merlo et al., 2010; Ubeda-Manzanaro et
al., 2010; Utsunomia et al., 2014; Garcia-Souto et al., 2015; Silva et al., 2015) podendo
apresentar diferentes padrdes de organizacdo cromossdmica (Ubedo-Manzanaro et al., 2010) e

estar associados a cromossomos sexuais (Utsunomia et al., 2014) .

Em Loricariidae os principais estudos de mapeamento cromossdmico utilizando
sequéncias de familias multigénicas foram voltados para os DNAs ribossomais e diversas
analises citogenéticas tém sido realizadas. No entanto, ainda h&d muito que compreender sobre
o0 papel dessas sequéncias no genoma de peixes, tendo em vista que este constitui um grupo
extremamente diversificado e que representa mais da metade das espécies de vertebrados
existentes (Ozouf-Costaz et al., 2004).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo descrever o cariotipo da espécie
Spatuloricaria sp. e realizar o mapeamento fisico de familias multigéncias (genes de histona
H1, H3 e snDNA U2) nas espécies Scobinancistrus aureatus, Scobinancistrus pariolispos e
Spatuloricaria sp. O mapeamento de elementos repetitivos é uma ferramenta fundamental
para compreensdo da organizacdo, distribuicdo e comportamento dessas sequéncias no
genoma (Mehrota & Goyal, 2014).

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram analisados individuos machos e fémeas de 3 espécies da
familia Loricariidae: Spatuloricaria sp. (2 & e 1 @) com ponto de coleta no rio Caripetuba
proximo a cidade de Abaetetuba-PA (S=1°37°23,49°, W=48°55’33""); Scobinancistrus
aureatus (2 de 2 Q) e Scobinancistrus pariolispos (1 & e 3 Q) coletados no rio Xingu
préximo a Belo Monte (S=03°06'12.8", W=51°43'53.9") e no Gorgulho da Rita, Altamira-PA
(5=03°20'06.2", W=52°10'32.9") (Fig. 1). As coletas tiveram autorizacdo do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo e Biodiversidade (ICMBIO); Licenca de numero 020/2005. Os
animais foram anestesiados com eugenol e 0s cromossomos metafasicos extraidos de células

mitéticas do rim cefdlico como descrito por Bertollo et al., (1972). A organizacdo dos
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cariotipos seguiu o sistema de classificacdo descrito por Levan et al., (1964) com

cromossomos dispostos aos pares e em ordem decrescente de tamanho.
Producéo das sondas de DNA

O DNA gendmico foi extraido de células do tecido muscular da espécie
Scobinancistrus pariolispos por meio do método de proteinase K e fenol/cloroférmio descrito
por Sambrook et al., (1989) e fixado em etanol 100%. A obtencdo das sondas se deu pela
amplificacdo das sequéncias repetitivas de H1, H3 e snDNA U2 por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) através de um conjunto de primers (Tabela 1). Os fragmentos de DNA
foram purificados utilizando GenElute Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich) de acordo com as
recomendacdes do fabricante e as sondas foram marcadas por Nick-Translation com DIG-

Nick Translation Mix (Roche) para a marcacdo com digoxigenina.
Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi realizada segundo o protocolo descrito por Pinkel et al., (1986)
com modificagcdes. Os sinais de marcacdo foram detectados por meio de uma solucdo de
deteccdo (0.4 ul do fluorocromo anti-digoxigenina FITC e 100 pul de 4xTween). Os
cromossomos foram contracorados com 7 ul de DAPI contendo Antifade Vectashield H-100
(Vector). As metafases foram visualizadas em microscopio de epifluorescéncia com filtros
apropriados para cada fluorocromo e fotografadas através do software Nis-Elements no
microscopio Nikon H550S. A edicdo das imagens foi feita no programa Adobe Photoshop
CS6.
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Figura 1: Pontos de coleta das amostras analisadas no presente estudo.
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Tabela 1: Conjunto de primers utilizados para a produgéo das sondas do presente estudo

DNA repetitivo Primers Referéncias

8SF 5'-TCTAAGTACRCRCGGCCGGTA

H1 18SR 5-CAAGAACGAAAGTCGGAGGTT Cabral-de-Mello et al., (2010).
ScaH3F 5’-GGC NMG NAC NAA RCA RAC
H3 ScaH3R 5’-TGD ATR TCY TTN GGC ATD AT Cabral-de-Mello et al., (2010).
F5-TCT CGG CCT (AT)(AT)T GGC TAA-3'
SnDNA U2 R5'-G(AC)G GTA (GC)TG CAA TAC CGG-3' Colgan et al., (1998)
RESULTADOS

Spatuloricaria sp. apresentou numero diploide de 2n=66 e fdérmula cariotipica
composta por 50 cromossomos acrocéntricos, 10 submetacéntricos e 6 metacéntricos (50a,
10sm e 6m) com numero fundamental de NF=82. Ndo foram observados cromossomos

sexuais com diferenciacdo morfoldgica para essa espécie (Fig. 2).

A FISH com os genes de histona H1 apresentou um padrdo disperso em
Scobinancistrus aureatus e Scobinancistrus pariolispos (Fig. 3a e 3b). Em Spatuloricaria sp.
foram detectados pequenos blocos dispostos na regido terminal dos cromossomos dos pares 1,
2 e 3 (Fig. 3c). O padrdo de marcacdo da Histona H3 foi similar as marcacfes encontradas
para a histona H1 nas duas espécies de Scobinancistrus, com a presenca de sinais dispersos
distribuidos ao longo dos cromossomos (Fig. 3d e 3e). Na espécie Spatuloricaria sp. foram
identificados blocos de sequéncias de histona H3 localizadas nas regides terminais dos pares 1
e 2, no entanto, no par 1 a marcacgdo foi evidenciada em apenas um dos cromossomos (Fig.
3f). Os sinais de hibridizacdo das sequéncias de snDNA U2 foram observados em
cromossomos de pares diferentes na espécie S. aureatus com marcagBes na regido
pericentromérica em apenas um dos cromossomos dos pares 3 e 18 (Fig. 4a). Em S.
pariolispos foram observadas marcacdes pericentroméricas no par submetacéntrico 15 (Fig.
4b). Spatuloricaria sp. apresentou sinais de marcagao na regido intersticial do brago longo dos

cromossomos do par 1 (Fig. 4c).



Figura 2: Caridtipo da espécie Spatuloricaria sp. corado com fluorocromo DAPI.
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S. aureatus

S. pariolispos Spatuloricaria sp.
c

S. aureatus S. pariolispos Spatuloricaria sp.

Figura 3: Mapeamento fisico dos genes de histonas H1 a) S. aureatus b) S. pariolispos c)

Spatuloricaria sp.; H3 d) S. aureatus e) S. pariolispos f) Spatuloricaria sp.

Par 3 Par 18

Figura 4: Mapeamento do snDNA U2 no genoma de a) S. aureatus b) S. pariolispos ¢) Spatuloricaria

sp.
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DISCUSSAO
Descricédo cariotipica de Spatuloricaria sp.

Das 12 espécies do género Spatuloricaria reconhecidas na literatura até o presente
estudo, apenas uma havia sido caracterizada citogeneticamente. Spatuloricaria sp. apresentou
namero diploide de 2n=66 assim como o cit6tipo descrito nos trabalhos de Ferreira et al.
(2014). No entanto, com relacdo ao estudo anterior, apesar de haver uma manutencao no 2n,
observamos diferencas na macroestrutura dos cromossomos refletindo no numero
fundamental (NF). Spatuloricaria sp apresentou NF=82 diferentemente do NF=92 descrito
por Ferreira et al (2014). Os dois caridtipos sdo formados predominantemente por
cromossomos acrocéntricos. Desse modo, sugerimos que a origem desses cromossomos esteja
relacionada a rearranjos Robertsonianos do tipo fissdo céntrica. Diversos estudos demonstram
que entre os principais eventos envolvidos na diversificacdo cariotipica de Loricariidae
destacam-se 0os mecanismos de fuséo e fissdo céntrica (Alves et al., 2003; Ziemniczack et al.,
2012; Blanco et al., 2013; Errero-Porto et al., 2014).

Assim como no estudo de Ferreira et al. (2014), ndo observamos a presenca de
cromossomos sexuais com diferenciagdo morfoldgica. Portanto, Spatuloricaria sp conserva o
cardter homomorfico que é considerado comum entre os representantes da familia
Loricariidae. A maioria das espécies de peixes Neotropicais estudadas citogeneticamente ndo
apresenta cromossomos sexuais diferenciados (Moreira-Filho et al., 1993; Centofante et al.,
2002). E importante considerar que a heterogametia so foi observada em cerca de 6% das
espécies de peixes cariotipadas, das quais estima-se que por volta de 63 casos correspondem

aos peixes Neotropicais (Oliveira et al., 2009).
Organizagdo cromossdmica de familias multigénicas

Os sinais de marcacdo dispersos evidenciados por FISH para os genes das histonas
H1-H3 em S. aureatus e S. pariolispos revelaram um padrdo de distribuicdo considerado
atipico para estes marcadores, uma vez que a maioria dos estudos mostram clusters dessas
sequéncias bastante conservados com relacdo a localizagdo fisica nos cromossomos de
organismos relacionados, como observado em espécies de gafanhotos (Cabrero et al., 2009) e
em outras espécies de peixes (Pendas et al., 1994a; Hashimoto et al., 2011). Resultado
semelhante foi encontrado por Utsunomia et al. (2014) que mapearam 0s genes das histonas

H1-H4 em Synbranchus marmoratus e propuseram que estes sitios estdo organizados em
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pequenas repetices e sdo abundantes no genoma. Pucci et al. (2018) ao mapearem a
distribuicdo dos sitios de histonas H1-H4 em espécies do género Characidium encontraram
sinais de marcacéo adicionais dispersos e, através do isolamento e analise dessas sequéncias,
perceberam que ha uma insercdo de elementos transponiveis (ERV1 e Gypsy) e que estes
podem ter atuado na dispersdo dos genes de histonas pelo genoma. Desse modo acreditamos
que, assim como proposto no estudo anterior, 0s sitios com padrdo disperso revelados no
presente estudo tenham sido resultado de associagdes de sequéncias de histonas (H1-H3) a
elementos transponiveis (TEs) devido a similaridade encontrada nos seus padrbes de
distribuicdo mapeados em cromossomos de peixes (Ferreira et al., 2011a, 2011b) onde a
andlise das sequéncias sera fundamental para corroborar os resultados.

Sugerimos que na espécie Spatuloricaria sp. 0s genes das histonas H1-H3 possam
estar colocalizados, onde seu padrdo de marcacao evidenciou a presenca de blocos conpiscuos
nas regides terminais dos trés primeiros pares cromossémicos. A presenca de sequéncias
repetitivas ocorrendo na mesma regido cromossomica foi relatada nos trabalhos de Ayres-
Alves et al. (2017) que descreveram a colocalizacdo cromossémica do elemento transponivel
Rex1l e rDNA 18S em duas espécies da subfamilia Hypostominae. Destacamos que em
Spatuloricaria sp. as sequéncias da histona H1 foram evidenciadas em apenas um
cromossomo do par 1 e acreditamos que isso esteja relacionado a eventos de recombinagéo
ndo-homdloga em que partes dessas podem ter sidos carregadas para um dos cromossomos
correspondentes a0 primeiro par ou que essas Sequéncias estejam presentes em uma
guantidade tdo pequena nesse cromossomo tornando dificil sua deteccdo pela técnica de
FISH.

Entre as familias multigénicas mapeadas em estudos anteriores ressaltamos que, ao
contréario dos cistrons de rDNA, 0s genes de histona geralmente sdo encontrados em 1 ou 2
pares cromossdmicos no grupo de peixes assim como nos demais vertebrados (Pendas et al.,
1994a; Hashimoto et al., 2011, 2013; Silva et al. 2014; Costa et al. 2014). Com base nos
nossos dados e em estudos mais recentes acreditamos que a distribuicdo dos genes de histonas
em cromossomos de peixes parece ndo ser tdo conservada como se pensava anteriormente.
Nossos resultados demonstram um padrdo incomum para 0 grupo, no entanto, destacamos que
s80 necessarios mais estudos utilizando esses marcadores moleculares para o melhor
entendimento da sua organizacdo cromossdmica na familia Loricariidae e no grupo de peixes
de modo geral.

A localizacdo dos sitios de snDNA U2 nas regides pericentroméricas de

cromossomos de peixes ja foi reportada na literatura, como observado nos trabalhos de Pucci
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et al. (2018) que descreveram a presenca desses genes no primeiro par cromossomico de trés
espécies de Characidium relatando um provavel conservadorismo dessas sequéncias na
organizacdo cromossdmica das espécies desse género. Em contrapartida, nossos resultados
mostraram um padrdo de marcacao diferente entre as duas espécies do género Scobinancistrus
onde observamos a localizagéo diferencial em S. aureatus com clusters em cromossomos néo
homdlogos nos quais foram encontrados sinais de marcacdo presentes em apenas um dos
cromossomos do par 3 e 18. Em Scobinancistrus pariolispos as marca¢Ges de snDNA U2
foram evidenciadas no par 15. Assim, sugerimos que esse género nao € conservado quanto a
localizacdo fisica dessas sequéncias. Em estudos anteriores foi relatada a colocalizacdo de
sequéncias de snDNA U2 com sitios ribossémicos (Cross & Rebordinos, 2005; Manchado et
al., 2006; Ubeda-Manzanaro et al., 2010; Scacchetti et al., 2015a). No entanto, nio
observamos marcacdes que possam estar associadas aos sitios de sequéncias de rDNA que ja
foram mapeados para as duas espécies de Scobinancistrus (Ferreira et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que a espécie Spatuloricaria sp. apresenta sitios de
snDNA U2 localizados na regido intersticial do braco longo dos cromossomos do par 1.
Garcia-Souto et al. (2015) observaram um padrdo semelhante destas sequéncias que foram
evidenciadas na regido instersticial/subcentromérica do par 13 em Merluccius merluccius.
Dados sobre a localizagdo fisica de sitios de ShDNA U2 em peixes sdo considerados escassos
e dois padrbes comuns de marcagdo foram reconhecidos para este grupo: (I) formando
clusters em um ou mais pares cromossomémicos como observado em nosso resultaodos e (11)
dispersos pelo genoma (Ubeda-Manzanaro et al. 2010, Utsunomia et al. 2014, Scacchetti et al.
2015, Silva et al. 2015). Observa-se que assim como no presente estudo as sequéncias de
snDNA U2 podem apresentar diferentes padrdes de distribuicdo em outros grupos de peixes.
Nossos resultados sugerem que independente da localizagdo cromossdmica o nimero de sitios
de snDNA U2 parece ser conservado nas 3 espécies analisadas, assim como descrito para 0s
género Astyanax e Bryconamericus (Silva et al., 2015; piscor et al., 2016, Piscor et al., 2018).
Os diferentes padrbes de marcacdo observados no presente estudo ressaltam a importancia do
uso de marcadores moleculares em estudos citogendmicos para a compreensao da estrutura e

dindmica organizacional dos genomas de peixes e da familia Loricariidae.
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5. CONCLUSOES

v' A espécie Spatuloricaria sp. apresentou nimero diploide semelhante ao citotipo
descrito na literatura (2n=66), mas a diferenca observada no nimero fundamental
sugere pequenas alteracdes macroestruturais na subfamilia Loricariinae. A abundancia
de cromossomos acrocéntricos pode indicar uma tendéncia evolutiva no género

Spatuloricaria mediada por rearranjos Robertsonianos do tipo fissdo céntrica,

v" A marcacdo dispersa dos genes das histonas H1 e H3 em Scobinancistrus aureatus e
Scobinancistrus pariolispos sugere que 0s sitios dessas sequéncias nos Cromossomos
em peixes possam ndo ser tdo conservados como demonstrado em estudos anteriores e
que associacdes com elementos de transposi¢cdo podem estar atuando na disperséo

desses genes.

v" Nossos resultados sugerem que independentemente da localizacdo cromossdémica o
numero de sitios de snDNA U2 parece ser conservado entre as espécies descritas
marcando em apenas 1 par cromossdmico em cada espécie, corroborando os estudos

mais recentes com mapeamento dessas sequéncias em peixes.
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