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RESUMO

Conhecidos popularmente como “cascudos”, os peixes da familia Loricariidae apresentam o
corpo recoberto de placas ossificadas dispostas em séries, além de boca sugadora na posicao
ventral. Apresentando uma taxonomia ainda controversa e em constante revisao, esta familia é
subdividida em seis subfamilias (Lithogeneinae, Delturinae, Rhinelepinae, Loricariinae,
Hypoptopomatinae e Hypostominae), onde estdo presentes espécies com ampla plasticidade
dos nameros diploides (2n) e de formulas cariotipicas. Destoando do 2n = 52 cromossomos,
considerado basal em Ancistrini, 0 género Ancistrus (Hypostominae) apresenta uma reducéo
do 2n na maioria das espécies, resultado principalmente de fusdes céntricas, ou Robertsonianas
- Rb, além de inversdes, transposicdes e translocacbes que contribuiram para a variacdo da
morfologia dos cromossomos. Essas alteragdes geralmente ocorrem associadas as quebras do
DNA em locais altamente repetitivos e instaveis, os “pontos de quebras evolutivas”,
considerados hotspots para rearranjos cromossomicos. Essas sequéncias repetitivas podem estar
organizadas em blocos (familias multigénicas, DNAs satélite, minissatélite e microssatélites)
ou se apresentarem dispersas pelo genoma (elementos transponiveis - TEs). A familia
multigénica dos SnRNAs U (pequenos RNAs ricos em uridina) participam do processo de
splicing do pré-RNA, e séo considerados bons marcadores para a compreensdo de rearranjos
cromossémicos e das relacdes evolutivas entre espécies proximas. Objetivando-se conhecer
quais os tipos de sequéncias repetitivas e seu envolvimento nos eventos de fissdo/fuséo
cromossémica gerador de diversidade cariotipica no género, neste trabalho foi realizada a
descricdo e mapeamento cromossdmico das sequéncias dos sSnRNAs U1, U2, U4, U5 e U6 nos
genomas de trés espécies de Ancistrus (Ancistrus aguaboensis - 2n = 50, Ancistrus cf.
multispinis - 2n = 52 e Ancistrus sp. - 2n = 50). As sequéncias nucleotidicas obtidas dos
snRNAs, bem como as suas estruturas secundarias preditas, mostraram similaridade com as
suas correspondentes em peixes. Nos cariotipos das espécies analisadas, 0os SnRNAs U2 e U5
apresentaram sequéncias clusterizadas e colocalizadas em um Unico sitio cromossémico, ja o
SnRNA Ul apresentou marcacdo em par unico. A localizacdo in situ para o snRNA U4
evidenciou marcacdes dispersas em diversos pares de cromossomos, porém ndo foram
visualizadas marcagdes com a sonda do sSnRNA U6. Descritos previamente como “pontos de
quebra evolutiva” em Loricariidae, devido a verificacdo do seu reuso em eventos de quebras e
rearranjos cromossdmicos, os rDNAs mostraram-se ndo sinténicos as sondas de SnRNAs
analisadas. Este é o primeiro estudo de caracterizacdo de sequéncias e localizacdo in situ de
SnRNAs em espécies de Ancistrus, porém os dados moleculares e cromossémicos avaliados
para estas sequéncias repetitivas, nas trés espécies analisadas, ndo evidenciaram o envolvimento
desta familia multigénica nos rearranjos cromossdémicos que ocasionaram a diversificacdo
cariotipica das espécies de Ancistrus.

Palavras-chave: DNAs repetitivos; evolugdo cariotipica; FISH.



ABSTRACT

Popularly known as “armored catfishes”, the fishes belonging to Loricariidae have their bodies
covered by ossified dermal plates organized in series, in addition to a sucking mouth in the
ventral position. Loricariidae presents a controversial taxonomy with a lot of undescribed
species in the scientific literature. This family is divided in six subfamilies (Lithogeneinae,
Delturinae, Rhinelepinae, Loricariinae, Hypoptopomatinae and Hypostominae), presenting
species with extensive chromosome variation, due to a high variation in the diploid number (2n)
and karyotype formulas. Diverging from the 2n = 52 chromosomes, considered basal for
Ancistrini, the Ancistrus genus (Hypostominae) shows a 2n reduction in most species via centric
fusions events (Robertsonian — Rb), in addition to inversions, transpositions and translocations
events, which have contributed to the chromosome morphology variation. These
rearrangements usually are associated to DNA double-strand breaks in highly repetitive
unstable regions, considered “evolutionary breaking points”, which are considered hotspots for
chromosomal rearrangements. These repetitive sequences can be organized in blocks
(multigenic families, satellite, mini-satellites and micro-satellites DNAs) or are dispersed
throughout the genome (transposable elements - TEs). The U snRNA multigenic family
participates in pre-mRNA splicing process. Considering cytogenetic analyzes, U snRNAs are
considered good markers for the understanding of chromosomal rearrangements and are useful
to understand the evolutionary relationships among closely related species. Aiming to
understand what types of repetitive DNA sequences are involved in chromosomal fission/fusion
events, which probably generated the karyotype diversity present in the genus, it was performed
the description and chromosomal mapping of U1, U2, U4, U5 and U6 snRNAs sequences on
the genome of three species of Ancistrus (Ancistrus aguaboensis - 2n = 50, Ancistrus cf.
multispinis - 2n = 52 e Ancistrus sp. - 2n = 50). The obtained nucleotide sequences and the
predicted secondary structures showed similarities with its correspondents in fish genomes. The
U2 and U5 snRNAs probes showed clustered and co-localized sequences in a single
chromosome pair, whereas the U1 snRNA sites were present in a single pair. The in situ location
of U4 snRNA probes showed sites dispersed along the chromosome pairs, however U6 snRNA
markers were not detected by FISH. Due to their reuse in chromosomal rearrangements, the
rDNAS sites, previously described as “evolutionary breaking points” in Loricariidae, were not
co-located to the snRNAs sites. This is the first report describing the characterization and
chromosome mapping of U snRNAs sequences in Ancistrus. According to the obtained
cytogenetic data, probably this multigenic family is not involved to the chromosomal
rearrangements that caused the karyotype diversification in species of Ancistrus.

Key-words: FISH; karyotype evolution; repetitive DNAS.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Fotos de exemplares de Ancistrus sp. coletados no rio Ivai (lvai-PR). Em (A) e (B),
podem ser visualizados uma fémea e um macho, respectivamente, em posicdo dorsal. Em (C),
a seta indica a boca na posicao ventral do corpo, na forma de disco. Em (E), a seta indica a
presenca de barbilhdes, os quais sdo mais desenvolvidos nos machos (B e E), do que nas fémeas
(A e D). (Fonte: acervo do CBSF Iab).........cccviiiiiiiiiie et 14
Figura 2- Mapa hidrografico parcial do Brasil representando os pontos de coleta das espécies
analisadas no presente estudo: A. aguaboensis (rio Ribeirdo Bandeirinha, bacia do rio
Tocantins), A. cf. multispinis (rio Ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul) e Ancistrus sp

(rio Ivai, bacia do M0 IVAD. ....cc.oiieiecc e e 22

Figura 3- Sequéncia de 1131 pb, contendo o cluster ShRNA U2-U5, obtida a partir do genoma
de A. aguaboensis. Sequéncias SnRNA U2 em azul e SnRNA U5 em rosa. As regides 186-553

pb e 669-972 pb compreendem as sequéncias espacadoras NTS. ........cccccvvvviieiiereciieiieeinns 39

Figura 4- Sequéncia de 267 pb contendo duas cdpias adjacentes de snRNA U4, obtida a partir
do genoma de A. aguaboensis. Sequéncias SnARNA U4 em vermelho (1-132 pb e 137-267 pb).
A regido 133-136 pb compreende a sequéncia espacadora NTS. ........ccccocveveiievi e, 40

Figura 5- Alinhamentos das sequéncias completas dos sSnRNAs U1 164 pb (a), U2 191 pb (b),
U4 141 pb (c), U5 116 pb (d) e U6 107 pb (e), obtidas a partir de A. aguaboensis., Apareiodon

sp, Colossoma macropomum e PygocCentrus NAtEIreri. .......ccccvevvereeiieeiieiiesie e, 41

Figura 6- Predicdo das estruturas secundarias dos snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6. Em (A)
estruturas com escala de cor para probabilidade do pareamento dos pares de bases (em
destague), onde o vermelho representa a maxima e azul a minima, tamanho de cada sequéncia
e energia livre. Em (B) pareamento do complexo U4/U6, participantes da estrutura do

SPIICEOSSOMIO. ...ttt bbb bbb bbbt bbbt et et et b e bbb e ne e 42

Figura 7- Carittipos de Ancistrus sp. (A), A. aguaboensis (B) e A. cf. multispinis (C)
submetidos a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) empregando-se a sonda da sequéncia
snRNAs U1 (em verde) e a double FISH com as sondas de U2 (em vermelho) e U5 (em verde).
Em destaque (caixas), estdo evidenciados os pares cromossomos portadores das marcacoes

individualizadas. Barra = 10 M. ...c.oooiiiiiieic et 43



Figura 8- Metafases cromossomicas de Ancistrus sp. (A), A. aguaboensis (B) e A. cf.
multispinis (C) submetidos a localiza¢do fluroescente in situ, empregando-se sonda de SnRNA

U4 (em vermelho). Barra = 10 M. ..ot 44



LISTA DE ABREVIATURAS

2n- Numero diploide

a- Acrocéntrico

DNA- Acido desoxirribonucleico

dNTP- Desoxirribonucleotideo trifosfato

DSBs- Quebras da dupla fita (do inglés, Double Strand Breaks)

EBRs- Regides de rupturas evolutivas (do inglés, Evolutionary Breakpoint Regions)
FISH- Hibridacao in situ fluorescente (do inglés, Fluorescence in situ Hybridization)
ITS- Sitios teloméricos intersticiais (do inglés, Interstitial Telomeric Sites)

m- Metacéntrico

MRNA- RNA mensageiro

NORs- Regibes organizadoras de nucléolo (do inglés, Nucleolar Organizer Regions)
NTS- Sequéncia espacadora ndo transcrita (do inglés, non-transcribed spacer sequence)
Pb- Pares de base

PCR- Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction)

Rb- Robertsonianas

rDNA- DNA ribossdmico

RNA- Acido ribonucleico

rRNA- RNA ribossdmico

RTEs- Elementos retrotransponiveis

sm- Submetacéntrico

snRNAs- Pequenos RNAs nucleares (do inglés, Small nuclear RNAS)

SnRNPs-  Pequenas ribonucleoproteinas nucleares (do inglés, Small  Nuclear

Ribonucleoproteins)

st- Subtelocéntrico



TEs- Elementos transponiveis (do inglés, Transposable Elements)



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt sttt sttt 13
1.1 Familia Loricariidae: ASPECLOS GEIAIS .......corierierieiiririeieeisie ettt sbe e see e 13
1.1.1 GENEIO ANCISIIUS ..ottt ettt bbbttt nn bbb e ene s 14
1.2 Estudos citogenéticos em LOMCArTIAAE .......ccvevveieierieie et eneas 15

1.3 DINAS FEPELILIVIOS ....eveuvieitiitieieeiie ettt b ettt 16
2 JUSTIFICATIVA E OBJIETIVOS .....osiievvoeeeecssiieseeeseesssessssssessssssssssssssssesssssssssssenns 21

3 MATERIAL E METODOS .....oooveiieeieeeeeeteeeee sttt ssesas s ses s assss s 22
3.1 Material biol0gico € 10CaIS de COIELA .......oviuiiiiiiicie e 22
3.2 Preparagdes cromossomicas e extragao do DNA .......ccooviviienecie e 23
3.3 Obtencao de SeqUENCIAS FEPELITIVAS ......ccveiieiieiieie et 23
3.4 MArCaCa0 08 SONUAS .......oivetirtitiitiiiiei ettt bbbt e bbb enes 24

3.5 Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) .........cooeiiiiiiiece e 24
4 RESULTADOS ...ttt ettt st et et e et e sb e et e e sneeenbeeannes 26
REFERENCIAS ...ttt 45

ANEXOS s 56



13

1 INTRODUCAO

1.1 Familia Loricariidae: Aspectos gerais

A ordem Siluriformes pertence a classe Actinopterygii e a superordem Ostariophysi.
Esté inclusa no grande grupo de peixes primarios de 4gua doce neotropicais, o Otophysa, e
representa a maior parcela da composicdo da ictiofauna Neotropical (Américas do Sul e
Central) (MALABARBA; MALABARBA, 2020). Possui 39 familias reconhecidas e mais de
4000 espécies validas (FRICKE et al., 2021). Embora seja um grupo predominantemente de
peixes de 4gua doce, algumas familias apresentam espécies estuarinas, como Auchenipteridae,
Aspredinidae e Pangasiidae (de PINNA, 1998), e as familias Ariidae e Plotosidae sdo
principalmente marinhas, com distribuicdo mundial (BERRA, 2001).

Loricariidae € a familia mais numerosa da ordem, abrigando mais de 1000 espécies
validas (FRICKE et al., 2021). A taxonomia desta familia ainda é controversa e estad em
constante revisdo, o que resulta em problemas na divisdo de suas subfamilias. Atualmente, ela
se encontra subdividida em seis subfamilias: Lithogeneinae, Delturinae, Rhinelepinae,
Loricariinae, Hypoptopomatinae e Hypostominae (ARMBRUSTER, 2004; LUJAN et al.,
2015). S&o geograficamente distribuidos da Costa Rica e Panamé até a Argentina (LOPEZ;
MIQUELARENA, 1991) e possuem grande diversidade em sua morfologia e padrdes de
coloragdo (ARMBRUSTER, 2004).

Os peixes dessa familia s&o popularmente conhecidos como “cascudos” por
apresentarem um corpo coberto de placas ossificadas, dispostas em varias séries, e dentes
dérmicos denominados odontddeos (SILVANO et al., 2001) (Fig. 1A e B). Apresentam ainda
a boca na posicdo ventral, com labios formando um disco oral usado para aderir a substratos
solidos e forrageamento (GEERINCKX et al., 2011) (Fig. 1C). Suas bocas sugadoras e dentes
raspadores ajudam na dieta principalmente detrivora-iliéfaga, alimentando-se principalmente
de algas e detritos (BUCK; SAZIMA, 1995; de PINNA, 1998; GEERINCKX et al., 2011).
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Figura 1- Fotos de exemplares de Ancistrus sp. coletados no rio Ivai (Ivai-PR). Em (A) e (B),
podem ser visualizados uma fémea e um macho, respectivamente, em posicdo dorsal. Em (C),
a seta indica a boca na posicao ventral do corpo, na forma de disco. Em (E), a seta indica a
presenca de barbilhGes, os quais sdo mais desenvolvidos nos machos (B e E), do que nas fémeas
(A e D). (Fonte: acervo do CBSF lab).

1.1.1 Género Ancistrus

Dentro da divisdo das subfamilias de Loricariidae, a antiga subfamilia Ancistrinae foi
considerada sindnimo de Hypostominae por Armbruster (2004). Nesta nova organizacéo,
Hypostominae relne 494 espécies validas (FRICKE et al., 2021), agrupadas nas tribos:
Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthyini e Ancistrini ARMBRUSTER,
2004; LUJAN et al., 2015). Ancistrini também ¢ alvo de estudos acerca dos géneros que
compdem a tribo (LUJAN et al., 2015). Em uma Gltima atualizagdo sistematica, Lujan et al.
(2015) alocaram 10 géneros pertencentes a tribo, onde Ancistrus € o mais rico em espécies,
distribuidas ao longo da América do Sul (FERRARIS, 2007; ARMBRUSTER, 2008; LUJAN
et al., 2013). Contudo, a tribo ainda agrupa representantes que detém alta diversidade
morfolégica e um conjunto grande de espécies aguardando por validagéo cientifica e descrigdo
nominal (LUJAN et al., 2015).
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Os peixes do género Ancistrus apresentam cuidado parental de ovos e larvas, ocorrendo
principalmente entre os individuos machos que protegem o ninho de predadores e machos rivais
(SABAJ et al., 1999). Possuem hébitos noturnos e, durante o dia, sdo encontrados escondidos
em troncos e pedras submersos (ZUANON, 1999). A maioria das espécies de Ancistrus
apresenta dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho do barbilhdo, sendo esses maiores nos
machos e mais curtos nas fémeas (ISBRUCKER; NIJSSEN, 1992) (Fig. 1D e E). A coloragéo
das espécies é bastante variavel, do preto ao marrom esverdeado, podendo apresentar pintas ou
manchas pelo corpo (FERRARIS, 2007).

1.2 Estudos citogenéticos em Loricariidae

A familia Loricariidae apresenta alta diversidade de nameros diploides (2n), que pode
variar de 2n = 34 cromossomos em Ancistrus cuiabae (MARIOTTO et al., 2011) até 2n = 96
cromossomos em Hemipsilichthys sp., citado como Upsilodus sp. (KAVALCO et al., 2005).
Observado em subfamilias consideradas basais (como Neoplecostominae) e no grupo irmao
Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012), o 2n de 54 cromossomos seria um carater
plesiomorfico na familia Loricariidae (ARTONI; BERTOLLO, 2001).

Poucas espécies pertencentes a subfamilia Hypostominae mantém esse nimero diploide
de 54 cromossomos. Em Ancistrini, estudos citogenéticos evidenciaram 2n = 52 cromossomos
em muitas espécies, com predominédncia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos
(ARTONI; BERTOLLO, 2001; de OLIVEIRA et al., 2006; GLUGOSKI et al., 2020).
Pterygoplichthyini, considerado grupo irmdo de Ancistrini (ARMBRUSTER, 2004),
demonstrou predominancia de 2n = 52 cromossomos (ALVES et al., 2006), sugerindo entdo
que a condigéo ancestral para Ancistrini seria de 2n = 52 cromossomos (BUENO et al., 2018).

Em Ancistrini, somente as espécies de Ancistrus apresentam uma condicao que difere
do 2n = 52 cromossomos, com alta frequéncia de cromossomos acrocéntricos e formulas
cariotipicas distintas (de OLIVEIRA et al., 2007, 2008, 2009; MARIOTTO et al., 2009, 2011;
KONERAT etal., 2015; FAVARATO et al., 2016; BARROS et al., 2017; BUENO et al., 2018;
GLUGOSKI et al., 2020). O namero diploide encontrado dentro do género varia entre 2n = 34
até 54 cromossomos, onde € possivel observar na maioria das espécies a reducdo do 2n (de
OLIVEIRA et al., 2009; MARIOTTO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2015; GLUGOSKI et al.,
2020). Além da grande diversidade de 2n e formulas cariotipicas presentes no género (revisado

em GLUGOSKI et al., 2020), algumas de suas espécies podem apresentar diferentes sistemas
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de cromossomos sexuais, como 0s sistemas XX/X0, XX/XY, XX/XY1Y2, ZZIZWN e
2121222)1Z21Z;W1W2 (MARIOTTO et al.,, 2004; ALVES et al., 2006; MARIOTTO;
MIYAZAWA, 2006; PRIZON et al., 2017; de OLIVEIRA et al., 2008, 2018).

Devido a essa alta plasticidade cariotipica na familia, Loricariidae € um alvo constante
de estudos citogenéticos. Eles auxiliam na compreensdo dos acontecimentos genéticos que
levaram a evolucéo do grupo, auxiliando também no entendimento a respeito da citotaxonomia

de grupos cripticos e na compreensdo da biogeografia das espécies (ARTONI et al., 2009).

Sabe-se que rearranjos cromossomicos, tais como inversdes paracéntricas e
pericéntricas, translocacOes, delegdes, duplicacbes e fusdes céntricas ou rearranjos
Robertsonianos (Rb) estdo envolvidos na evolugéo cariotipica da tribo Ancistrini (CARDOSO
et al., 2013; GLUGOSKI et al., 2020). Com excecdo de espécies com 2n = 52 e 54
cromossomos, as fusdes céntricas sao as principais responsaveis pela reducéo do 2n encontrada
no género Ancistrus (ALVES et al., 2003; SOUZA, 2003; de OLIVEIRA et al., 2009;
MARIOTTO et al., 2011). J& os mecanismos de inversdes, transposicbes e translocagdes
contribuiram para a variacdo da morfologia dos cromossomos com a manutencdo do numero
de cromossomos no cariétipo (MARIOTTO et al., 2011; PRIZON et al., 2016).

Esses rearranjos geralmente possuem ocorréncia associada as quebras do DNA em
locais altamente repetitivos (BRUSCHI et al., 2014). A instabilidade de tais regifes é descrita
como “ponto de quebras evolutivas”, os quais sdo considerados hotspots para rearranjos

cromossémicos (PEVZNER; TESLER, 2003).

1.3 DNAS repetitivos

As sequéncias repetitivas tém se mostrado fundamentais em estudos de evolugédo
cromossdmica (MAXON et al., 1983; CHARLESWORTH et al., 1994; VICARI et al., 2010).
DNASs repetitivos sdo fragmentos de DNA curtos ou longos presentes em multiplas cépias no
genoma (PATHAK; ALLI, 2012), representando uma grande parte do DNA total em eucariotos
(SUMNER, 2003). O tamanho do genoma desses seres independe da complexidade do
organismo e as diferencas encontradas entre eles séo decorrentes de diferentes quantidades de
DNAs repetitivos (KIDWELL, 2002; GREGORY, 2005; GREGORY et al., 2007).

Essas sequéncias podem estar organizadas em blocos, como as familias multigénicas
(DNAs ribossémicos - rDNAs, genes para histonas e pequenas ribonucleoproteinas nucleares -

snRNPs), DNAs satélite, minissatélite e microssatélites; ou, podem se apresentar dispersas pelo
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genoma, como os elementos transponiveis (TEs) (WICKER et al., 2007). A excecdo das
familias multigénicas, os DNAs repetitivos foram considerados como sequéncias inertes nos
genomas devido a sua aparente falta de funcdo (OHNO, 1972). No entanto, com o avanco da
era gendmica inumeros estudos propdem que as sequéncias repetitivas estdo envolvidas em uma
grande variedade de funcgdes e novidades gendmicas, as quais abrangem desde mecanismos de
estabilidade e segregacdo dos cromossomos até aqueles envolvidos na regulacdo da expressao
ou surgimento de novos genes (DIAZ-CASTILLO, 2017; GE, 2017; LOWER et al., 2019).

As familias multigénicas sdo formadas por conjuntos de genes com similaridade
estrutural e funcional, decorrentes do processo de acumulo de genes duplicados (NEI,
ROONEY, 2005). Nos eucariotos, os genes codificadores de rDNAs compreendem duas
familias génicas distintas compostas por repeticdes organizadas in tandem. O rDNA maior
(rDNA 45S) é composto pelos genes que codificam os rRNAs 18S, 5.8S e 28S, que sdo
responsaveis pela organizagdo do nucléolo, e o rDNA menor que codifica o rRNA 5S (LONG;
DAWID, 1980). O rDNA menor é uma sequéncia altamente conservada codificante para o
rDNA 5S, o qual participa da montagem da subunidade ribossomal maior (LONG; DAWID,
1980). O mapeamento cromossdmico por hibridagédo in situ fluorescente indicou que essas
familias multigénicas apresentam alta variacdo no nimero e localizagéo dos sitios de rDNAS
5S e 18S em cromossomos de Ancistrus (MARIOTTO et al., 2011; FAVARATO et al., 2015;
BARROS et al., 2017; PRIZON et al., 2017; PETY et al., 2018; GLUGOSKI et al., 2020).

Os genes da familia das histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4, e suas sequéncias derivadas,
sdo responsaveis pela codificacdo das histonas, proteinas estruturais que fazem parte do
nucleossomo, essenciais para o acondicionamento do DNA (EIRIN-LOPEZ et al., 2004). O
nucleossomo é uma subunidade fundamental da cromatina e é composto por uma fita de DNA
enrolado as histonas. Os genes para as histonas H2A, H2B, H3 e H4 codificam proteinas que
constituem uma estrutura octamérica, enquanto o gene para H1 codifica a proteina denominado
histona ligante, pois ela interage com o DNA ligante e esta situada na parte externa do
nucleossomo (HAYES; WOLFFE, 1993). Até 0 momento, poucos trabalhos mapearam esta
classe de DNAs repetitivos em cromossomos de peixes neotropicais (HASHIMOTO et al.,
2011; PANSONATO-ALVES et al., 2013a, b; SILVA et al., 2013, 2014; PISCOR; PARISE-
MALTEMPI, 2016; MALIMPENSA et al., 2018, 2020; PUCCI et al., 2018; TRALDI et al.,
2019).
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A familia multigénica das snRNPs (pequenas ribonucleoproteinas nucleares) incluem
os genes codificantes para SnRNAs U (pequenos RNAs ricos em uridina) e suas proteinas
associadas na formacdo do spliceossomo. Esse complexo é responsavel pelo splicing, um
processo que promove a retirada dos introns (sequéncias ndo codificantes) na maturacdo do
mRNA (NILSEN, 2003; VALADKHAN, 2005; WILL; LUHRMANN, 2011). Sio encontrados
dois tipos de spliceossomo em eucariotos, cada um formado por cinco snRNAs: 0 major
spliceossomo (U1, U2, U4, U5 e U6) que remove introns do tipo U2 e minor spliceossomo
(U11, U12, Udatac, U5 e Uatac) que remove os introns dependentes de U12, sendo o SnRNA
U5 compartilhado em ambos os complexos (PATEL; STEITZ, 2003). Os dois spliceossomos
operam de maneira semelhante e 0 major spliceossomo ¢ a forma dominante mais encontrada
em eucariotos em relacdo ao minor, o mais dificil de ser encontrado (PATEL; STEITZ, 2003;
MARZ et al., 2008).

O mapeamento cromossdmico dos sSnRNAs participantes do major spliceossomo tem
sido pouco explorado em peixes, sendo os genes U1 e U2 os mais relatados. Muitos trabalhos
em peixes indicaram que eles apresentam-se conservados em apenas um Ou pPOUCOS
€Cromossomos (UBEDA-I\/IANZANARO etal., 2010; MERLO et al., 2012; SUPIWONG et al.,
2013; UTSUNOMIA et al., 2014; GARCIA-SOUTO et al., 2015; SCACCHETTI et al., 2015b;
SILVA et al., 2015; PUCCI et al., 2018; DULZ et al., 2020; MALIMPENSA et al., 2020).
Ainda, ja foi observado a presenca de TEs nas regides de flancos em alguns genomas, 0s quais
contribuiram para a dispersédo desses genes (CABRAL-DE-MELLO et al., 2012; PUCCl et al.,
2018; YANO et al., 2020), a co-localizacdo entre snRNAs e sitios ribossémicos (MANCHADO
et al., 2006; UBEDA-MANZANARO et al., 2010; YANO et al., 2017, 2020; CROSS;
REBORDINOS, 2005; PISCOR et al., 2018; MALIMPENSA et al., 2020), e também a
presenca de SNRNAs em cromossomos sexuais (UTSUNOMIA etal., 2014; YANO et al., 2017,
DULZ et al., 2020).

As sequéncias satelites de repeticbes in tandem sdo geralmente organizadas em clusters
e estdo localizadas frequentemente em regides centroméricas, pericentromericas, teloméricas e
subteloméricas, presentes em um ou em varios pares cromossdmicos (SUMNER; 2003;
THAKUR et al., 2021). As sequéncias satélites usualmente apresentam segmentos entre 100 a
300 pb, variando entre 1.000 a 100.000 copias no genoma (SUMNER, 2003). Os minissatélites
correspondem a sequéncias mais curtas de aproximadamente 10 a 80 pb, ricos em GC
(SNUSTAD; SIMMONS, 2013). Os microssatélites, por sua vez, sao formados por repetices

de 1 a 5 pb, onde a maioria apresenta repeti¢es dinucleotidicas, sendo a AC a mais frequente



19

(CHISTIAKOV et al., 2006). No genoma dos peixes, 0s microssatélites estdo essencialmente
localizados nas regides heterocromaticas (telébmeros, centrébmeros e cromossomos sexuais),
onde acredita-se que uma fracdo significativa dos DNAs repetitivos esteja localizada
(MARTINS, 2007).

As sequéncias teloméricas (TTAGGG)n sdo localizadas nas extremidades ou regides
terminais dos cromossomos. Algumas espécies de peixes tém apresentado vestigios de
sequéncias telomeéricas localizadas longe das regiGes terminais, geralmente presentes em
regibes pericentroméricas ou centromericas (OCALEWICZ, 2013), sendo chamadas de
sequéncias teloméricas intersticiais (Interstitial Telomeric Sites - ITSs). Presume-se que a
presenca de ITS seja o resultado de fusdes cromossOmicas teldmero-telomero, durante a
evolucdo ou, a insercdo de DNA telomérico em locais instaveis, durante 0 mecanismo de reparo
de quebras de fita dupla de DNA (BOLZAN, 2017). O mapeamento fisico de ITS permite a
deteccdo de rearranjos cromossomicos, muito estudado em peixes neotropicais (ROSA et al.,
2012; FAVARATO et al., 2015; BARROS et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018).

Os TEs sdo sequéncias repetitivas capazes de se mover ou de se transpor entre sitios nao
homologos ao longo do genoma (WICKER et al., 2007). Os elementos de classe | ou
retrotransposons (RTE) se transpdem pelo uso da enzima transcriptase reversa, promovendo a
sintese de um DNA complementar a partir de uma copia de RNA transcrita do TE, o qual se
insere em um novo sitio, produzindo copias destes RTEs (WICKER et al. 2007). Devido a
manutenc¢do da copia no lugar de origem, além das cOpias inseridas em novas regides, os TES
de classe | séo considerados um dos agentes responsaveis pelo aumento do tamanho do genoma
de diversos organismos (FESCHOTTE; PRITHMAN, 2007). Na classe Il (transposons), 0s
elementos se inserem no genoma por meio de um intermediario de DNA (WIKER et al., 2007).
Podem ser elementos autdbnomos, os quais codificam todas as enzimas necessarias para sua
transposicdo e ndo autdnomos, que dependem das enzimas produzidas pelos elementos
autdbnomos (WIKER et al., 2007). A capacidade de transposi¢cdo pode levar a alteracGes
estruturais dos cromossomos e alteracfes na expressao génica (CAPY et al., 1998). Esses
elementos levam a transi¢des evolutivas e aumento da biodiversidade por meio de mutacdes
génicas, alteracdo no processo de regulacéo e geracdo de novos genes (BLASS et al., 2012).
Sabe-se que elementos transponiveis estdo envolvidos na formagdo de rearranjos
cromossémicos, formacdo de cromossomos sexuais, Cromossomos supranumerarios e

associagGes com regides organizadoras de nucléolo (RONs) (FERREIRA et al., 2011; da
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SILVA et al.,, 2011; PORTO et al., 2014; FAVARATO et al., 2016; SCHEMBERGER et al.,
2016, 2019; GLUGOSKI et al., 2018; PRIMO et al., 2018; PUCCI et al., 2018).

A dindmica dos DNAs repetitivos dentro dos genomas pode levar a diferenciacédo
cromossomica (LORSCHEIDER et al., 2018; do NASCIMENTO et al., 2018; DULZ et al.,
2019), tornando-0s importantes marcadores citogenéticos que auxiliam na caracterizacdo e
evolucdo da ictiofauna (VICARI et al., 2010). Sabe-se que os DNAs repetitivos estdo
envolvidos em rearranjos cromossdmicos geradores de diversidade cariotipica em espécies de
Loricariidae (GIULIANO-CAETANO, 1998; ROSA et al., 2012; BARROS et al., 2017;
PRIMO et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018, 2020). Estudos evidenciaram a associa¢do de
ITSs e copias de rDNA 5S colocalizadas em pontos de fusdo Rb em espécies dos géneros
Rineloricaria (ROSA et al., 2012; PRIMO et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018) e Ancistrus
(FAVARATO et al., 2016; BARROS et al., 2017). Em Rineloricaria, Glugoski et al. (2018)
caracterizaram uma sequéncia de rDNA 5S (denominado “rDNA 5S degenerado”), a qual
apresentou um segmento parcial do TE hAT interno a sequéncia do rDNA 5S, colocalizado a
um ITS, o que poderia ter contribuido para eventos de fusdo Rb e diminuicdo do 2n na espécie
estudada. Em Ancistrus, Barros et al. (2017) caracterizaram uma cdpia de pseudogene do rDNA
5S (denominado “rDNA 5S.2”), em um provavel sitio propenso a quebras cromossémicas.
Contudo, pouco se sabe quais os tipos de DNASs repetitivos e como séo originados 0s eventos
de fissdo e fusdo cromossémica neste grupo de peixes. A caracterizacdo cariotipica e
mapeamento cromossomico de DNAS repetitivos em peixes do género Ancistrus podem auxiliar

na compreensao dos mecanismos que levaram a diversificacdo cariotipica no grupo.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Sabe-se que sequéncias de DNA repetitivos podem compor hotspots para quebras
cromossémicas e que 0s rearranjos resultantes destas quebras sdo responsaveis pela enorme
plasticidade cromossdémica presente em Loricariidae. Visto que espécies de Ancistrus
apresentam mecanismos de redugdo do 2n, além de inUmeros rearranjos cromossdmicos
estruturais, a caracterizacdo e o0 mapeamento de DNAS repetitivos auxiliam no entendimento
da evolucéo gendmica desse grupo.

Assim, este estudo teve por objetivo a caracterizacdo e 0 mapeamento da distribuicéo
de sequéncias de DNAs repetitivos da familia multigénica dos snRNAs U de maneira
comparativa entre trés espécies do género Ancistrus (Ancistrus sp., Ancistrus aguaboensis e
Ancistrus cf. multispinis), visando a compreensao da diversificagdo cromossémica e reducéo

do namero diploide presente nas espécies do grupo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico e locais de coleta

Foram analisados citogeneticamente 20 exemplares (10 machos e 10 fémeas) de
Ancistrus aguaboensis Fisch-Muller, Mazzoni, Weber, 2001 do rio Ribeirdo Bandeirinha, bacia
do rio Tocantins (Formosa-GO, 15°19°25” S e 47°25°26” O); 25 exemplares (13 machos e 12
fémeas) de Ancistrus cf. multispinis Regan, 1912 do rio Ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba
do Sul (Pindamonhangaba-SP, 22°47°8” S e 45°27”°19” O); e, 26 exemplares (12 machos e 14
fémeas) de Ancistrus sp. do rio lvai, bacia do rio Ivai (lvai-PR, 50°58°41.60” S e 25°0717.9”
O) (Fig. 2).

Figura 2- Mapa hidrogréafico parcial do Brasil representando os pontos de coleta das espécies
analisadas no presente estudo: A. aguaboensis (rio Ribeirdo Bandeirinha, bacia do rio
Tocantins), A. cf. multispinis (rio Ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul) e Ancistrus sp
(rio lvai, bacia do rio Ivai).
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Os exemplares foram capturados com auxilio de redes de arrasto, tarrafas, peneiras e
transportados vivos para o Laboratorio de “Biologia Cromossomica: Estrutura & Fun¢do” da

Universidade Estadual de Ponta Grossa, onde foram triados e mantidos em aquarios para 0s



23

procedimentos de identificacdo morfoldgica e citogenética. A captura e transporte dos peixes
na natureza estd de acordo com a licenca do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (licenca permanente ICMBIio/SISBIO: 15117-1) (Anexo 1). A pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica do Uso de Animais (Processo CEUA 028/2016) da Universidade

Estadual de Ponta Grossa (Anexo 2).

Espécimes foram depositados na Colecdo Ictiologica do Nucleo de Pesquisas em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) da Universidade Estadual de Maringa (PR,
Brasil). NUmeros de depdsito: A. aguaboensis, NUP 22305; A. cf. multispinis, NUP 22308;
Ancistrus sp., NUP 15537.

3.2 Preparagdes cromossomicas e extracdo do DNA

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de células do rim anterior por meio do método
convencional air drying, descrito por Bertollo et al. (2015) (Anexo 3). Também foram retiradas
amostras de figado, as quais foram preservadas em etanol absoluto e mantidas a -20°C, para
posterior extracdo do DNA gendmico total, utilizando-se o método Fenol-Cloroférmio
(SAMBROOK et al., 2001) (Anexo 4). Apos a extracdo do DNA gendmico, foi realizada sua
quantificacdo com o auxilio do Espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE Healthcare). Em seguida,

verificou-se a integridade do DNA por meio da eletroforese em gel de agarose 1%.

3.3 Obtencéo de sequéncias repetitivas

O DNA gendmico total de A. aguaboensis foi utilizado como molde em amplificacfes
por PCR (Polymerase Chain Reaction) para obtencao dos genes sSnRNAs, utilizando-se primers
especificos de Ul, U2, U4, U5 e U6 sintetizados a partir do genoma de Parodontidae
(AZAMBUJA et al., em preparagédo). A reacdo de amplificacdo consistiu de 40 ng de DNA
gendmico; 0,2 uM de primers foward e reverse especificos para cada SnRNA; 0,16 mM dNTPs;
1U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA USA); 1,5 mM MgClz; 1x tampéo de
reacdo (200 mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). O programa de amplificagdo consistiu nos
seguintes parametros: 5 min —95°C /(1 min-95°C/45s-61°C/1mine30s—-72°C) 35
ciclos /5 min—-72 °C.

Os produtos de PCR obtidos foram isolados, purificados (kit “PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” - GE Healthcare) e ligados em vetor plasmidial, utilizando-se o kit pGEM®-
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T Easy Vector System (Promega), de acordo com as especificagdes do fabricante. As ligacoes
foram transformadas em bactérias Escherichia coli DH5-a CaCl, competentes e o DNA
plasmidial das col6nias recombinantes foi purificado e submetido ao sequenciamento
nucleotidico na plataforma ABI-prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias foram analisadas e editadas com o auxilio do software Geneious 7.1.3
(KEARSE et al., 2012) e, posteriormente submetidas a uma andlise de identidade, utilizando-
se 0 banco de dados Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990),
RepeatMasker  (http://www.repeatmasker.org) e Rfam (KALVARI et al., 2020)
(https://rfam.xfam.org). A ferramenta RNAalifold WebServer (BERNHART et al., 2008)
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAalifold.cgi) foi utilizada para a obtencéo
das estruturas secundarias e a RNAcofold (BERNHART et al., 2006) para estruturar a formacéo
do heterodimero de snRNAs U4/U6.

3.4 Marcacao de sondas

Os fragmentos obtidos de snRNAs U1 (156 pb), U2 (165 pb), U4 (132 pb), U5 (106 pb)
e U6 (103 pb) foram utilizados como sondas para 0 mapeamento fisico de sequéncias repetitivas
sobre 0s cromossomos, utilizando-se a técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH-
fluorescence in situ hybridization). As sondas foram marcadas por PCR com concentragdes
adequadas de dN'TPs e um dNTP acoplado a uma molécula repérter, a biotina 16 dUTP (Jena
Bioscience) para Ul e U5, e a digoxigenin 11-dUTP (Jena Bioscience) para U2, U4 e U6,
utilizando-se primers especificos de acordo com Azambuja et al. (em preparagdo) (Anexo 5).

3.5 Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)

Laminas contendo preparacdes cromossdémicas foram submetidas a técnica de FISH,
sob uma estringéncia de 70% (2,5 ng/uL sonda, 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato dextrano,
37 °C por 16 h), de acordo com o procedimento geral descrito por Pinkel et al. (1986) (Anexo
6). Para a deteccdo das sondas foram utilizados os anticorpos Streptavidina conjugada com
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e Anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied
Science). Os cromossomos foram contracorados com 4',6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI 0,2
pg/mL), em meio de montagem Vectashield (Vector) e analisados no microscopio de
epifluorescéncia. As imagens foram capturadas em microscépio de epifluorescéncia Leica (DM
2000) equipado com cdmera CCD Leica DFC3000 G.
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Aproximadamente 30 células com cromossomos em metafase foram analisadas quanto
as marcacdes por FISH, as quais foram utilizadas para a organizacdo dos cariétipos. Os
cromossomos foram recortados com o auxilio do software Adobe Photoshop e 0s cromossomos
homologos foram pareados e organizados em ordem decrescente de tamanho e, dispostos em
grupos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de
acordo com Levan et al. (1964).
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4 RESULTADOS

Os resultados da dissertacdo estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo

cientifico:

Caracterizacdo molecular e analise cromossémica comparativa de ShRNAs em espécies

de Ancistrus (Siluriformes:Loricariidae)

Resumo

Ancistrus é considerado um género com grande diversidade cromossémica e que
apresenta uma reducdo do 2n na maioria das espécies, quando comparadas ao 2n = 52
cromossomos, tido como plesiomorfico na tribo Ancistrini. Os eventos de fusdo Roberstsoniana
(Rb), desencadeados em regiBes enriquecidas com sequéncias repetitivas, as quais contém sitios
propensos as quebras de DNA, séo considerados como provaveis causadores desta reducao do
2n. Além disso, outros tipos de rearranjos estruturais sdo responsaveis pelas mudancas
morfoloégicas nos cromossomos, sem necessariamente alterar o 2n. Entre as sequéncias
repetitivas, a familia multigénica codificante para snRNAs inclui genes com repeticdes em
tandem, os quais sdo considerados bons marcadores para a compreensdo de rearranjos
cromossémicos e das relacBes evolutivas entre espécies proximas. Considerando-se que pouco
se sabe em relacdo aos tipos de sequéncias e a origem dos eventos que geraram as alteracdes
cromossdmicas numéricas/estruturais que contribuiram para a plasticidade -cariotipica
encontrada em Ancistrus, este trabalho objetivou a caracterizagdo nucleotidica e analise
comparativa por hibridacao in situ fluorescente de sequéncias repetitivas dos sSnRNAs U (U1,
U2, U4, U5 e U6) nos genomas de trés espécies de Ancistrus (Ancistrus aguaboensis, Ancistrus
cf. multispinis e Ancistrus sp.). Este é o primeiro relato sobre a descricdo e mapeamento
cromossémico de snRNAs em Ancistrus. As sequéncias nucleotidicas de snRNAs obtidas
mostraram similaridade as suas copias ortdlogas em peixes, bem como as suas estruturas
secundarias preditas. Nos caridtipos das trés espécies analisadas, os sSnRNAs U2 e U5
apresentaram sequéncias clusterizadas e colocalizadas em um Unico sitio cromossémico, 0
SsnRNA U1 apresentou marcagdo em um unico par, o SnRNA U4 evidenciou marcac6es dispersas
nos cromossomos, porém ndo foram encontradas evidéncias visiveis de marcagdes utilizando-
se a sonda de snRNA U6. A ndo sintenia entre as marcacGes cromossomicas de SNnRNAS e 0s
rDNAs, os quais ja foram descritos anteriormente quanto ao envolvimento em rearranjos para

as espécies, e os dados moleculares aliados aos padrdes das marcagfes cromossomicas obtidas,
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evidenciam o ndo envolvimento desta familia multigénica nos rearranjos cromossémicos para

as trés espécies de Ancistrus analisadas.

Palavras-chave: DNA repetitivo; FISH; sintenia.

Introducéo

Conhecidos popularmente como “cascudos”, a familia de peixes Loricariidae pertence
a Ordem Siluriformes e agrupa 6 subfamilias: Delturinae, Hypoptopomatinae, Hypostominae,
Lithogeninae, Loricariinae e Rhinelepinae (ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006).
Ancistrus (subfamilia Hypostominae, tribo Ancistrini) é considerado um género de resolugdo
taxonémica complexa devido a alta diversidade morfolégica dos seus membros, além de
incontaveis espécies ainda ndo descritas nominalmente na literatura cientifica (LUJAN et al.,
2015). Sugere-se que a condigdo ancestral para o 2n em Ancistrini seja de 52 cromossomos
(BUENO et al., 2018), condicdo compartilhada com seu grupo irmédo Pterygoplichthyini
(ARMBRUSTER, 2004). Alem disso, a exce¢do de Ancistrus, estudos citogenéticos prévios
evidenciaram 2n = 52 cromossomos conservado em todos os demais géneros de Ancistrini
(BUENO et al., 2018).

E proposto que a partir deste 2n basal em Ancistrini ocorreram indmeros rearranjos
cromossémicos, principalmente em espécies de Ancistrus, as quais refletem na extensa
plasticidade cariotipica presente no grupo (MARIOTTO etal., 2011; FAVARATO et al., 2016;
BARROS et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2020). Espécies de Ancistrus apresentam variacdo
guanto ao numero diploide (34 a 54 cromossomos) e uma notavel reducdo do 2n via eventos de
fusBes céntricas ou rearranjos Robertsonianos (Rb) na maioria das espécies (ALVES et al.,
2003; SOUZA, 2003; de OLIVEIRA, 2009; MARIOTTO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2015;
BARROS et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2020). Ainda em Ancistrus, rearranjos
cromossémicos estruturais do tipo inversdo, transposicdo e translocacdo foram propostos a
gerar variagdo da cariotipica com a manutencdo do 2n em inumeras espécies (MARIOTTO et
al., 2011; PRIZON et al., 2016).

Estudos indicam que a alta diversidade de 2n, bem como 0s extensivos rearranjos
cromossémicos estruturais descritos em Loricariidae podem ser desencadeados em regifes
enriquecidas com sequéncias repetitivas contendo sitios propensos a quebras de DNA (ROSA
etal., 2012; BARROS et al., 2017; PRIMO et al., 2017; GLUGOSKI et al., 2018, 2020; DEON
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et al., 2020). A localizacdo in situ de sitios teloméricos intersticiais (Interstitial Telomeric Sites
—ITS), por exemplo, evidenciou a associacao de ITS e copias de rDNA 5S colocalizadas em
pontos de fusdo Rb em especies dos géneros Rineloricaria (ROSA et al., 2012; PRIMO et al.,
2017; GLUGOSKI et al., 2018) e Ancistrus (FAVARATO et al., 2016; BARROS et al., 2017).
Com esses dados, regides internas ou adjacentes ao rDNA 5S foram propostas a atuar como
evolutionary breakpoint regions (EBRs) nos genomas de Rineloricaria devido a verificagdo do
Seu reuso em eventos de quebras e rearranjos cromossémicos ocorridos no grupo (GLUGOSKI
etal., 2018).

As sequéncias repetitivas podem estar organizadas em blocos, como as familias
multigénicas, DNAs satélite, minissatélite e microssatélites; ou, podem se apresentar dispersas
pelo genoma, como os elementos transponiveis — TEs (SUMNER, 2003). Nos genomas de alta
plasticidade cromossémica, regides ricas em elementos repetitivos foram descritas a apresentar
EBRs e, devido a instabilidade dessas regides, elas sdo consideradas hotspots para rearranjos
cromossémicos (PEVZNER; TESLER, 2003). Essa caracteristica essencial dos EBRs leva ao
seu extenso reuso evolutivo, ou seja, quando um mesmo sitio genémico esta envolvido em uma
série de double strand breaks (DSBs) e rearranjos cromossdmicos em um grupo de espécies
proximas (RUIZ-HERRERA et al., 2006).

A familia multigénica codificante para SnRNAs incluem os genes U1, U2, U4, U5 e U6
em seu componente ribonucleoproteico principal, denominado major spliceossomo (PATEL;
STEITZ, 2003). O complexo ribonucleoproteico spliceossomo participa do processo de splicing
do pré-mRNA, essencial para a matura¢do dos mMRNAs (NILSEN, 2003; VALADKHAN, 2005;
WILL; LUHRMANN, 2011). Além de sua funcéo celular, os SnARNAs sdo considerados bons
marcadores para a compreensao de rearranjos cromossomicos e das relagcdes evolutivas entre
espécies proximas (MERLO et al., 2010; UBEDA-MANZANARO et al., 2010; CABRAL-DE-
MELLO etal., 2012; UTSONOMIA et al., 2014).

Estudos de localizag&o in situ dos SnRNAs tém sido pouco explorados em peixes, mas
os dados presentes para 0os snRNAs Ul e U2 demonstraram apenas um ou poucos loci
cromossdmicos (SUPIWONG et al., 2013; UTSUNOMIA et al., 2014; GARCIA-SOUTO et
al., 2015; SCACCHETTI et al., 2015b; SILVA et al., 2015; PISCOR et al., 2018; PONZIO et
al., 2018). Ainda, é proposto que a presenca de TEs flanqueando as sequéncias SnRNAS
contribuiu com sua dispersdo em alguns genomas (CABRAL-DE-MELLO et al., 2012; PUCCI

et al., 2018; YANO et al., 2020). A co-localizagdo entre genes sSnRNAs e sitios ribossémicos
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também ja foi relatada em caridtipos de peixes (MANCHADO et al., 2006; UBEDA-
MANZANARO et al.,, 2010; YANO et al., 2017, 2020; CROSS; REBORDINOS, 2005;
PISCOR et al., 2018; MALIMPENSA et al., 2020), bem como a presenca de sSnRNAs em
cromossomos sexuais (UTSUNOMIA et al., 2014; YANO et al., 2017; DULZ et al., 2020).

Embora regides enriquecidas por DNAs repetitivos sejam propensas a desencadear
quebras cromossémicas, pouco se sabe em relacdo aos tipos de sequéncias e a origem dos
eventos de alteracBes cromossdmicas numeéricas e estruturais que levaram a plasticidade
cariotipica encontrada em Ancistrus. Nesse sentido, o objetivo principal deste estudo foi de
caracterizar sequéncias pertencentes as familias snRNAs de Ancistrus e utiliza-las no
mapeamento cariotipico, buscando compreender mecanismos gque possam estar associados aos

eventos de evolugdo cromossémica no género.

Material e Métodos
Material biologico e locais de coleta

Foram analisados citogeneticamente 71 exemplares pertencentes a trés espécies de
Ancistrus, sendo: 20 exemplares (10 machos e 10 fémeas) de Ancistrus aguaboensis Fisch-
Muller, Mazzoni, Weber, 2001 do rio Ribeirdo Bandeirinha, bacia do rio Tocantins (Formosa-
GO, 15°19°25” S ¢ 47°25°26” O); 25 exemplares (13 machos e 12 fémeas) de Ancistrus cf.
multispinis Regan, 1912 do rio Ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul
(Pindamonhangaba-SP, 22°47°8” S ¢ 45°2719” O); e, 26 exemplares (12 machos e 14 fémeas)
de Ancistrus sp. do rio Ivai, bacia do rio Ivai (Ivai-PR, 50°58°41.60” S e 25°0”17.9” O). A
captura e transporte dos peixes na natureza esta de acordo com a licenga do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (licenca permanente ICMBIio/SISBIO: 15117-1). A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Uso de Animais (Processo CEUA 028/2016) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Especimes foram depositados na Colecao Ictiologica
do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) da Universidade
Estadual de Maringa (PR, Brasil) (nimeros de depésito: A. aguaboensis, NUP 22305; A. cf.
multispinis, NUP 22308; Ancistrus sp., NUP 15537).

Preparacgdo cromossdmica e obtengdo de sequéncias repetitivas
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Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com Bertollo et al. (2015). O DNA
genébmico total de A. aguaboensis foi extraido a partir do figado, pelo método Fenol-
Cloroférmio (SAMBROOK et al., 2001), e utilizado como molde em amplificacdes por PCR
(Polymerase Chain Reaction) para obtencdo dos snRNAs, utilizando-se primers especificos
para os genes Ul, U2, U4, U5 e U6 sintetizados a partir do genoma de Parodontidae
(AZAMBUJA et al., em preparacdo). A reacdo de amplificacdo consistiu de 40 ng de DNA
gendmico; 0,2 uM de primers foward e reverse especificos para cada SnRNA; 0,16 mM dNTPs;
1U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA USA); 1,5 mM MgClz; 1x tampao de
reacdo (200 mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). O programa de amplificacdo utilizou o0s
parametros: 5min —95°C/ (1 min-95°C/45s-61°C/1mine30s-72°C) 35ciclos/5
min —72 °C.

Os produtos de PCR obtidos foram isolados, purificados (kit “PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” - GE Healthcare) e clonados em vetor plasmidial pGEM®-T Easy Vector
System Kit (Promega), de acordo com as especificacdes dos fabricantes. As ligacdes foram
transformadas em bactérias Escherichia coli DH5-a competentes € 0 DNA plasmidial das
coldnias recombinantes foi purificado e submetido ao sequenciamento nucleotidico na
plataforma ABI-prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias foram
analisadas e editadas com o auxilio do software Geneious 7.1.3 (KEARSE et al., 2012) e,
posteriormente submetidas a analises de identidade nos bancos de dados Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990), Rfam (KALVARI et al., 2020) e
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org). A ferramenta RNAalifold WebServer
(BERNHART et al., 2008) (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAalifold.cgi)
foi utilizada para a obtencdo das estruturas secundarias e a RNAcofold (BERNHART et al.,

2006) para estruturar a formacéo do heterodimero de SnRNAs U4/U6.

Hibridizacgao in situ fluorescente (FISH)

Os fragmentos obtidos de snRNAs U1 (156 pb), U2 (165 pb), U4 (132 pb), U5 (106 pb)
e U6 (103 pb) foram utilizados como sondas para 0 mapeamento fisico de sequéncias repetitivas
sobre os cromossomos, utilizando-se a técnica de FISH. As sondas foram marcadas por PCR
com concentracfes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula repérter, a

biotina 16 dUTP (Jena Bioscience) para Ul e U5, e a digoxigenin 11-dUTP (Jena Bioscience)


http://www.repeatmasker.org/
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para U2, U4 e U6, utilizando-se primers especificos de acordo com Azambuja et al. (em

preparagéo).

Laminas contendo as preparacfes cromossdmicas foram submetidas a técnica de FISH,
sob uma estringéncia de 70% (2,5 ng/uL sonda, 50% formamida, 2xSSC, 10% sulfato dextrano,
37 °C por 16 h), de acordo com o procedimento geral descrito por Pinkel et al. (1986). Para a
deteccdo das sondas foram utilizados os anticorpos Streptavidina conjugada com Alexa Fluor
488 (Invitrogen) e Anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os
cromossomos foram contracorados com 4',6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI 0,2 pg/mL), em
meio de montagem Vectashield (Vector) e analisados no microscépio de epifluorescéncia. As
melhores metafases foram fotografadas em microscopio de epifluorescéncia Leica (DM 2000)
equipado com camera CCD Leica DFC3000 G.

Aproximadamente 30 células com cromossomos em metafase foram analisadas quanto
as marcacOes por FISH para cada sonda e espécime utilizado neste estudo. As melhores imagens
foram selecionadas e os cromossomos homélogos foram pareados e organizados em ordem
decrescente de tamanho e, dispostos em grupos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com Levan et al. (1964).

Resultados
Caracterizacdo cariotipica

Como descrito anteriormente por Glugoski et al. (2020), o cariétipo de A. aguaboensis
apresentou 2n = 50 cromossomos e formula cariotipica de 16m + 10sm + 4st + 20a, enquanto
A. cf. multispinis apresentou 2n = 52 cromossomos e formula cariotipica 16m + 10sm + 6st +
20a. Ja Ancistrus sp. apresentou 2n = 50 cromossomos e férmula cariotipica de 20 m + 12sm +
6st + 12a, como descrito previamente por Barros et al. (2017). As trés espécies nao apresentam

heteromorfismo de cromossomos sexuais.

Caracterizacdo das sequéncias

A sequéncia obtida de snRNA Ul (GenBank accession no. MZ613969) de 156 pb
apresentou 87,90% de identidade ao sSnRNA U1 de Maylandia zebra (Perciformes, Cichlidae)
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(GenBank accession no. XR_003024848.1), além de um e-value 1.2e-25 ao U1 spliceosomal
RNA (Rfam Id: RFO0003; Tabela 1)

Tabela 1. Dados obtidos para as sequéncias dos snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6, utilizando-se o

programa Rfam.

Amplicon Familia Acesso Inicio Fim  Bitscore E-value
U1 156 pb U1 spliceosomal RNA  RF00003 1 156 95.6 1.2e-25
U2 165 pb U2 spliceosomal RNA  RF00004 1 165 140.6 2.4e-31
U21,131pb U2 spliceosomal RNA  RF00004 1 185 169.8 1.8e-37
U5 spliceosomal RNA  RF00020 554 668 76.3 1.8e-12
U2 splicecosomal RNA  RF00004 973 1,131 143.2 4.6e-31
U4 132 pb U4 spliceosomal RNA  RF00015 1 132 101.3 6.5e-24
U4 267 pb U4 spliceosomal RNA  RF00015 1 132 101.3 6.5e-24
U4 spliceosomal RNA  RF00015 137 267 94.9 2.9e-22
U5 106 pb U5 spliceosomal RNA  RF00020 1 106 72.9 9e-13
U6 103 pb U6 spliceosomal RNA  RF00026 1 103 85.9 3.9e-22

A partir da PCR, utilizando-se primers para o SnRNA U2, foram obtidos 2 amplicons de
tamanhos diferentes (165 e 1131 pb). A sequéncia de U2 de 165 pb (GenBank accession no.
MZ613970) apresentou 92,68% de identidade com o snRNA U2 de Anguilla anguilla
(Anguilliformes, Anguillidae) (GenBank accession no. XR_004763517.1), além de um e-value
de 2.4e-31 ao U2 spliceosomal RNA (Rfam Id: RFO0004; Tabela 1). J4 a sequéncia de 1131 pb
(Fig. 3) apresentou dois fragmentos de SnRNA U2 (intervalos 1 — 185 pb e 973 — 1131 pb) com
92,18% e 93,12% deidentidade, respectivamente, com o snRNA U2 de Anguilla anguilla
(GenBank accession no. XR_004763517.1), além de e-values de 1.8e-37 e 4.6e-31 ao U2
spliceosomal RNA (Rfam Id: RFO0004; Tabela 1). No intervalo (554 — 668 pb) dessa sequéncia,
e entre os segmentos U2, foi detectada a ocorréncia do snRNA U5 (Fig. 3). Essa sequéncia
apresentou 91,35% de identidade ao snRNA U5 de Astyanax paranae (Characiformes,
Characidae) (GenBank accession no. MG963291.1) e um e-value de 1.8e-12 ao U5
spliceosomal RNA (Rfam Id: RF00020; Tabela 1).

A sequéncia de snRNA U4 (GenBank accession no. MZ613971) de 132 pb apresentou
98,48% de identidade ao snRNA U4 de Etheostoma cragini (Perciformes, Percidae) (GenBank
accession no. XR_004657755.1), além de um e-value 6.3e-24 ao U4 spliceosomal RNA (Rfam
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Id: RF00015; Tabela 1). Uma segunda sequéncia de 267 pb, obtida com os primers de U4,
apresentou duas cépias do snRNA U4 (1-132 pb e 137-267 pb) com poucos pares de bases
relativos ao NTS (Fig. 4). Os fragmentos apresentaram 98,48% e 96,95% de identidade ao
SnRNA U4 de Etheostoma cragini (Perciformes, Percidae) (GenBank accession no.
XR_004657755.1) e um e-value 6.5e-24 e 2.9e-22 ao U4 spliceosomal RNA (Rfam Id:
RF00015; Tabela 1), respectivamente.

O snRNA U5 (GenBank accession no. MZ613972) (106 pb) apresentou 98,11% de
identidade com o gene de Electrophorus electricus (Gymnotiformes, Gymnotidae) (GenBank
accession no. XR_003411487.2) e tem e-value 9e-13 ao U5 spliceosomal RNA (Rfam Id:
RF00020; Tabela 1). J& snRNA U6 (GenBank accession no. MZ613973) de 103 pb mostrou
97,09% de identidade ao snRNA U6 de Pygocentrus nattereri (Characiformes, Characidae)
(GenBank accession no. XR_005129150.1) e mostrou um e-value 3.9e-22 ao U6 spliceosomal
RNA (Rfam Id: RF00026; Tabela 1). Na base de dados RepeatMasker, os fragmentos de DNA
analisados foram similares aos respectivos SnRNAs e ndo evidenciaram a presenca de TEs em

suas sequéncias.

As sequéncias dos snRNAs U obtidas de A. aguaboensis se apresentaram incompletas,
sendo que as sequéncias completas dos genes de Ancistrus foram obtidas a partir do
alinhamento dos snRNAs de A. aguaboensis com as sequéncias das espécies neotropicais
Apareindon sp, Colossoma macropomum e Pygocentrus nattereri (Fig. 5), as quais foram
utilizadas na obtencdo das estruturas secundarias preditas e putativamente funcionais destes
snRNAs (Fig. 6). As estruturas secundarias obtidas a partir desses alinhamentos demonstraram
estruturas com formacGes de quatro stem-loops para 0os SnRNAs U1l (164 pb) e U2 (191 pb)
(Fig. 6A). Para o snRNA U4 (141 pb), a estrutura obtida demonstrou um longo stem-loop, ja
para 0 SnRNA U5 (116 pb) houve a formacéo de trés stem-loops e para 0 ShnRNA U6 (107 pb)
um stem-loop, um stem e alguns loops (Fig. 6A). Foi possivel observar também o

emparelhamento correto entre os SnRNAs U4/U6 (Fig. 6B).

Localizacéo in situ das sondas de SnRNAs

A localizagdo in situ do snRNA U1 em cromossomos de Ancistrus sp. revelou um sitio
na regido subterminal do bracgo longo no par sm 14 (Fig. 7A). Em A. aguaboensis, foi detectado
um sitio cromossdmico marcado na regido subterminal do brago longo no par sm 10 (Fig. 7B),

mesmo padréo de marcagdo observado em A. cf. multispinis (Fig. 7C).
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As sondas de snRNA U2 e U5 mostraram marcacOes co-localizadas nos cromossomos
das trés espécies analisadas: blocos na regido pericentromérica do braco curto do par sm 11 em
Ancistrus sp. (Fig. 7A); na regido pericentromérica do brago curto do par st 15 em A.
aguaboensis (Fig. 7B); e, sitio na regido subterminal do braco curto do par st 14 em A. cf.

multispinis (Fig. 7C).

As marcacOes para a sonda de SnRNA U4 foram encontradas dispersas em Vvarios pares
de cromossomos nas trés espécies de Ancistrus, bem como foi possivel identificar acimulos de
sinais em alguns pares nas regides terminais, subterminais, pericentroméricas e regides
intersticiais dos bragcos longos em cromossomos metacéntricos, submetacéntricos,

subtelocéntricos e acrocéntricos (Fig. 8).

Por meio da técnica de FISH, ndo foi possivel detectar marcacfes nos cromossomos das
trés espécies analisadas ao se utilizar a sonda para SnRNA U6.

Discussao

As sequéncias non-coding RNAs podem apresentar baixa conservacdo entre copias
ortélogas, o que inimeras vezes dificulta seu reconhecimento baseado apenas em similaridade
de bases (KALVARI et al., 2018). No entanto, as analises de sequéncias nucleotidicas dos
snRNAs U pertencentes ao complexo major spliceossomo em Ancistrus mostraram identidade
destes genes acima de 87% e baixos valores de e-value com seus ort6logos de outros genomas
de peixes, 0 que as credenciam como putativamente funcionais. As estruturas secundarias
preditas, obtidas a partir dos alinhamentos nucleotidicos entre as sequéncias de ShRNAs de A.
aguaboensis com as das espécies de Apareindon sp (AZAMBUJA et al., em preparacao),
Colossoma macropomum e Pygocentrus nattereri, se mostraram conservadas em relacdo
aquelas esperadas para peixes (MARZ et al., 2008). A conservacdo da organizagdo das
estruturas, com presenca de stem-loops e loops, alem do correto pareamento de U4/U6,

necessario no momento de splicing, corroboram com a putativa funcionalidade desses SNRNAS.

Poucos séo os estudos que relataram a organizacao dos clusters snRNA U nos genomas
de peixes, mas os dados obtidos até o momento indicam prevaléncia de clusters
individualizados para cada familia génica (AZAMBUJA et al., em preparacao), além de alguns
relatos da formacdo de clusters com duas familias, como Ul e U2 (MARZ et al., 2008;
GARCIA-SOUTO et al., 2015) e U2 e U5 (MERLO et al., 2010, 2012), ou até mesmo com as



35

trés familias U1, U2 e U5 (MANCHADO et al., 2006), embora nenhuma vantagem evolutiva
para a formacdo desses clusters tenha sido descrita até 0 momento. Em Ancistrus, as sequéncias
SnRNA U2 e U5 apresentaram-se clusterizadas, assim como observado nos genomas de
Pygocentrus nattereri (Assembly accession GCF_015220715.1) e Astyanax mexicanus
(Assembly accession GCF_000372685.2), entre outros. Os dados de localizagdo in situ
demonstraram a ocorréncia do cluster snRNA U2-U5 colocalizados nos cromossomos, além de
sitio individualizado para o SnRNA U1 nos caridtipos de Ancistrus sp., A. aguaboensis e A. cf.

multispinis.

As espécies de Ancistrus analisadas neste trabalho possuem 2n = 50 (A. aguaboensis e
Ancistrus sp.) e 2n =52 cromossomos (A. cf. multispinis) (BARROS et al., 2017; GLUGOSKI
et al., 2020). Em Ancistrus sp., a diminuicdo do 2n foi atribuida a um evento de fusdo Rb,
evidenciado por um ITS colocalizado a um pseudogene do rDNA 5S no par 1 metacéntrico
(BARROS et al., 2017). De modo similar, acredita-se que em A. aguaboensis a diminuigdo do
2n também seja resultante de uma fusdo Rb mediada pela ocorréncia de um sitio de rDNA 5S
em regido proximal do par 2 metacéntrico, porém sem vestigios de ITS (GLUGOSKI et al.,
2020). Em outra via, A. cf. multispinis é proposto ter 0 2n = 52 cromossomos conservado, porém
com alguns eventos de rearranjos cromossémicos estruturais em seu cariotipo (GLUGOSKI et
al., 2020).

Apesar da maior prevaléncia de clusters individualizados, alguns genes snRNA U ja
foram detectados em arranjos sinténicos a familia génica do rRNA 5S em alguns genomas de
peixes. Experimentos de localizacdo in situ detectaram a sintenia do sSnRNA U2 ao rDNA 5S
nos cromossomos de espécies de peixes, 0s quais apresentaram-se em sitios cromossémicos
adjacentes (SCACHETTI et al., 2015; YANO et al., 2017; MALIMPENSA et al., 2018, 2020).
Jaem um estudo com a caracterizacao de sequéncias, a familia génica sSnRNA U1 foi visualizada
sinténica e intercalada a cépias do rDNA 5S nos genomas de espécies de Triportheus, evento
considerado especifico para a linhagem, decorrente de transposi¢do snRNA U1l mediada por
TEs (YANO et al., 2020). Porém, os sitios de snRNAs U localizados nos caridtipos aqui
analisados ndo sdo sinténicos aos sitios rDNAs 5S e 45S mapeados previamente por Glugoski
et al. (2020) nos cromossomos de A. aguaboensis e A. cf. multispinis, e por Barros et al. (2017)
nos cromossomos de Ancistrus sp. Dessa forma, ao menos nestas trés espécies avaliadas, as
familias SnRNAs U1, U2, U4, U5 e U6 ndo estdo envolvidas nos eventos de quebras e rearranjos
cromossémicos, ja relatados anteriormente, que ocorreram na diversificagcdo cariotipica das

espécies de Ancistrus.
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A proposicdo do ndo envolvimento das familias snRNAs U1, U2 e U5 nos rearranjos
cromossémicos propostos para Ancistrus sp., A. aguaboensis e A. cf. multispinis também ¢
corroborada pela localizagdo em provaveis cromossomos homeologos. Nas trés espécies
analisadas, os sitios de snRNA U1 ficaram restritos a posi¢éo subterminal de um unico par sm
aparentemente home6logo. De modo similar, o cluster de snRNAs U2-U5 foi localizado em
Unico sitio cromossémico no brago curto de um par subtelocéntrico/submetacéntrico,
prossivelmente homedlogos entre as trés espécies. Esses dados corroboram diversos trabalhos
em peixes e indicam que genes SNnRNA, em sua maioria, encontram-se concentrados em um ou
poucos pares cromossdmicos em diferentes grupos, como Characidae (SILVA et al., 2015;
SANTOS et al., 2017; PISCOR et al., 2018), Gymnotidae (UTSONOMIA et al., 2014),
Moronidae (MERLO et al., 2010), Bagridae (SUPIWONG et al., 2013), Crenuchidae (PUCCI
et al., 2018), Merlucciidae (GARCIA-SOUTO et al., 2015), Cyprinodontidae (ARAYA-
JAIME et al., 2017), Cichlidae (CABRAL-DE-MELLO et al., 2012), Anostomidae (DULZ et
al., 2020) e Pimelodidae (MALIMPENSA et al., 2018, 2020).

Porém, multiplos l6cos para os sSnRNAs Ul e U2 ja foram relatados nos genomas de
algumas espécies de peixes (UBEDA-MANZANARO et al., 2010; SILVA et al., 2015; DULZ
et al., 2020). Usualmente, a localizacdo em mudltiplos sitios ou sitios dispersos de familias
multigénicas é atribuida por mecanismos de transposi¢do mediada por TEs, presentes em suas
regibes non-transcribed sequences (NTS) (REBORDINOS et al., 2013; GLUGOSKI et al.,
2018; MALIMPENSA et al., 2020; YANO et al., 2020). Os snRNAs podem ser alvos de
retrotransposicdo quando seus transcritos sdo reconhecidos e movidos pela maquinaria de
retrotransposons, como o retrotransposon LINE-1 (L1), por exemplo, como ja relatado em
mamiferos (GARCIA-PEREZ et al., 2007; DOUCET et al., 2015). Segundo Marz et al. (2008),
0s SNnRNAs se comportariam como elementos moéveis no contexto genémino, uma vez que a
sintenia com seus genes de flanco ndo permanecem conservados ao longo da escala de tempo
evolutiva dos metazoarios e, além disso, percebe-se que snRNAs sdo frequentemente
fundadores de familia de pseudogenes. A presenca de copias defectivas e pseudogenes de
snRNAs ja foi observada antes para peixes em Apareiodon sp. (AZAMBUJA et al., em
preparacdo). Os pseudogenes podem ser divididos em unitarios e duplicados, quando s&o
derivados diretamente de sequéncia de DNA e mantém seus elementos reguladores, ou em
pseudogenes processados, que sao formados pela retrotransposicéo de transcritos de mRNA (LI
et al., 2013). O fragmento de 267 pb amplificado com primers de snRNA U4 a partir de A.

aguaboensis apresentou duas copias adjacentes de U4 separadas por uma regido NTS curta,
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sem a presenca das sequéncias promotoras necessarias para a transcricdo de SnRNAs,
demonstrando assim, um indicio da formagdo de pseudogenes por retrotransposicdo em
Ancistrus. A retrotransposicdo de U4 poderia ser o indicativo das marcacdes dispersas
encontradas nas trés espécies. Ainda, os sitios de marcacdo observados para essa familia,
embora diferentes entre as espécies, ndo estavam em lugares suspeitos de possiveis rearranjos

estruturais de cromossomaos.

A andlise das sequéncias obtidas dos snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6 ndo retornaram
similaridade para TEs e a auséncia dos mesmos em regides génicas dos sSnRNAs U1, U2 e U5
corroboram para a conservagdo de sitios cromossémicos em Ancistrus. As sequéncias NTS
destes genes, bem como suas adjacéncias, ainda necessitam de uma investigacdo mais apurada
para uma confirmacdo do mecanismo envolvido para a formacédo de pseudogenes de sSnRNA

U4, bem como a confirmacado de genes funcionais.

Em peixes Neotropicais, o estudo de localizacdo cromossdmica dos SnRNAs U4 e U6 é
restrito para os cariotipos de algumas espécies da familia Parodontidae (AZAMBUJA et al., em
preparacdo). Nesse grupo, sitios sSnRNA U4 foram envolvidos em quebras e rearranjos
cromossémicos, enquanto o sSnRNA U6 apresentou localizagdo em cromossomos homeologos
(AZAMBUJA et al., em preparacdo). Nas trés espécies de Ancistrus aqui avaliadas nao foram
observados sinais de marca¢cdes cromossémicas utilizando-se a sonda de snRNA U6, o que
poderia ser atribuido ao seu baixo numero de cdpias nos clusters, indetectaveis pelo
procedimento de hibridizagdo (KRETSCHMER et al., 2018). Em outra via, a ocorréncia de

copias dispersas ao longo de todo o genoma ndo pode ser descartada.

A enorme plasticidade cariotipica encontrada em espécies de Loricariidae é decorrente
de quebras e rearranjos cromossémicos oriundos em regides enriquecidas de DNAS repetitivos
(PRIMO et al., 2018; GLUGOSKI et al., 2018, 2020; DEON et al., 2020), especialmente no
género Ancistrus (MARIOTTO et al., 2011; FAVARATO et al., 2016; BARROS et al., 2017;
GLUGOSKI et al., 2020). Este € o primeiro estudo de caracterizacdo de sequéncias e
localizagdo in situ de snRNAs em espécies de Ancistrus. As sequéncias nucleotidicas dos
SnRNAs U pertencentes ao complexo major spliceossomo obtidas aqui para Ancistrus, bem
como suas estruturas secundarias, se mostraram putativamente funcionais. Os dados
moleculares e cromossdmicos aqui obtidos demonstraram a clusterizagdo U2-U5 nos genomas
de Ancistrus, sitios cromossdmicos Unicos de Ul e sinais dispersos de U4 sobre os

cromossomos. O padrédo de marcagdo para os snRNAs Ul, U2, U4 e U5, bem como a
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conservagao em provaveis cromossomos homeologos dentro do género e a nao sintenia entre
essas familias aos rDNAs, ja descritos anteriormente como participativos dos eventos de fusGes
céntricas, evidenciam que os SnRNAs ndo estdo envolvidos em rearranjos cromossémicos

descritos para Ancistrus sp., A. aguaboensis e A. cf. multispinis.

Concluséao

Em conclusdo, os dados obtidos neste estudo ndo indicaram uma associacdo entre a
familia multigénica dos snRNAs e 0s rearranjos cromossomicos geradores da diversidade
cariotipica presente em Ancistrus. Tidos como “pontos de quebra evolutiva” na familia
Loricariidae, visto a verificacdo do seu reuso em eventos de quebras e rearranjos

cromossdmicos, os rDNAs mostraram-se ndo sinténicos as sondas de SnRNAs analisadas.
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Figura 3- Sequéncia de 1131 pb, contendo o cluster shRNA U2-U5, obtida a partir do genoma
de A. aguaboensis. Sequéncias SnRNA U2 em azul e SnRNA U5 em rosa. As regides 186-553

pb e 669-972 pb compreendem as sequéncias espacadoras NTS.
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Figura 4- Sequéncia de 267 pb contendo duas copias adjacentes de SnRNA U4, obtida a partir
do genoma de A. aguaboensis. Sequéncias SnARNA U4 em vermelho (1-132 pb e 137-267 pb).
A regido 133-136 pb compreende a sequéncia espagadora NTS.
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Figura 5- Alinhamentos das sequéncias completas dos sSnRNAs U1 164 pb (a), U2 191 pb (b),

U4 141 pb (c), U5 116 pb (d) e U6 107 pb (e),

das a partir de A. aguaboensis., Apareiodon

obt

sp, Colossoma macropomum e Pygocentrus nattereri.
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(A)
U1 snRNA U2 snRNA U4 snRNA

191 pb 141 pb

-89.96 kcal/mol -107.19 kcal/mol -63.43 kcal/mol

U5 snRNA U6 snRNA (B)

116 pb 107 pb
-49.40 kcal/mol -39.69 kcal/mol

U4 snRNA - U6 snRNA

Eom w

Figura 6- Predicdo das estruturas secundarias dos snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6. Em (A)
estruturas com escala de cor para probabilidade do pareamento dos pares de bases (em
destague), onde o vermelho representa a maxima e azul a minima, tamanho de cada sequéncia

e energia livre. Em (B) pareamento do complexo U4/U6, participantes da estrutura do

spliceossomo.



43

Ancistrus sp.

Ancistrus aguaboensis

Ancistrus cf . multispinis

Figura 7- Carittipos de Ancistrus sp. (A), A. aguaboensis (B) e A. cf. multispinis (C)
submetidos a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) empregando-se a sonda da sequéncia
snRNAs U1 (em verde) e a double FISH com as sondas de U2 (em vermelho) e U5 (em verde).
Em destaque (caixas), estdo evidenciados os pares cromossomos portadores das marcacoes

individualizadas. Barra = 10 um.
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A Ancistrus sp.

Ancistrus aguaboensis

C Ancistrus cf . multispinis

Figura 8- Metafases cromossdémicas de Ancistrus sp. (A), A. aguaboensis (B) e A. cf.
multispinis (C) submetidos a localizacéo fluroescente in situ, empregando-se sonda de sSnRNA
U4 (em vermelho). Barra = 10 pm.
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Anexo A- Licenga permanente para coleta de material zoolégicoMMA/ IBAMA/SISBIO:
15117-1

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

| Nuamero: 15117-1 | Data da Emiss&o: 26/03/2008 18:25 |
Dados do titular
Registro no Ibama: 2537361 INome: Marcelo Ricardo Vicari CPF: 952.846.480-72
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observagdes, ressalvas e condicionantes

1 A pi de ) @) nas ativi [ nesta G P de ¢ dida pelo N éno de Ciéncia e Tecnologia
(CNPg/MCT)
Allicenca permanente nao € vahda para a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espéces ameacadas de

2 extingao; b) manutengao de de fauna sily em c) recebimento ou envio de matenal biologico ao
exterior. e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservacgao lederal ou em caverna. A restrigao prevista no item d ndo se aplica as categorias
Reserva Particular do Patriménio Natural. Area de Relevante Interesse Ecold e Alea de Protecao Ambiental constituidas por terras privadas

3 O pesquisador titular da licenga permanente, quando hado, devera reg ¢ao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da . que NO COMp de registro de xpedicdo para

G a
4 Esta licenga permanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros msuumemos legaas bem como do consentimento do
responsavel pela area. publica ou privada, onde sera realizada a atividade

5 Esta licenca permanente nao podera ser utilizada para ins comercials, industriais, esportivos ou para de d ao pi de licer
ambiental de empreendimentos.
6 |Esa amo:zacéo NAO ex:‘ne: titular da de atender ao di na Instrugéo iva Ibama n® 27/2002. que regulamenta o Sistema
N | de e Aves S
Op dor titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)
8 [s} &930 gestor de unidade de conservagao estadual. distrital ou municipal podera. a de da licenga per e das das pelo Ibama,
outras condic para a realizacao de pesquisa nessas unidades de conservagao
O titular de licenga ou autonizagao e os membros da sua equipe o optar por métodos de coleta e ir de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse. evitando a morte ou dano significativo a outros grupos: e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
populaago':s do grupo taxonomico de interesse em condicao in situ.

10 O titular da icenga permanente devera apresentar, anuaimente, relatono de aividades a ser enviado por melo 4o SISbio No prazo de ate 30 dias apos o anversanc de

emissao da licenca permanente.

O titular de autorizagao ou de hcenc;a permanenle assim como os membros de sua equipe. Quando da violagao da legislagao vigente. ou quando da inadequagao,

" ou falsa ¢ao de que a ¢ao do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
5a ou revogada pelo Ibama e o malenal logi apreendido nos termos da em vigor.

12 Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregatico do pesquisador com a msmuncao Cientifica a qual ele estava vinculado por OCasiao da
Este documento nao dispensa o P o da | que dnspde sobre acesso a componeme do patimonio genetico existente No (ermtono nacional, na

13 | plataforma continental e na zona . ou ao conh tr ao N0 é . para fins de pesquisa cientifica
hupfomo e desenvo!vumenm lemobgroo

14 das nesta NAO abrang I de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

acadas de extingao. sob ou c de soby lotag

Taxons autorizados

7 Nivel taxonomico Taxon(s)

1| ORDEM Characill _ Cyprnilc _ Synbranchil Percil Silunl Gymnotlormes

2

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 UN|VERSI5ADE F_STADUAL DE PONTA GROSSA Citogenética de Peixes

2 _|Museu N Federal do Rio de Janeiro colecao

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. Através
do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Anexo B- Carta de aprovacio da Comisséo de Etica do Uso de Animal

I e
UE LW
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 028/2016
Protocolo UEPG — 8759/2016
Titulo — Prorrogacdo do projeto de pesquisa ‘Isolamento, localizacao in situ e expressao
génica de DNAs repetitivos em Loricariidae (Pisces, Siluriformes” Processo aprovado sob o
protocolo UEPG 2787/2014 e carta de aprovacao CEUA 007/2014.
Interessado: Profa. Dra. Viviane Nogaroto Vicari
Data de Entrada —03/06/2016
Resultado: Aprovado
Data/Prazo — 03/06/2016 a 28/02/2018
Consideracoes
Prezada Professora Dra. Viviane Nogaroto Vicari
Em relacao a utilizagdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovagéo, por dois anos, a utilizacao de aprovada a utilizagao de
30 peixes.
Ponta Grossa, 03 de junho de 2016.

Atenciosamente,

PONTA CROSSA
‘%mgﬁai g"ﬁﬁﬂ& frica noUsO de Animass

Av Gen Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264
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Anexo C- Obtencao de Cromossomos Mitdticos (Bertollo et al., 2015)
1.Injetar intra-abdominalmente no animal uma solucédo de colchicina 0,0125%.
2. Manter o peixe em aquério aerado durante 40 minutos.

3. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina diluida a 0.01%,

sacrificando-o em seguida.

4. Retirar uma porc¢do do rim anterior, transferindo-a para cerca de 5 ml de solugéo hipotdnica
(KCI10.075M).

5. Dissociar as células com uma seringa desprovida de agulha.
6. Incubar em estufa a 37°C durante 30 minutos.

7. Re-suspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em um tubo de

centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos nao desfeitos.

8. Acrescentar 12 gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de &cido acético glacial), recém

preparado.

9. Re-suspender o material repetidas vezes.

10. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm.

11. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur.

12. Adicionar 6 ml do mesmo fixador e re-suspender bem o material
13. Centrifugar mais 3 vezes por 10 minutos cada, a 900 rpm.

14. Descartar o0 material sobrenadante.

15. Adicionar quantidade suficiente de fixador para que se tenha uma suspensdo celular

moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-suspender bem o material.

16. Acondicionar em frascos microtubos. Nesta etapa, 0 material podera ser armazenado em

freezer, para posterior utilizagao.

17. Pingar 1-2 gotas da suspensdo celular, com uma pipeta Pasteur, sobre uma lamina bem
limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'dgua a 60°C, de tal forma que a agua escorra e

permita que o material fique aderido sobre a lamina.

18. Deixar o material secar ao ar.



19. Corar com solucdo de Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH=6,8 durante 6-8 minutos.
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Anexo D- Extracdo de DNA método Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al., 2001)

Pequenos pedacos de tecido de figado foram macerados em tubos de 2mL e, em seguida,
adicionou-se 550mL de solucéo de digestdo (14puL NaCl (5M) / 35uL EDTA (0,5M) / 7uL Tris-
HCI (1M) / 35uL SDS (10%) / 3,5pL Proteinase K (20mg/mL) / 605,5uL H20 destilada) em
cada um e foram para o vortex. Os tubos foram incubados em banho maria a 55°C por 2 horas.
Apds isso, acrescentou-se 500uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) em cada
tubo e agitaram-se suavemente por 20 minutos. O material contido nos tubos foi centrifugado
a 13.000 rpm por 15 minutos e, ap0s isso, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo
(recuperando aproximadamente 300uL de sobrenadante). Acrescentou-se 300uL de NaCl 1M
e 600uL de etanol 100% (proporcdo de 1:2) e agitaram-se suavemente para que o DNA
precipitasse. Apds isso, centrifugaram-se os tubos a 10.000 rpm por 5 minutos e descartou-se o
sobrenadante, vertendo os tubos. Acrescentou-se 200uL de etanol 70% gelado em cada tubo e
centrifugaram-se a 10.000 rpm por 5 minutos para, logo apés, descartar o sobrenadante vertendo
0s tubos. O DNA contido nos tubos foi secado em estufa a 37°C por aproximadamente 1 hora.
Acrescentou-se 60uL de tampéo TE e 3uL de RNAse. Por Gltimo, os tubos foram deixados em

banho maria a 37°C por 40 minutos. O material foi armazenado a -20°C.
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Anexo E- Marcagéo das sondas

A sondas repetitivas utilizadas neste estudo foram marcadas pelo método de PCR
usando digoxigenina 11 dUTP (Jena Bioscience) ou biotina 16 dUTP (Jena Bioscience). O PCR
marcado com primers especificos foi realizado para o rDNA usando 40 ng de molde de DNA,
1X Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM de dATP, dGTP e dCTP,
28 uM de dTTP, 12 uM digoxigenina 11 dUTP/ biotina 16 dUTP, 1 uM de primers, 2mM
MgCI2 e 0.05 U/uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®).
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Anexo F- Fluorescence in situ Hybridization (FISH) (Pinkel et al., 1986)

As laminas foram lavadas em tampdo PBS 1X, durante 5 min, em temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram desidratadas em uma série alcoolica em etanol gelado 70%, 85%
e 100%, por 5 min cada. As laminas foram entdo secas e submetidas ao pré-tratamento com
RNAse (100 pl/lamina — 0,4% RNAse/2XSSC) em cadmara Umida a 37°C por 1 hr. Apds isso,
as laminas foram lavadas em 2X SSC por 5 min (3X); PBS 1X por 5 min (3X) e incubadas em
solucéo de pepsina 0,005% por 10 min. Em seguida foram lavadas novamente em PBS 1X por
5 min e incubadas em formaldeido 1% em PBS 1X/50mM MgCI2 por 10 min a temperatura
ambiente. Ap6s, houve mais um banho em PBS 1X por 5 min, seguida de mais uma série
alcdolica e desnaturacdo do cromossomo em formamida 70%/ 2X SSC por 5 min a 70°C. A
sequir, o material foi desidratado em série alcoolica. As laminas, depois de secas, foram
cobertas com o mix de hibridagéo (de 150-500 ng de cada sonda, 50% formamida, 2X SSC,
10% sulfato dextrano, volume final 50 pl), o qual foi desnaturado a 100°C, por 10 min. A
hibridacdo foi realizada no periodo de uma noite, a 37°C, em camara umida. Depois da
hibridacéo, as laminas foram lavadas em Tween 0,5%/4X SSC, em duas etapas de 10 min. As
laminas foram incubadas em tampédo 5% NFDM/4X SSC por 15 min, seguido entdo de mais
duas lavagens de Tween 0,5%/4X SSC por 5 min. A deteccdo dos sinais de hibridacéo foi
realizada usando uma solucdo composta por Streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488
(Invitrogen) e Anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science) por 1 hr
em camara Umida e escura. As laminas foram lavadas 3X com Tween 0,5%/4X SSC por 5 min,
seguida por uma série alcéolica final. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI (0,2

pg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector).



