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RESUMO

Dentre os peixes neotropicais, o género Rineloricaria é caracterizado por possuir uma
grande diversidade cariotipica. S8o peixes popularmente conhecidos como bagres
blindados. Os dados citogenéticos para o género mostram um polimorfismo evidente
nessas especies, com diferentes nimeros diploides e formulas cariotipicas, que podem
ter a sua origem a partir de rearranjos cromossomicos, como fissdes, fussdes ou
translocacdes. Neste sentido, os avancos das tecnologias de sequenciamento de
genomas e a bioinformatica, tem fornecido ferramentas e abordagens para estudos
genéticos nesses organismos. Nessa dissertacdo, exploramos dados obtidos do
sequenciamento de Nova Geracédo (NGS) de Rineloricaria lanceolata e utilizamos uma
série de ferramentas de bioinforméatica. Com isso, objetivamos evidenciar o polimorfismo
cariotipico em Rineloricaria lanceolata e explorar os dados obtidos pelo sequenciamento
do genoma da espécie, na intencdo de levantar hipoteses sobre o surgimento da
variacao cariotipica no grupo. O mitogenoma parcial foi obtido e a anotacédo funcional
realizada, sendo possivel estabelecer o primeiro mitogenoma parcial descrito para o
género Rineloricaria. O satelitoma de R. lanceolata evidenciou 40 sequéncias de DNAs
repetitivos para a espécie classificadas em diferentes familias. Com a descoberta das
sequéncias, sugerimos a confeccdo de marcadores citogenéticos para as sequéncias
mais abundantes no genoma da espécie. A caracterizacao citogenética da amostra de
uma populacéo de R. lanceolata também revelou diferencgas significativas nos cariotipos,
como uma nova variante ainda ndo observada para a espécie. Por fim, concluimos que
abordagens in silico € um importante complemento para futuras técnicas in situ como
FISH, sendo essenciais para responder possiveis questdes que cercam a espécie.
Portanto, o trabalho atual € um ponto de partida para novas abordagens cario-evolutivas
envolvendo o género.

Palavras-chave: Rineloricaria; Satelitoma; Mitogenoma; Polimorfismo.



ABSTRACT

Among the Neotropical fishes, the genus Rineloricaria is characterized by a great
karyotypic diversity. These are fishes popularly known as armored catfish. Cytogenetic
data for the genus show an evident polymorphism in these species, with different
diploid numbers and karyotypic formulas, which may have their origin from
chromosomal rearrangements, such as fissions, fusions, or translocations. In this
sense, advances in genome sequencing technologies and bioinformatics have
provided tools and approaches for genetic studies in these organisms. In this
dissertation, we explore data obtained from Next-Generation Sequencing (NGS) of
Rineloricaria lanceolata and use a series of bioinformatics tools. With this, we aimed
to highlight karyotypic polymorphism in Rineloricaria lanceolata and explore the data
obtained by sequencing the genome of the species, with the intention of raising
hypotheses about the emergence of karyotypic variation in the group. The partial
mitogenome was obtained and functional annotation performed, and it was possible to
establish the first partial mitogenome described for the genus Rineloricaria. The
satellitome of R. lanceolata showed 40 sequences of repetitive DNAs for the species
classified in different families. With the discovery of the sequences, we suggest the
confection of cytogenetic markers for the most abundant sequences in the genome of
the species. Cytogenetic characterization of the sample from a population of R.
lanceolata also revealed significant differences in the karyotypes, such as a new
variant not yet observed for the species. Finally, we conclude that in silico approaches
are an important complement to future in situ techniques such as FISH, and are
essential to answer possible questions surrounding the species. Therefore, the current
work is a starting point for new karyo-evolutionary approaches involving the genus.

Keywords: Rineloricaria; Satellitetome; Mitogenome; Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A grande diversidade de organismos em ambientes de 4gua doce no Brasil, se

deve a presenca dos grandes sistemas hidrograficos, que possuem uma importante
distincdo faunistica. E essa distincdo € formada devido a restricdo do fluxo génico,
pelo isolamento geografico na formacédo dos grandes sistemas hidrogréficos. Grande
parte dos peixes que habitam esses ambientes de agua doce, pertencem ao grupo
dos Actinopterygii, que €& composto por cinco grandes ordens (Characiformes,
Siluriformes, Perciformes, Cyprinodontiformes e Gymnotiformes), abrangendo 95%
das espécies conhecidas no Brasil (ROSA; LIMA, 2008).

Os Siluriformes estdo entre as maiores ordens de peixes com 3.707 espécies
validas, pertencentes a 412 géneros e 39 familias. Também, possuem uma ampla
distribuicdo, abrangendo todos os continentes, exceto na Antartica. Apesar do grande
namero de espécies, apenas duas familias sdo representantes marinhos Ariidae (agua
doce e marinha) e Plotoside (marinha), o restante das familias séo restritas as aguas
doces, embora também existam espécies com a capacidade de invadir aguas salobras
(NELSON, 1994). A familia Loricariidae representa a maior riqueza de espécies que
compdem a ordem, com 970 espécies descritas e 100 géneros. Até o momento, €
composta por oito subfamilias, sendo elas Hypoptopomatinae, Neoplecostominae,
Delturinae, Lithogeninae, Rhinelepinae, Otothyrinae, Hypostomina e Loricariinae. As
espécies que compdem a familia sdo comumente conhecidas como bagres blindados,
pois possuem como caracteristica predominante uma boca modificada em forma de
disco de succdo (ARMBRUSTER, 2003; ARTONI; BERTOLLO, 2001; ESCHMEYER;
FONG, 2016,2018; LUJAN et al., 2015).

A organizacao cariotipica desses peixes ainda é subexplorada. Grande parte
dos estudos citogenéticos realizados na familia, estdo focados em espécies da
subfamilia Hypostominae. Embora, os grupos ja estudados apresentam uma variacéo
no numero diploide (2n) de 2n=36 na subfamilia Loricariinae, Rineloricaria latirostris
(GIULIANO-CAETANO, 1998), a 2n= 80 na subfamilia Hypostominae, Hypostomus
topavae (BUENO et al., 2011). Essa variagdo cromossémica tem sido usada para
caracterizar a familia. Possivelmente, essa diversidade indica que ocorrem varios
rearranjos cromossémicos, que sao caracteristicas comuns entre os loricarideos e

podem acabar levando a diversificagédo cariotipica. Com isso, torna-se cada vez mais
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complexo tracar uma tendéncia evolutiva para o grupo (ALVES et al., 2003; ARTONI;
BERTOLLO, 1999; 2001; KAVALCO, 2005).

A subfamilia Loricarinae € o um dos grupos mais especiosos entre as
subfamilias de Loricariidae, até o momento com 252 espécies validas, que estédo
amplamente distribuidas (COVAIN et al., 2016; FRICKE et al., 2020; LUJAN et al.,
2015). Assim também, o género Rineloricaria constitui 0 grupo mais rico em espécies
da subfamilia Loricariinae, constituido por 74 espécies validas e muitas outras néo
descritas ainda e estdo distribuidos por toda a América do Sul (FERRARIS, 2003;
FRICK; ESCHMEYER, 2020; VERA-ALCARAZ, 2012).

O género apresenta uma diversidade cariotipica predominante, com o 2n que
pode variar de 36-70 cromossomos. Do mesmo modo, sdo caracterizados por
apresentarem alteracdes cromossémicas e eventos de polimorfismos. Esses
polimorfismos podem ser numéricos ou estruturais, e essa € outra peculiaridade para
0 género (CIUS et al., 2017), como ja relatado em R. lanceolata (PORTO, 2014), R.
latirostris (GIULIANO-CAETANO 1998), R. lima (ROSA et al., 2012) e polimorfismo
numeérico com a presenga de cromossomo B em R. pentamaculata (ERRERO-
PORTO,2007). Essas variagcdes encontradas no numero dipléide e na féormula
cariotipica do género Rineloricaria, estdo resumidas na tabela 1. Logo, a provavel
explicacdo para essa variagdo no numero diploide pode ser devido a eventos de
inversdes pericéntricas, translocacdes robertsonianas e/ou fissbes céntricas (ROSA
et al., 2011).

Algumas hipéteses foram abordadas sobre as possiveis causas dessas
variacdes, e alguns autores sugerem que possivelmente, a origem destes diferentes
citotipos seriam devido as translocacdes robertsonianas ou fusées céntricas. Segundo
Porto et al. (2011) espécies desse género parecem estar mais susceptiveis a esses
rearranjos robertsonianos. Adicionalmente, ROSA et al. (2012) estudaram populacfes
de R. lima e observaram vestigios de rearranjos cromossomicos, por meio de
hidridizagbes in situ, utilizando a sequéncia telomérica (TTAGGG), onde foram
verificadas sequéncias ITS (Intrachromosomal Telomeric Sequences) e 5S rDNA
juntos em locais de fusdo cromossOmica, sugerindo que essas duas sequéncias de
DNA repetitivos poderiam atuar como locais de fusdo cromossomica. Logo, essas
sequéncias de DNAs repetitivos, podem ser agentes ativos na evolucdo

cromossOmica, como também moldar esses rearranjos cromossdmicos.
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7

A presenca de sequéncias de DNA repetitivos € comum no genoma de
eucariotos, e sao caracterizados por possuirem diversas familias repetitivas. Como
também, podem ser heterogéneas, sendo classificadas em duas categorias de acordo
com caracteristicas individuais da sua organizacdo genbmica, como elementos
intercalados ou matrizes in tandem (BISCOTTI et al., 2015; YUAN et al., 2018). Os
elementos intercalados sé@o constituidos pelos elementos transponiveis (TES) como
transposons e retrotransposons, esses estéo distribuidos por todo o genoma. Devido
ao seu mecanismo de transposicdo, sdo capazes de se amplificar e se reinserir no
genoma nuclear. Entretanto, alguns TEs mostram uma concentragao em particular,
em regibes cromossdmicas especificas, como nos centrdmeros ou sitios
subteloméricos (BISCOTTI et al., 2015; CADUCCI et al., 2020; WICKER et al., 2007).

Os TEs séo divididos em duas classes, com base no seu intermediario de
transposicdo, RNA ou DNA. Os retrotransposons ou classe |, se amplificam por meio
de um RNA intermediario, e também s&o considerados a principal fonte de aumento
de fracdes repetitivas. Os transposons de DNA ou classe Il, sdo elementos
transponiveis, que ser movem e amplificam através do DNA (TOLLIS; BOISSINOT,
2012).

As sequéncias arranjadas in tandem incluem as sequéncias codificantes,
familias multigénicas, como RNA ribossémicos (rRNA), genes de histonas e nao-
codificantes, como os DNA satélites (micro e minissatélites), que estdo
esquematizados na figura 1. As unidades de repeticdes in tandem sdo organizadas
em clusters e geralmente esses estdo localizados em porcbes teloméricas ou
pericentroméricas, podendo estar presente em um ou mais pares de cromossomos
(LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012). Além disso, o0 genoma eucarioto &
capaz de apresentar diferentes colecdes de familias de DNA satélites (satDNA), que
sdo designadas como “satelitoma”. Outra caracteristica geral sobre as familias
satDNAs é que elas diferem uma das outras por sua localizacdo, comprimento de
unidade de repeticdo, abundancia e sequéncia de nucleotideos. Como também, as
familias de satDNAs ndo sao consideradas conservadas e algumas séo especificas
de determinadas espécies (RUIZ-RUANO et al., 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017).
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Figura 1 - Esquema da organizacdo de diferentes classes de sequéncias de DNA repetitivos em
Eucariotos.

Sequéncias Repetitivas

Codificante Nao-codificante

Familias
Geénicas

In tandem

Elementos
Transponiveis

Dispersas

DNA satélite
DNA
microsatélite

DNA
minissatélite

Fonte: Adaptado de MARTINS et al., 2011.
Em genomas que foram completamente sequenciados esses elementos

repetitivos séo considerados lacunas, devido a sua dificuldade na identificacéo correta
da sua posicao dentro da matriz do genoma. Com isso, a funcdo desses elementos
repetitivos por muito tempo permaneceu desconhecida, sendo considerados como
DNA lixo. Entretanto, nos ultimos anos uma série de estudos, permitiram com que
essa definicho mudasse, devido a descoberta de regides que eram transcritas dentro
desses elementos repetitivos, e 0 seu envolvimento nas fungbes gendmicas,
demonstrando que essas sequéncias sado importantes para a organizacao estrutural e
funcional do genoma (GARRIDO-RAMOS, 2015).
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Devido a capacidade que essas sequéncias repetitivas apresentam, de se
transformarem rapidamente ao longo da evolucdo dos organismos, séo considerados
como potenciais marcadores citogenéticos, que podem ser capazes de rastrear
rearranjos cromossémicos (MASCONE et al., 2007; SCHWARZACHER, 2003). Com
isso, a técnica de hibridizacéo in situ (FISH) tem contribuido significativamente para
0S avancgos nha caracterizacdo de um satDNA, permitindo a sua localizagcdo e
determinacdo de sequéncias de interesse. Logo, essas investigacdes sobre a
distribuicdo cromossémica de DNAs repetitivos em genomas de peixes, demonstram
ser uma ferramenta propicia para as analises de organizacdo gendmica e evolucéo
dos peixes (ARTONI et al., 2015).

Com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de Nova Geracéo
(NGS) nos ultimos anos, foi possivel o sequenciamento do genoma de diferentes
espécies, inclusive, espécies consideradas ndo-modelo. Pois, ndo necessitam de um
genoma de referéncia. Logo, essas abordagens facilitaram o isolamento e obtencéo
dessas sequéncias repetitivas. Do mesmo modo, 0 uso dessas abordagens de NGS
aliado a ferramentas de bioinforméatica como o software Repeat Explorer (NOVAK et
al., 2013), e o protocolo de alto rendimento apresentado por Ruiz-Ruano et al. (2016),
permitiram uma analise com elevado desempenho para a caracterizagcdo e montagem
de familias de satDNAs (AFGAN et al., 2018; NOVAK et al., 2013; RODRIGUES et al.,
2019).

Entre os dados que compdem os resultados do sequenciamento do genoma de
uma espécie, o DNA mitocondrial (mtDNA) pode ser recuperado. O mtDNA tem como
caracteristica uma molécula de fita dupla e circular. Além disso, é geralmente
compacto, possuindo de 15 a 20Kb, que se organiza em 37 genes (2 rRNAs, 22
tRNAs, 13 genes codificadores de proteinas e uma regido ndo codificadora)
(ANDERSON et al., 1981). A montagem do mitogenoma também aliado a ferramentas
de bioinformatica, se mostra promissora em analises filogenéticas moleculares,
estudos populacionais, assim como na estruturacdo genética de diferentes
populacdes (AVISE et al., 2000; VIEIRA; PRODOXIMI, 2019; SONG et al., 2016).
Embora exista diversos estudos na literatura com descricdes de genoma mitocondrial

completo, ndo ha nenhum dado disponivel para Rineloricaria.



Tabela 1 - Resumo dos dados citogenéticos disponiveis na literatura para o género Rineloricaria
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Espécie Localidade 2n Férmula Cariotipica Autor
R. lanceolata Corrego da Onga, Taquari, 45 4m+ 2sm+ 2st+ 37a PORTO et al. (2014)
Coxim-MS. 46 4m+ 2sm+ 2st+ 38a
47 4m+ 1sm+ 2st+ 40a
47 3m+ 1sm+ 2st+ 41a
48 3m+ 2st+ 43a
R. pentaculata Bacia do rio Parana 56 8m/sm+ 4st/a PORTO & PORTELA-CASTRO
(2011)
Ribeirdo Taua-PR 56 9m/sm+ 47st/a PORTO & PORTELA-CASTRO
(2011)
Rio Barra Grande e Juruba- 56 4m+ 10sm+42st/a
sC PRIMO et al. (2017)
54 6m+ 4sm+ 44st/a
Rio Barra Grande-SC
Rio Tatupeba 56 8m/sm+ 48st/a PORTO et al. (2011)
Rio Jacucaca- PR 56 8m/sm+ 48st/a MAIA et al. (2010)
R. lima Rio Acungui- PR 66 1mi+ 1m3+1m>+ 1stl+ 60a ROSA et al. (2012)
66 2m*+ 1m3+ 1m5+ 2st+ 60a
Rio Ribeira e Rio Agungui- PR 68 1m3+ 1m>+ 2smi+ 2st+ 62a




19

Tabela 1 - Resumo dos dados citogenéticos disponiveis para o género Rineloricaria
(Continuacéo)

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica Autor
R. lima Rio Areia e Rio Agungui- PR 68 2m?+ 2st+ 64a ROSA et al. (2012)
69 1m>+1sm+ 2st+ 65a
69 1m+ 2st+ 66a
70 2m*+ 2st+ 66a
70 2st+ 68a
R.aff. langei Rio Iguacu-PR 65 3m+ 62st/a ClUS et al. (2017)
65 4m+ 61st/a
66 3m+ 63st/a
67 3m+ 64st/a
Rineloricaria n.sp. Rio Betari-SP 70 20m+ 18sm+ 18st/a ALVES & FORESTI (2012)
R. cadeae Rio Itapocu-SC 66 2m+ 64st/a ALVES & FORESTI (2012)
Lago Guaiba-RS 64 2m/sm+ 62st/a MAIA et al. (2010)
66 2m/sm+ 64st/a ALVES et al. (2003)
R. kronei Rio Forquetinha-RS 64 64 st/a VENTURELLI et al. (2021)

Rio Itapocu -SC 64 6m/sm+ 58st/a ALVES et al. (2003)




Tabela 1 - Resumo dos dados citogenéticos disponiveis para o género Rineloricaria
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(Continuacéo)

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica Autor
R. latirostris Rio Passa-Cinco-SP 44 16m/sm+ 28st/a GIULIANO-CAETANO (1998)
45 15m/sm+ 30st/a
46 14m/sm+ 32st/a
47 13m/sm+ 34st/a
Rio Mogi-Guacgu-SP 36 24m/sm+ 12st/a GIULIANO-CAETANO (1998)
37 23m/sm+ 14st/a
38 22m/sm+ 16st/a
39 21m/sm+ 18st/a
40 20m/sm+ 20st/a
Rio Laranjinha-PR 46 10m+ 4sm+ 32st/a PRIMO et al. (2016)
Rio Barra Grande-SC 46 10m+ 4sm+ 32st/a GLUGOSKI et al. (2018)
Rio Pedras-MG 46 10m+ 4sm+ 32st/a GLUGOSKI et al. (2018)
Rio Piumhi-MG 48 6m+ 6sm+ 36st/a GLUGOSKI et al. (2018)
Rio Trés Bocas-PR 43 17m/sm+ 26st/a GIULIANO-CAETANO (1998)
44 16m/sm+ 28st/a
46 14m/sm+ 32st/a
47 13m/sm+ 34st/a

48

12m/sm+ 26st/a




Tabela 1 - Resumo dos dados citogenéticos disponiveis para o género Rineloricaria

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica Autor

R. parva Rio Miranda-MS 60 6m/sm+ 54st/a TAKAGUI et al. (2020)

R. capitonia Rio Uruguai- Bacia do rio 64 4m+ 2sm+ 58st/a PRIMO et al. (2017)
Uruguai

R. stellata Rio Uruguai- Bacia do rio 54 6m+ 14sm+ 34st/a PRIMO et al. (2016)
Uruguai

R. malabarbai Rio Forquetinha- Bacia do 64 4m/st+ 60st/a VENTURELLI et al. (2021)
Atlantico Sul

R. aequalicuspes Rio Marquine- Bacia do 68 68 st/a VENTURELLI et al. (2021)
Atlantico Sul

R. microlepdogaster ~ Rio Forquetinha- Bacia do 68 68 st/a VENTURELLI et al. (2021)
Atlantico Sul

R. quadrensis Lagoa Quadros- Bacia do 70 6m/sm+ 64st/a VENTURELLI et al. (2021)
Atlantico Sul

R. longicauda Lagoa Cerquinha- Bacia do 70 8m/sm+ 58st/a VENTURELLI et al. (2021)
Atlantico Sul

R. strigilata Rio Forquetinha-RS 68 6m/sm+ 62st/a MAIA et al. (2010)

(Concluséo)
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2 JUSTIFICATIVA

Os representantes da familia Loricariidae sédo conhecidos por apresentarem uma
grande diversidade cariotipica, sendo compostos por diversos casos de rearranjos
cromossOmicos nas espécies que compdem a familia. Como exemplo mais
emblematico, tém-se o polimorfismo cariotipico que ocorre em Rineloricaria. Os DNAs
repetitivos sdo conhecidos por estarem relacionados a sitios frageis, ou hotspots que
podem facilitar quebras e rearranjos cromossémicos, e esses podem ser 0sS
responsaveis por essas modificacdes observadas nesse género.

Destaque-se que poucos sao os estudos que buscam relacionar DNASs repetitivos
aos rearranjos cromossOmicos. Entretanto, a maioria dos estudos estdo
frequentemente relacionados a localizagéo de ITs por FISH ou esporadicamente a
prospeccdo de transposons. Nenhum estudo massivo foi ainda realizado na
caracterizacdo de familias de DNA repetitivos em Rineloricaria. Diante do panorama
descrito acima, tem-se a importancia de elucidar os mecanismos pelo qual podem
estar ocorrendo esses polimorfismos. Por meio da exploracdo dos dados oriundos do
sequenciamento de baixa cobertura do genoma da espécie Rineloricaria lanceolata e
da mineracdo desses dados inéditos, espera-se obter um cenéario mais amplo e

resolutivo para explicar a diversidade cariotipica nesses peixes.
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3 OBJETIVO GERAL

Evidenciar o polimorfismo cariotipico com uma amostra de uma populagdo de
Rineloricaria lanceolata e explorar os dados originados a partir do sequenciamento do
genoma da espécie, visando levantar hipoteses sobre o surgimento da variacao

cariotipica no grupo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aprofundar a caracterizagdo do polimorfismo cariotipico em Rineloricaria
lanceolata;

» Extrair dos dados oriundos do sequenciamento NGS o genoma mitocondrial da
espécie;

» Realizar a anotagao estrutural desse mitogenoma;

» Caracterizar e comparar o0 mitogenoma montado de R. lanceolata com outros
mitogenomas de peixes disponiveis;

» Caracterizar o satelitoma da espécie;

» Prospectar in silico, sequéncias gendmicas que possam se tornar possiveis
marcadores citogenéticos, que supostamente estejam envolvidos em

rearranjos cromossomicos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM DOS INDIVIDUOS DE RINELORICARIA LANCEOLATA

Os exemplares da espécie Rineloricaria lanceolata, visualizado na figura 2, foram
coletados no Corrego da Onga visualizado na Figura 3 e no mapa de localiza¢do na
figura 4, onde a estrela vermelha indica o ponto em que a coleta foi realizada. O
corrego é um dos afluentes do Rio Taquari, e esta localizado ao norte do estado do
Mato Grosso do Sul, no municipio de Coxim. Situado no distrito de Silviolandia (18°
30’ 23,9” S e 54° 40’ 39,3” W). Para a captura dos peixes foram utilizadas peneiras ou
redes de arrasto, os exemplares eram transportados vivos em baldes que continham
agua do préprio ambiente em que foram coletados, até o laboratério da Universidade
Estadual do Mato Grosso do Sul, onde eram transferidos para aquarios aerados. Apos
todas as coletas os exemplares foram transportados em baldes com a oxigenacéo
adequado e foi feita a troca da dgua, com oito horas de viagem até o destino final, a
Universidade Estadual de Ponta Grossa, onde foram colocados em aquarios. E as
andlises decorrentes foram realizadas no Laboratorio de Genética e Evolu¢do-UEPG.

A captura dos peixes na natureza e transporte estédo de acordo com a licenca do
Instituto Chico Mendes de Conservacado da Biodiversidade autorizacdo do ICMBIio
(Licenca permanente para coleta de material zoolégico, Numero: 15115-1) (ANEXO
1). Os procedimentos foram submetidos e autorizados pela Comiss&o de Etica no Uso
dos Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, (Processo CEUA:
0769342/2021 e Protocolo UEPG: 21.000060874-2) (ANEXO 2).



Figura 2 - Exemplar de Rineloricaria lanceolata, coletado no Cérrego da Onga-MS. Comprimento
padrdo (CP) de 6,2 cm
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Figura 4 — Mapa de localizacao do Cérrego da Onca. A estrela indica o ponto de coleta dos exemplares
de Rineloricaria Lanceolata.

MAPA DE LOCALIZACAO l)g('(')RRF,(.'() DA ONCA
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—— Rios e afluentes da bacia hidrogréfica do Paraguai

[] Coxim
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[ Mato Grosso do Sul SISTEMAS DE COORDENADAS
GEOGRAFICAS
0 10 20km DATUM: SIRGAS 2000
e | AUTOR: JULIANE LEMOS

Fonte: O autor.

4.2 ANALISES CITOGENETICAS

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas a partir de células de nadadeiras
em regeneracdo, segundo o protocolo de Kalous et al., (2010) (ANEXO 3), essa
metodologia permite estimular o indice mitético sem que necessite o sacrificio do
animal. Apds a fixacdo e montagem das laminas, as suspensdes celulares foram
analisadas em microscopios de campo claro Olympus® Bx41 e as imagens foram
capturas utilizando camera CCD DP71 12mp com o software DP Controller
(Olympus®). ]

4.3 COLORACAO CONVENCIONAL COM GIEMSA

Para a verificacdo do numero dipléde e montagem de cariétipos dos individuos de
Rineloricaria lanceolata, as preparacdes cromossdmicas previamente fixadas nas
laminas foram coradas por 20 minutos com solu¢do de Giemsa a 5% diluido em

tampao fosfato (pH=6,8) e em seguida séo lavadas em agua corrente e secas ao ar.
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4.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Para a extracdo do DNA genbmico, foram utilizados pedacos de amostras de
figado, que estavam preservados em alcool 90%. Utilizou-se da técnica de extracao
com solucado salina (NaCl) (BRUFORD et al., 1992), (ANEXO 4) para obter-se as
amostras de DNA, apés os procedimentos os produtos gerados foram visualizados
em gel de agarose a 1%.

4.5 SEQUENCIAMENTO DE DNA DE NOVA GERACAO (NGS)

Foi utilizado uma amostra de DNA total de um individuo de Rineloricaria lanceolata
para a realizagdo do sequenciamento massivo de nova geragao (NGS), na plataforma
BGISEQ-500 da BGI (BGI Shenzhen Corporation, Shenzhen, China) (paired-end
2x150pb).

4.6 MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL

Os resultados do sequenciamento foram analisados utilizando a pipeline FastQC,
posteriormente as amostras foram pré-processadas no Trimmomatic (BOLGER,;
LOHSE; USABEL, 2014). Para a montagem da sequéncia do genoma mitocondrial de
R. lanceolata, foi utilizado o programa get organelle (JIN et al., 2020), utilizando como
referencia o genoma mitocondrial completo das espécies: Ancistrus temminakii (NC
051963), Hipoptopoma incognitum (NC 028072), Hypostomus ancistroides (NC
05270), Hypostomus francisci (NC 045188) retirados do Genbank. Em seguida, a
anotacdo do genoma foi realizada no servidor MitoAnnotator (IWASAKI et al., 2013)
do MitoFish (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp). E a composicéo de bases foi calculada
pelo MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

4.7 CARACTERIZACAO DO SATELITOMA

As anélises in silico dos satDNA foram realizadas utilizando as ferramentas
RepeatExplorer e Tandem Repeat analyzer (TAREAN), presentes na plataforma
Galaxy (NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2010; NOVAK; NEUMANN: PECH, 2013).


http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/
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Como também, o protocolo de bioinformatica SatMiner, descrito por Ruiz-Ruano et al.

(2016) (https://gitlab.com/fjruizruano/satminer/-/blob/master/README.md).
Posteriormente, foi realizado uma analise de qualidade das sequéncias com o

Trimmomatic (BOLGER; LOHSE e USABEL, 2014) selecionando reads par a par com

Q>20 para todos os nucleotideos. Posteriormente selecionado aleatoriamente 2x

200.000 reads. Em seguida, a analise dos clusters com estrutura tipica de satDNA foi
realizada utilizando o RepeatExplorer2 (NOVAK et al., 2013) e TAREAN (NOVAK et
al., 2017) (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy) com 2 x 400.000 reads.

Concluido a analise, foi possivel o dowload dos satDNA putativos de baixa e alta
confianca. Os contigs identificados pelo RepeatExplorer2 foram filtrados das
bibliotecas originais com o uso do software DeconSeq (SCHIMIEDER; EDWARDS,
2011).

As demais sequéncias foram clusterizadas em RepeatExplorer2, do qual foram
duplicadas o numero de reads na segunda corrida (2x 400.000), gerando 2x 800.000
reads. Esse processo de agrupamento e filtragem foi repetido até que nenhuma nova
sequéncia de satDNA fosse localizada, mantendo o numero de leituras a cada
interagao.

A andlise de abundancia e divergéncia de cada variante foi realizada utilizando o
software RepeatMasker (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2017), assim como a estimativa de
abundéancia de cada satDNA no genoma com base no numero de nucleotideos
alinhados dentro do nimero de leituras totais. Os satDNA foram nomeados seguindo

a descricdo de Ruiz-Ruano et al. (2016).


https://gitlab.com/fjruizruano/satminer/-/blob/master/README.md
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados estao organizados em trés capitulos correspondentes aos artigos

cientificos.

5.1 DESCRICAO DE UMA NOVA VARIANTE CARIOTIPICA EM Rineloricaria
lanceolata (SILURIFORMES, LORICARIDAE)

Resumo

O género Rineloricaria € um grupo monofilético que apresenta uma grande
diversidade cariotipica com o numero diploide que pode variar de 36 a 70
cromossomos. Essa variagcdo observada no género € relacionada a rearranjos
cromossOmicos, especialmente fusdes céntricas. No presente estudo, exemplares de
uma populagdo de Rineloricaria lanceolata, do Coérrego do Onga-MS, foi estudada
citogeneticamente visando ampliar a caracterizagdo do polimorfismo cariotipico
observado na espécie. Os citotipos aqui encontrados confirmam a variacdo para o
namero diploide de 45, 46 e 47 cromossomos. Além disso, foi observada uma nova
variante cromoss6mica, com um cromossomo metacéntrico relativamente grande que
ainda ndo havia sido relatado para a espécie. Com isso, € possivel supor a ocorréncia
de novas variacdes e que os cromossomos envolvidos nos rearranjos ainda devem
ser completamente mapeados.

Palavras-chave: Rineloricaria; polimorfismo cromossémico; Variante cromossémica.

5.1.1 Introducédo

Os peixes representam cerca de 50% de todos os vertebrados, e os
Siluriformes estao entre as maiores ordens com 3.707 espécies validas, pertencentes
a 412 géneros e 39 familias. Possuem uma ampla distribuicdo, abrangendo todos os
continentes, exceto Antartica (NELSON, 1994). Os Siluriformes encontram-se em
uma posicdo primitiva do seu grupo filogenético, podendo ser utilizados como um
excelente modelo para estudos evolutivos, permitindo a compreensdo da origem e
diversificacdo dos vertebrados (NELSON, 2006). Aproximadamente 40% do grupo
ocorre na regidao Neotropical, com um numero elevado de espécies ocorrendo na
regido amazénica (LOPEZFERNANDEZ; ALBERT, 2001; NELSON, 1994).

A familia Loricariidae comp®&e a ordem Siluriformes, e é considerada a familia

com maior riqueza de espécies, conhecidos como bagres blindados devido a suas
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placas 6sseas e boca modificada em forma de disco de succdo (ARMBRUSTER,
2003; ARTONI; BERTOLLO, 2001; ESCHMEYER; FONG, 2016,2018; LUJAN et al.,
2015). Sobre as caracteristicas citogenéticas dessa familia, os grupos estudados
citogeneticamente apresentam uma variagdo no numero diploide (2n) de 2n=36
cromossomos em Rineloricaria latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998), a 2n=80
cromossomos para Hypostomus topavae (BUENO et al.,, 2011) e essa variacéo
cromossOmica tem sido usada para caracterizar a familia (ALVES, 2003).

O género Rineloricaria pertence a subfamilia Loricariinae, e é considerado o
grupo mais rico em espécies da subfamilia (FERRARIS, 2003; VERAALCARAZ,
2012). O género apresenta uma ampla diversidade cariotipica com o numero diploide
gue pode variar de 36-70 cromossomos, como também sdo caracterizados por
apresentarem alteracbes cromossdmicas e polimorfismos (CIUS et al.,, 2017). Os
polimorfismos cariotipicos encontrados nas diferentes espécies estdo representados
na figura 1.1. O presente estudo caracteriza citogeneticamente uma amostra de uma
populacdo de Rineloricaria lanceolata, objetivando ampliar o conhecimento sobre a

variabilidade cariotipica da espécie.
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Figura 1.1 - Representacao evidenciando os polimorfismos cariotipicos ja descritos em populac¢des do

género Rineloricaria em diferentes localidades do Brasil.
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5.1.2 Material e Métodos

Foram estudados citogeneticamente seis exemplares de Rineloricaria
lanceolata, coletados no coérrego do Onca, afluente do rio Taquari, Bacia do rio
Paraguai, no municipio de Coxim-MS (18° 30’ 23,9” S e 54° 40’ 39,3” W). A coleta e o
transporte dos peixes estdo de acordo com a licenca do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade autorizacdo do ICMBIo (Licenca permanente para
coleta de material zoolégico, Numero: 15115-1). Os procedimentos foram submetidos
e autorizados pela Comiss&o de Etica no Uso dos Animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, (Processo CEUA: 0769342/2021 e Protocolo UEPG:
21.000060874-2. O indice mitotico foi obtido a partir da regeneracdo incompleta da
nadadeira dorsal dos animais, seguindo o protocolo de Kalous et al. (2010). Para a
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identificagdo do numero, tamanho e morfologia dos cromossomos, as laminas obtidas
foram coradas pelo método convencional com Giemsa. As andlises cariotipicas foram
realizadas em microscopio de campo claro Olympus® Bx41l, as metafases eram

fotografadas e os cariétipos montados no programa Adobe Photoshop versao demo.

5.1.3 Resultados

Diante do pequeno numero amostral de exemplares de Rineloricaria lanceolata,
a utilizacdo da técnica adaptada de Kalous et al. (2010), auxiliou na obtencao do indice
mitético, sem a necessidade de sacrificar o animal, sendo possivel a obtencdo de
metéfases de boa qualidade.

Foi realizada a montagem dos cariétipos dos seis individuos de R. lanceolata,
para identificacdo de quais variacOes cariotipicas esses possuiam. Foram observadas
variac@es interindividuais do numero diploide entre 2n= 45, 46 e 47, e o NF variando
entre 48-52. Diante dessas variacdes foi possivel estabelecer seis citotipos diferentes,
onde trés individuos possuem 2n=47 cromossomos, um individuo com 2n=45
cromossomos e dois individuos com 2n=46 cromossomos.

Trés individuos apresentaram um numero diploide de 2n=47 cromossomos e
entre estes, trés citétipos diferentes foram determinados: Cari6tipo A com 2m + 2sm+
2st + 41a, NF=51 (FIGURA 1.2); Cari6tipo B com 4m + 1sm + 2st + 40a, NF=52
(FIGURA 1.3); Cari6tipo C com 2m + 2sm + 2st + 41a, NF=51 (FIGURA 1.4). No
cariétipo B foi observado a presenca de um cromossomo metacéntrico de tamanho
grande relativo aos demais cromossomos do complemento, que ainda nao havia sido
descrito para os diferentes cit6tipos da espécie, possivelmente se tratando de uma

nova variacdo cromossdmica para a espécie.
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Figura 1.2 - Cariétipo A de R. lanceolata, evidenciando variagdo no par submetacéntrico e um
cromossomo pequeno acrocéntrico com um dos homoélogos ausente.
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Figura 1.3 - Carittipo B de R. lanceolata, evidenciando auséncia de um dos homoélogos dos pares
metacéntricos 1 e 2, variagdo no par submetacéntrico com a auséncia de um dos homélogos e a

auséncia de um dos homdlogos dos pares acrocéntricos 12 e 21.
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Figura 1.4 - Cariétipo C de R. lanceolata evidenciando variagdo no par submetacéntrico com auséncia
de um dos homologos do par 2 e 3 e auséncia de um dos homologos acrocéntricos do par 8, 25 e 26.
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Dois individuos apresentam um numero diploide de 2n=46 cromossomos e
entre estes, dois citotipos diferentes foram determinados: Cariétipo D com 1m + 4sm
+ 2st + 39a, NF=51 (FIGURA 1.5); Cari6tipo E com 2m + 2sm + 2st + 40a, NF=50
(FIGURA 1.6). Apenas um individuo apresentou um numero diploide de 2n=45

Cromossomos com o cariotipo F, 2m + 1sm + 2st + 402, NF=48 (FIGURA 1.7).
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Figura 1.5 - Cariotipo D de R. lanceolata evidenciando variagdo no par submetacéntrico grande 2 e
médio 3, auséncia de um dos homadlogos do par de metacéntricos 1 e auséncia de um dos homélogos
do par de acrocéntricos 13.

Figura 1.6 - Cariotipo E de R. lanceolata evidenciando variagao no par submetacéntrico com auséncia
de um dos homologos do par grande 2 e médio 3 e auséncia de um dos homélogos acrocéntricos do

par 11 e 25.
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Figura 1.7 - Cari6tipo F de R. lanceolata evidenciando variagcao no par submetacéntrico com auséncia
de um dos homoélogos do par médio 2 e auséncia de um dos homélogos acrocéntricos do par 6 e 24.
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5.1.4 Discussao

Com os resultados obtidos a partir da determinacgéo do cariétipo da amostra de

individuos de uma populacdo de Rineloricaria lanceolata foram constatadas

diferencas nas formulas cariotipicas, quando comparadas aos cit6tipos ja descritos

(FIGURA 1.8 e 1.9). Foram observados citétipos diferentes daqueles descritos no

trabalho de Porto et al. (2014), sugerindo uma maior extensao para as variagcoes

cariotipicas, embora os numeros cromossémicos diploides encontrados ndo tenham

diferido de 2n= 45, 46 e 47. Isto sugere, 0 envolvimento de outros cromossomos do

complemento sendo rearranjados devido a eventos robertsonianos.
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Figura 1.8 - A. O idiograma representa o cariétipo padrao estabelecido no trabalho de Porto et al.

(2014) para a espécie, com 2n= 48, férmula cariotipica: 4m + 2st + 42a, NF= 54;13 B. Variacao

encontrada no cariotipo 2, com a auséncia de um dos homoélogos do par 2 de metacéntricos e a

presenca de um cromossomo acrocéntrico pequeno; C. No cariétipo 3, a auséncia de um dos

homadlogos do par 2 de metacéntricos, presenca de um par de submetacéntricos médio, auséncia de

um dos homologos do par 10 e 24 de acrocéntricos e a presenca de um cromossomo acrocéntrico

pequeno; D. caridtipo 4, um cromossomo submetacéntrico médio e a auséncia de um dos homadlogos

do par 10 e 24 de acrocéntricos; E. cariétipo 5, auséncia de um dos homdlogos do par 2 do

metacéntrico, um cromossomo submetacéntrico médio, auséncia de um dos homodlogos do par de

acrocéntricos 10 e 24 e um cromossomo pequeno.
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Figura 1.9 - F. Variacdo encontrada no caridtipo 6, um submetacéntrico médio, e a auséncia de um
dos homologos do par de acrocéntricos 10 e 24 e um par de cromossomos pequenos acrocéntricos; G.
Cariétipo 7, um par de cromossomos submetacéntricos médio, e a auséncia dos pares de cromossomos
homologos acrocéntricos 10 e 24; H. Cariétipo 8, auséncia de um dos homélogos do par 2 de
metacéntrico, um par de submetacéntricos médio, auséncia do par de homoélogos acrocéntricos 10 e
24 e um cromossomo acrocéntrico pequeno; I. Cariétipo 9, um par de cromossomos submetacéntricos
médio, auséncia dos pares homologos dos cromossomos acrocéntricos 10 e 24, e a presenca de um
par de acrocéntricos pequenos; J. Cariétipo 10, um cromossomo submetacéntrico grande e um médio,
auséncia de um dos homdlogos do par 10 de acrocéntricos, e auséncia dos pares homodlogos 10 e 24.
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Fonte: O autor.

A variacdo estrutural e numeérica aqui reafirmada para R. lanceolata é
frequentemente relatada para outras espécies do género Rineloricaria, pertencentes
a mesma regiao hidrogréfica ou de regides distintas, como em R. candeae (ALVES,;
FORESTI, 2012; ALVES et al., 2003; MAIA et al., 2010), R. kronei (ALVES et al., 2003;
VENTURELLI et al., 2021), R. latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998; PRIMO et al.,
2017; GLUGOSK et al.,, 2018), R. lima (ROSA et al.,, 2012) e R. pentamaculata
(PRIMO et al., 2017).

Esses resultados indicam possiveis rearranjos cromossdmicos ocorrendo na
espécie. Segundo Kavalco et al. (2005) na subfamilia Loricariinae translocagoes,
fissbes e fusbes céntricas e inversdes pericéntricas Sao rearranjos cariotipicos
comuns. E esses eventos possivelmente sdo 0s agentes responsaveis pela

diversificacdo cariotipica do género (PORTO et al., 2011, 2014).
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Com o citétipo B aqui estabelecido ficou evidenciado uma nova variante
cariotipica que ainda ndo havia sido descrita para R. lanceolata, um cromossomo
metacéntrico de tamanho grande com a auséncia de seu homologo. Com isso, &
reforcado a hipotese de que a diversificacdo e evolucédo cariotipica do grupo sao
marcadas por diversos rearranjos, e esses rearranjos cromossomicos segundo Porto
et al. (2014) conseguem se manter na populacdo, devido a cruzamentos que
possibilitem a formacdo de gametas equilibrados. Entretanto, gametas que
apresentam uma duplicacéo de bragcos cromossomicos foram sugeridos para R. lima
e parecem néo afetar a viabilidade individual, mesmo diante da producéo de gametas
desequilibrados (ROSA et al., 2012).

5.1.5 Conclusodes

O presente estudo caracterizou citogeneticamente uma amostra de uma
populacao de Rineloricaria lanceolata do cérrego da Onca-MS, que contribuiu para o
aprofundamento do conhecimento sobre o polimorfismo apresentado para a espécie.
Além disso, uma nova variacdo foi observada no caridtipo B, indicando que as

variacfes podem ser ainda mais amplas nessa espécie.

5.2 MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL PARCIAL DE Rineloricaria
lanceolata (SILURIFORMES, LORICARIDAE)

Resumo

Rineloricaria € o maior género em riqueza de espécies da subfamilia Loricariinae e
estdo distribuidos pela América do Sul. Embora, as relacdes filogenéticas do género
ainda sejam incertas, com o0 avanc¢o do sequenciamento do genoma mitocondrial, é
possivel realizar diversos estudos como taxonémicos, filogenéticos, genética de
populacdes e na conservacdo das espécies. Diante da escassez de trabalhos com o
mitogenoma completo de Rineloricaria, 0 presente estudo apresentou o primeiro
mitogenoma parcial para o género. O comprimento total do mitogenoma € 16.791pb,
contendo 13 genes codificadores de proteinas, 22 RNA transportadores e 2 RNA
ribossdmicos, e uma regido D-loop incompleta. Entretanto, o mitogenoma da espécie
apresenta a conformacao tipica de vertebrados com todos os genes sendo codificados
na cadeia pesada, com excecdo NADHG6 e oito tRNAs.

Palavras-chave: Rineloricaria; Mitogenoma; Sequenciamento.



40

5.2.1 Introdugéao

Os Siluriformes estao entre as maiores ordens de peixes, com 412 géneros e
34 familias, sendo a familia Loricariidae considerada a segunda maior familia em
riqueza de espécies da ordem Siluriformes (ARMBRUSTER, 2003). Atualmente a
familia é composta por oito subfamilias sendo elas Hypoptopomatinae,
Neoplecostominae, Delturinae, Lithogeninae, Rhinelepinae, Otothyrinae,
Hypostominae e Loricarinae. O género Rineloricaria pertence a subfamilia
Loricariinae, e as espécies do género constituem o grupo mais rico em espécies dessa
subfamilia, e estéo distribuidos por toda a América do Sul (LUJAN et al., 2015).

Atualmente a familia Loricaridae possui apenas sete descricdes de
mitogenomas completos, e essas informacgdes sobre o sequenciamento de genomas
permitem a obtencdo de dados que podem ser uteis, para entender filogenias (SONG
et al., 2016), como também podem ser utilizadas em estudos sobre evolucao
molecular, genética de populagfes, sistematica, filogeografia e conservacdo das
espécies (AVISE et al., 2000; VIEIRA; PRODOXIMI, 2019).

Entre esses dados que compdem o genoma completo, as sequéncias do DNA
mitocondrial (MtDNA) podem ser recuperadas. O genoma mitocondrial tem como
caracteristica uma alta taxa evolutiva, baixa taxa de recombinacdo e heranca
uniparental, e esse conjunto de caracteristicas fazem com que o mtDNA seja um
marcador molecular eficiente, e uma importante ferramenta para identificacéo
biolégica (ROCHA-REIS et al., 2020). Devido aos avancos do sequenciamento de
nova geracao (NGS) aliado as ferramentas de bioinformatica, tornou-se possivel que
as andlises de mitogenomas fossem realizadas, inclusive em organismos
considerados ndo-modelo (MARDINS, 2008). Embora a grande diversidade e riqueza
de espécies da familia Loricariidae, o género Rineloricaria ndo apresenta nenhuma
descricdo do mitogenoma, estando disponivel apenas a descricdo do mitogenoma da
espécie Hypoptopoma incognitum, que se encontra na mesma subfamilia Loricariinae
(MOREIRA et al., 2015). Diante disso, objetivamos aqui, obter um mitogenoma de

referéncia para estudos em Loricariinae, especialmente para o género Rineloricaria.
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5.2.2 Material e métodos

Os espécimes de Rineloricaria lanceolata, foram coletados no corrego do Onca,
afluente do rio Taquari, Bacia do rio Paraguai, no municipio de Coxim-MS (18° 30’
23,9 S e 54° 40’ 39,3 W). A coleta estava de acordo com a licenca ambiental do
ICMBIo (Licenca permanente para coleta de material zoolégico, NUmero: 15115-1).
Os procedimentos foram submetidos e autorizados pela Comissdo de Etica no Uso
dos Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa, (Processo CEUA:
0769342/2021 e Protocolo UEPG: 21.000060874-2).

Para o sequenciamento do genoma, o DNA gendmico total foi extraido a partir
de tecido de figado utilizando o protocolo de extracao salina (BRUFORD et al., 1992).
Apbés a extracdo, o material genético obtido foi preparado e enviado para o
sequenciamento massivo de nova geracao (NGS), na plataforma BGISEQ-500 da BGI
(BGI Shenzhen Corporation, Shenzhen, China) com um comprimento de leitura de
150pb.

Primeiramente, as sequéncias foram submetidas ao controle de qualidade via
FastQC. Apoés as analises de qualidade, as amostras foram pré-processadas usando
a pipeline Trimmomatic v0.39 (BOLGER et al., 2014). Para a montagem do genoma
mitocondrial foi utilizado o kit de ferramentas de montagem get organelle v1.7.5.3 (JIN
et al., 2020), utilizando mitogenomas disponiveis como referéncia: Ancistrus
temminakii (NC 051963), Hipoptopoma incognitum (NC 028072), Hypostomus
ancistroides (NC 05270), Hypostomus francisci (NC 045188). Posteriormente, as
sequéncias foram anotadas no MitoAnnotator (IWASAKI et al., 2013) do MitoFish
(http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp) e MITOS 2 (DONATH et al., 2019). E a composi¢cao
de bases foi calculada pelo software MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

5.2.3 Resultados

O seguenciamento completo resultou em 8 milhdes de reads paired ended de
150pb de comprimento para R. lanceolata (Tabela 2.1). Dentro desses dados, 0
genoma mitocondrial completo da espécie possui 16.791pb de comprimento e é
composto por 37 genes funcionais (Figura 2.1), dos quais 13 séo genes codificadores
de proteinas (PCGSs), 22 genes de tRNA, 2 de rRNA e uma regido controle incompleta,

seguindo a ordem do que é esperado para mitogenomas de peixes. Todos 0s genes
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PCGs encontram-se na cadeia pesada (H), com execéo do gene NADH®, que esta na
cadeia leve (L), também se encontram na mesma cadeia oito tRNAs (tRNAP),
tRNACY - tRNAGe), tRNAMD, tRNACYS), tRNA®SY tRNA®)  tRNAC),  Esses
resultados estdo apresentados na tabela 2.2.

O contetdo de A+T representam 56,8% do mitogenoma. A composi¢cédo das
demais bases é de T 31,8%, C 14,8%, A 25,0% e G 28,4%. Adicionalmente, o
mitogenoma de R. lanceolata apresenta 13 regides intergénicas, totalizando 113pb,
sendo a variacdo de nucleotideos intergénicos de 1 a 38pb. Como também,
apresentaram sobreposicdes que totalizaram 32pb (entre tRNAP™) e tRNAM-2pp;
NADH® e NADH®-4pb; NADH* e NADH*-7bp; tRNA®9 e NADH3-2bp; tRNACY) e
COllI-1bp; COIll e ATpase®b-1pb; ATpase® e ATpase®-10bp; tRNACYS) e tRNA®SN-1pp;
NADH? e tRNAMe)-2bp; tRNACM e tRNAMe)-1bp; tRNAVa) e 16S rRNA-1bp).

Todos os PCGs comegcam com um codon usual ATG, com excecao do gene
COl que inicia com o codon GTG, e quatro genes codificadores de proteinas terminam
com cédon TAG (Cyt b, NADH®, NADH?® e NADH?), seis terminam com cédon TAA
(NADH®, NADH*, ATpase 6, ATpase 8 COl e NADH!). Os demais genes sdo
terminados por cédons de parada incompletos, TA (COIlIl) e T (NADH# e COIl). Alguns
tRNA exibiram cdédons atipicos como tRNA®eY UAG, tRNA®GE) GCU, tRNASE) UGA,
tRNA®LeY UAA.

A regidao controle ou D-loop de R. lanceolata foi montada parcialmente,
possivelmente devido a sequéncias repetitivas in tandem nessa regiao, dificultando a
montagem (HAHN et al., 2013; JIA et al., 2020; VODOLAZHSKIIA et al., 2008). Bem
como, de acordo com o programa utilizado, os resultados atuais (quase completo),
estdo proximos do melhor que é possivel obter a partir das leituras de
sequenciamento. A regido D-loop encontra-se entre o tRNAP™® e um tRNAPhe),

possuindo um comprimento de 1184pb.

Tabela 2.1 - Resumo dos dados brutos oriundos do sequenciamento NGS de R. lanceolata.
Dados brutos do sequenciamento:

Sequéncias Totais 8,017,725
Comprimento da Sequéncia 150pb
Proporcao de Q20(%) 97,39

Contetdo GC(%) 39,18
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Figura 2.1 - Mitogenoma completo de Rineloricaria lanceolata.
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Fonte: O autor.

Tabela 2.2 - Caracteristicas do genoma mitocondrial de R. lanceolata. As letras (L) e (H) indicam
respectivamente, cadeia leve (light - L) e cadeia pesada (heavy - H).

Gene Posicao Comprimento Cadeia Sobreposicdo Cdédon  Coédon de
(bp) de inicio parada
tRNA (Phe)  1-68 68 H 45 - -
128 69-1017 948 H 38 - -
IRNA
tRNAMa)  1018-1089 72 H -1 - -
16S 1090-2754 1664 H 0 - -
TRNA
tRNA(Lew)  2755-2829 75 H 0 - -
NADH? 2830-3801 971 H 6 ATG TAA
tRNAlle)  3808-3879 72 H 0 - -
tRNA(GIN)  3880-3950 71 L -1 - -
tRNAMe)  3950-4019 70 H 0 - -
NADH? 4020-5064 1044 H -2 ATG TAG
tRNAT™®)  5065-5135 70 H 2 - -
tRNA®R)  5138-5206 69 L 2 - -
tRNA®sn  5209-5281 73 L 3 - -
tRNACYs)  5315-5380 66 L -1 - -
tRNAMT  5382-5451 70 L 1 - -
COl 5453-7003 1550 H 1 GTG TAA
tRNA(Se)  7004-7074 71 L 0 - -
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Tabela 2.2 - Caracteristicas do genoma mitocondrial de R. lanceolata. As letras (L) e (H) indicam

respectivamente, cadeia leve (light - L) e cadeia pesada (heavy - H).

(Concluséao)

Gene Posigao Comprimento Cadeia Sobreposicdo Coédon  Cédon de
(bp) de inicio parada
tRNAW®sP)  7079-7152 74 H 4 - -
COll 7158-7848 690 H 5 ATG T-
tRNA(Lys)  7849-7922 74 H 0 - -
ATPase® 7924-8088 164 H 1 ATG TAA
ATPasef 8079-8761 681 H -10 ATG TAA
COlll 8762-9545 783 H -1 ATG TA
tRNAGY)  9546-9617 72 H -1 - -
NADH 3  9618-9966 348 H 0 ATG TAG
tRNAW  9967-10036 70 H -2 - -
NADH4  10037-10333 296 H 0 ATG TAA
NADH* 10327-11707 1380 H -7 ATG T-
tRNAME)  11708-11776 69 H 0 - -
tRNA®Ge)  11777-11843 67 H 0 - -
tRNAle)  11844-11916 73 H 0 - -
NADH? 11917-13743 1826 H 0 ATG TAA
NADH® 13740-14258 518 L -4 ATG TAG
tRNAG)  14259-14326 68 L 0 - -
Cytb 14331-15464 1133 H 4 ATG TAG
tRNA)  15466-15538 73 H 1 - -
tRNA(Fro)  15537-15606 70 L -2 - -
D-loop 15607-16791 1184 - - - -

5.2.4 Discussao

Em sintese, a maioria dos mtDNAs sequenciados atualmente sdo de animais

(SMITH et al., 2015) apesar disso, os estudos sobre mitogenomas completos para o

género Rineloricaria sdo escassos. A organizacdo do genoma mitocondrial de

Rineloricaria lanceolata é semelhante ao que ja é descrito para peixes (SATOH et al.,

2016). Alem disso, trata-se da oitava descricdo de mitogenoma para a familia

Loricariidae, e o segundo descrito da subfamilia Loricariinae, e consequentemente é

semelhante a essas espécies ja descritas, com 13 PCGs, 22 tRNAs, 2 rRNA e uma
regido controle (MOREIRA et al., 2016; REIN et al., 2019; ROCHA-REIS et al., 2020).

Embora, todos os vertebrados apresentem além dos genes codificantes, uma

pequena regido controle ndo codificante, que comumente contém elementos

essenciais envolvidos na replicagéo e transcricdo A anotagao dessa regido conhecida
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como D-loop ou regido controle, ndo foi possivel completamente em R. lanceolata.
Essa regido pode ser um problema para os algoritmos de montagem de sequéncias,
devido as repeticdes, tornando-se complexa a montagem da regido (HAHN et al.,
2013; KORNIENKOE et al., 2019; PARK et al., 2021; TANG et al., 2014; ZHANG et
al., 2016). Entretanto, a montagem do mitogenoma obteve sucesso em sua totalidade,
exceto, pela regido D-loop. Mais estudos ainda seréo essenciais para entender essa
regido na espécie.

O tamanho total do mitogenoma de R. lanceolata estd de acordo, quando
comparado aos demais loricarideos que variam de 16.497pb Sturisomatichthys
panamense (REN et al., 2020) a 17.066pb em fémeas de Hypostomus aff. ancistrus
(ROCHA-REIS et al., 2020) como também, para outras espécies de peixes (SATOH
et al., 2016). Quanto a composicdo de bases, o alto valor de A+T € semelhante ao
esperado para vertebrados (ASAKAWA et al., 1991). Adicionalmente, os cdédons de
terminag&o incompletos normalmente sdo encontrados em mitogenomas de peixes,
sendo complementados pelo processo de poliadenilagdo pos-transcricional
(MOREIRA et al., 2016; OJALA et al., 1981). O gene COIl assim como em outros
peixes 6sseos, iniciou com o cdédon GTC. As sobreposi¢cdes observadas entre os
genes codificadores de proteinas na mesma fita ou em fitas opostas, sdo casos
semelhantes em grande parte dos vertebrados (VITTAS et al., 2011; ROCHA-REIS et
al., 2020; SATOH et al., 2016).

A maioria dos genes mitocondriais € codificada na fita pesada, com excecéo de
nove genes que sao codificados na fita leve e isto € consistente em outros vertebrados
(MA et al., 2014; YUE et al., 2006). Foram encontrados 2 genes de RNA ribossomicos
de transferéncia, rRNA 12S (948pb) e rRNA 16S (1664pb) localizados em posicées
tipicas entre tRNA M) e tRNA (ev) e separados por um tRNAV)  frequentemente
observados (INOUE et al., 2000; PETRILLO et al., 2006).

5.2.5 Conclusdes

Estabelecemos aqui apenas o0 segundo mitogenoma para Loricariinae.
Contudo, o mapeamento génico corrobora os mitogenomas descritos para peixes de
modo geral. Desse modo, acreditamos que o mitogenoma de R. lanceolata, podera

auxiliar na taxonomia do grupo e estudos voltados a conservagéo desses loricarideos.
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5.3 CARACTERIZACAO E INVESTIGACAO IN SILICO DO SATELITOMA DE
Rineloricaria lanceolata (SILURIFORMES, LORICARIDAE)

Resumo

Caracteriza-se no genoma dos eucariotos: DNAs disperso pelo genoma, os elementos
transponiveis, e as repeti¢des in tandem, denominados DNAs satélites (satDNA). O
conjunto de satDNA, é denominado satelitoma. Essas sequéncias sdo consideradas
marcadores citogenéticos importantes em estudos de evolugdo, identificacdo de
rearranjos cromossOmicos e organizacdo do genoma. Dessa forma, o presente estudo
buscou caracterizar o Satelitoma (satDNA) de Rineloricaria lanceolata, com o intuito
de posteriormente validar e localizar por hibridizacdo in situ, marcadores
cromossOmicos de DNA repetitivo que estdo envolvidos em “hotspots” de rearranjos
cromossémicos. ApOs as iteracfes foram encontradas 40 familias de satDNA,
totalizando 18.460 pares de bases e com o comprimento de ‘“repeat unit lenghts”
(RUL), variando de 20 a 4715 pb. A busca por homologias revelou que a maioria das
sequéncias de satDNA nao apresenta similaridade com outras sequéncias em bancos
de dados. O estudo apresentou a primeira caracterizacdo de familias de satDNA para
0 género Rineloricaria, contudo baseado no objetivo de caracterizar satDNA que
estejam envolvidos em rearranjos cromossomicos, fica proposto a validagdo dessas
sequéncias com a confeccdo de primers e validacdo via reacdo de cadeia em
polimerase (PCR) e hibridizac6es in situ (FISH).

Palavras-chave: Satelitoma; satDNA; Rineloricaria lanceolata.

5.3.1 Introducéo

Grande parte do genoma dos eucariotos apresenta um conjunto de elementos
repetitivos e essas sequéncias podem ser divididas em duas categorias: 0os elementos
transponiveis (TEs), que podem estar dispersos por todo 0 genoma e as repeticdes in
tandem, que incluem as familias multigénicas ou DNA satélite (satDNA) (YUAN et al.,
2018). Os satDNAs sado formados por longas matrizes de sequéncias repetitivas in
tandem, que estdo localizadas comumente na heterocromatina, em regides
pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos. Essas sequéncias sao
formadas por familias que apresentam variacbes na sua localiza¢do, constituicdo,
tamanho da unidade e abundancia (RUIZ-RUANO et al., 2016; GARRIDO-RAMOS,
2017). Um genoma pode apresentar uma colecéo diversificada de familias de satDNA
e esse conjunto é denominado “Satelitoma” (RUIZ-RUANO et al., 2016).

As sequéncias repetitivas vém sendo associadas a diferentes fungdes, e essas

funcbes podem estar relacionadas com diferentes papeis, como na estrutura dos



47

cromossomos e manutencao dos telomeros e centromeros (PARDUE; DEBARYSHE,
2003; WONG; CHOO, 2004). Além disso, estao envolvidos no processo de replicacao,
recombinacdo e expressao génica (BIET et al., 1999; HAN; BOEKE, 2005; VOLFF,
2006; PEASTON et al.,, 2004). Adicionalmente, sdo considerados marcadores
citogenéticos essenciais em estudos de evolugdo, identificacdo de rearranjos
cromossOmicos e organizagdo do genoma (BIEMONT; VIEIRA, 2006; MARTINS,
2007).

Os avancos das técnicas de sequenciamento massivo de nova geracao
facilitaram o isolamento e a obtencdo de sequéncias de DNA satélites, juntamente
com o uso de ferramentas de bioinformatica adequadas, contribuiram para a
identificacdo, caracterizacdo e montagem de familias de satDNAs em espécies
consideradas nao-modelo. Com isso, utilizando do sequenciamento de bibliotecas de
baixa cobertura do genoma, é possivel caracterizar colecdes inteiras de DNA satélites
(NOVAK et al., 2013; RUIZ-RUANO et al., 2016; UTSUNOMIA et al., 2016).

Em peixes neotropicais 0s estudos sobre a caracterizacdo de satelitoma foram
realizados em Psalidodon paranae sendo encontrado 45 familias de satDNA (SILVA
et al., 2017), Characidium gomese com 59 familias de satDNA (SERRANO-FREITAS
et al., 2020), Megaleporinus macrocephalus com 164 familias de satDNA
(UTSUNOMIA et al., 2019), Prochilodus lineatus com 51 familias de satDNA
(STORNIOLI et al., 2021), Hypostomus ancistroides com 38 familias de satDNA e H.
aff. ancistroides com 18 familias de satDNA (REIS, 2020).

Nesse panorama, o género Rineloricaria apresenta um polimorfismo acentuado
em seu cariétipo que ja foi relatado em diversas espécies do género como em
Rineloricaria lanceolata 2n 45-48 (PORTO et al., 2014), R. pentamacula 2n 54-56
(PORTO; PORTELLA-CASTRO, 2011), R. latirostris 2n 36-48 (GIULIANO-CAETANO,
1998) e R. lima 2n 45-48 (ROSA et al., 2012), com diferentes niumeros diploides e
estruturas cromossdmicas (TAKAGUI et al.,, 2014). Entretanto em R. lima, foram
observados vestigios de ITS (Interal Transcribed Spacer) e rDNA 5S juntos em locais
de fusdo cromossbémica (ROSA et al., 2012), sugerindo que essas duas sequéncias
de DNAs repetitivos, poderiam estar atuando como locais de fusdo cromossomica.

Contudo, os estudos relacionados a caracterizacao dessas sequéncias de DNA
repetitivos sao limitados para o género, com foco em algumas classes de sequencias
repetitivas. A caracterizacdo desses elementos repetitivos no genoma de

Rineloricaria, poderdo levantar indicios de como essas variacdes observadas no
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género surgem. Bem como, os DNA repetitivos frequentemente demonstram seu
papel em rearranjos cromossdmicos (KALENDAR et al., 2018; SCHNEIDER et al.,
2013). Entretanto, grande parte dos estudos com familias de DNA repetitivos estdo
relacionados com a origem e evolugcdo de cromossomos supranumerarios e
cromossomos sexuais (ARTONI et al., 2006; MELO et al., 2017; SILVA et al., 2017).
Logo, tem-se a importancia de caracterizar o satelitoma de Rineloricaria lanceolata,
para conhecer in silico as familias de DNAs repetitivos que compdem o genoma da
espécie e, posteriormente, validar e localizar por hibridizagdo in situ possiveis
marcadores cromossomicos de DNA repetitivo que possam estar envolvidos em

“hotspots” de rearranjos cromossOmicos.

5.3.2 Material e métodos

Foi utilizado um espécime de Rineloricaria lanceolata coletado no corrego do
Onca, afluente do rio Taquari, Bacia do rio Paraguai, no municipio de Coxim-MS (18°
30° 23,9” S e 54° 40’ 39,3” W). Para o sequenciamento do genoma, o DNA gendémico
foi extraido utilizando o protocolo com solucéo salina (NaCl) (BRUFORD et al., 1992),
obtido através do figado de um exemplar de R. lanceolata. Apds a extracao, o material
genético obtido foi preparado e enviado para o sequenciamento massivo de nova
geracdo (NGS), na plataforma BGISEQ-500 da BGI (BGI Shenzhen Corporation,
Shenzhen, China) (paired-end 2x100pb).

Antes da caracterizacdo, foi realizado uma filtragem de indice de qualidade na
biblioteca utilizando o Trimmomatic, selecionando reads par a par com Q>20.
Posteriormente, foi selecionado aleatoriamente 2x 200.000 reads para a clusterizacéo
utilizando o TAREAN (NOVAK et al., 2017). Para a caracteriza¢éo do satelitoma de R.
lanceolata, primeiramente foi utilizada a pipeline Tandem Repeat Analyzer (TAREAN)
(NOVAK et al., 2017), em seguida foi realizado uma etapa de clusterizagdo pelo
RepeatExplorer (NOVAK et al., 2013), usando como base o protocolo satMiner
descrito por Ruiz-Ruano et al. (2016). Para realizar a clusterizacdo dos satélites pelo
TAREAN, foram utilizadas as opc¢des padrdes para uma identificagéo dos satDNA com
alta e baixa confianca. Os satDNA resultantes deste processo foram filtrados
utilizando o programa DeconSeq (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011) e esse processo

foi repetido até que nao fossem encontrados mais satélites.
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Ap6s a mineracdo dos satDNA, foi realizado analise de abundancia e
divergéncia de cada variante utilizando o software RepeatMasker (SMIT; HUBLEY;
GREEN, 2017) como também, foi realizada a estimativa de abundancia de cada
satDNA no genoma com base no niumero de nucleotideos alinhados dentro do nimero
de leituras totais. Os satDNA foram nomeados seguindo a protocolo de Ruiz-Ruano
et al. (2016).

5.3.3 Resultados

Na investigacao in silico do satelitoma de Rineloricaria lanceolata via TAREAN
e protocolo satMiner apos 7 interagfes, resultaram na descoberta de 40 familias de
satDNA, totalizando 18.460 pares de bases, com o comprimento de unidades
repetidas (RUL- ‘“repeat unit lenghts”) variando de 20 a 4715 pb, com 461,5 pb de
meédia (Tabela 3.1). O contedudo A + T das familias de satDNAs variou de 36,7% a
70,0% com 58,30% de média e 34 dos satélites possuindo um contetdo A + T maior
qgue 50%.

Tabela 3.1 - Principais caracteristicas presentes nos 40 satélites identificados em R. lanceolata. RUL:
Repeat unit length (comprimento da unidade de repeticéo).

Satélite RUL A+T  Abundéancia Divergéncia
(%)

RlaSat01-732 732 60,2 0.00396193465347 6.25
RlaSat02-1244 1244 41,5 0.00375989108911 13.48
RlaSat03-4715 4715 39,9 0.00234831386139 17.45
RlaSat04-30 30 36,7 0.00222996039604 11.60
RlaSat05-55 55 60,0 0.00217262376238 9.33
RlaSat06-56 56 62,5 0.00128880891089 5.19
RlaSat07-45 45 57,8 0.0011163029703 6.02
RlaSat08-169 169 53,3 0.00102971881188 12.72
RlaSat09-33 33 75,8 0.000761268316832 10.78
RlaSat10-37 37 64,9 0.000546932673267 15.75
RlaSat11-2599 2599 59,4 0.000532997029703 6.12
RlaSat12-34 34 64,7 0.000493453465347 5.92
RlaSat13-543 543 67,8 0.000396067326733 4.24
RlaSat14-34 34 61,8 0.00039092970297 9.83
RlaSat15-34 34 50,0 0.000389515841584 19.65
RlaSat16-73 73 65,8 0.00035204950495 5.58
RlaSat17-40 40 47,5 0.000303593069307 10.26

RlaSat18-55 55 56,4 0.000296237623762 5.64
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Tabela 3.1 - Principais caracteristicas presentes nos 40 satélites identificados em R. lanceolata. RUL:
Repeat unit length (comprimento da unidade de repeticao).

(Concluséao)

Satélite RUL A+T  Abundancia Divergéncia
(%)

RlaSat19-2481 2481 60,7 0.000289788118812 5.27
RlaSat20-432 432 58,8 0.000270736633663 10.27
RlaSat21-1326 1326 61,3 0.000237638613861 2.96
RlaSat22-1568 1568 60,5 0.000216257425743 7.35
RlaSat23-38 38 47,4 0.000206631683168 9.56
RlaSat24-29 29 58,6 0.000197718811881 10.47
RlaSat25-48 48 62,5 0.000191742574257 8.87
RlaSat26-35 35 65,7 0.00015214950495 7.61
RlaSat27-185 185 54,1 0.000148872277228 9.14
RlaSat28-20 20 65,0 0.000147112871287 13.89
RlaSat29-771 771 60,7 0.000137227722772 6.09
RlaSat30-24 24 58,3 0.000135092079208 7.88
RlaSat31-50 50 70,0 0.000134434653465 4.82
RlaSat32-56 56 55,4 0.000134118811881 15.03
RlaSat33-29 29 51,7 0.000124703960396 11.23
RlaSat34-95 95 63,2 0.000101823762376 8.56
RlaSat35-45 45 55,6 0.000099601980198 6.05
RlaSat36-539 539 60,5 0.00000857673267327 4.94
RlaSat37-33 33 69,7 0.00000850594059406 7.37
RlaSat38-35 35 48,6  0.0000083203960396 10.38
RlaSat39-60 60 63,3 0.00000775178217822 6.33
RlaSat40-33 33 54,5 0.00000665900990099 7.94
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Figura 3.1 - Grafico evidenciando os perfis de abundéancia e divergéncia dos satélites extraidos do

genoma de R. lanceolata.
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A busca por similaridade das familias de satDNA realizado no banco de dados

NCBI (National Library of Medicine) e BLAST, revelou para os 40 satélites encontrados

no satelitoma de Rineloricaria lanceolata que 24 satDNA nao apresentam qualquer

similaridade com o banco de dados, sendo totalmente novos. Visto que essas

sequéncias carecem de outras informacdes na literatura, se faz necessario o uso de

abordagens in silico e localizacdo in situ pela técnica de FISH para a sua

caracterizagdo e validacdo. Os outros 16 satélites apresentaram algum grau de

similaridade com outros organismos, e somente a sequéncia RlaSatl3 mostrou

similaridade com os genomas mitocondriais parciais de 94,96% Rineloricaria cf.

lanceolata, 84,99% Rineloricaria sp. e 80,69% Loricaria cataphracta.
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5.3.4 Discussao

Utilizando o sequenciamento de Nova Geragédo aliado as ferramentas de
bioinformética, encontramos 40 familias de satDNA no genoma de R. lanceolata, que
€ a primeira espécie do género Rineloricaria a ter a caracterizagdo dos seus satélites.
As espécies de peixes caracterizadas até 0 momento em sua maioria pertencem a
ordem Characiformes (SERRANO-FREITAS et al.,, 2020; SILVA et al.,, 2017;
STORNIOLI et al., 2021; UTSUNOMIA et al., 2019).

O RUL encontrado através das ferramentas de bioinformatica para as 40
familias de satDNA em R. lanceolata apresentam uma mediana de 461,5 pb sendo
consideravelmente maior, quando comparado a espécies de gafanhotos Locusta
migratoria 158 pb, Eumigus monticola 97 pb (RUIZ-RUANO et al., 2016) e Astyanax
paranae 59 bp (SILVA et al., 2017). Presume-se, com esta andlise que pode haver
uma tendéncia para diferencas de comprimento desses satDNA, entre os diferentes
tipos de organismos. (RUIZ-RUANO et al., 2016).

Em R. lanceolata, foram encontrados mais satélites curtos do que longos, ao
contrario do que foi observado por Ruiz-Ruano et al., 2016, embora em outros peixes
neotropicais ja tenham sido observados também um ndamero maior de satélites curtos
(SILVA et al.,, 2017; STORNIOLI et al., 2021; UTSUNOMIA et al.,, 2019). Em R.
lanceolata, satDNA mais longos possuem um viés maior para contetdo A+T, assim
como observado em A. paranae (SILVA et al., 2017).

O género Rineloricaria carece de dados de satelitomas, entretanto para
sequencias repetitivas a maioria dos estudos para género estdo focados em
caracterizar e localizar por Hibridizac&o in situ sequencias de rDNA 5S e 18S (PRIMO
et al.,, 2017; PORTO et al., 2014, 2011; ROSA et al., 2012) e alguns estudos sobre o
envolvimento de elementos transponiveis em rearranjos cromossdmicos como
Tcl/Mariner (PRIMO et al., 2018) e TE hAT (GLUGOSKI et al., 2018). Mas, pouco se
sabe sobre a identificacdo de outras sequencias repetitivas, que possam estar
envolvidas em mecanismos que levam a eventos de quebras e rearranjos
cromossémicos em loricarideos. Desta forma, o conhecimento do satelitoma da
espécie R. lanceolata representa um grande avango para os estudos sobre satDNA

em Loricariidae.
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5.3.5 Conclustes

Nossos resultados apresentam a primeira caracterizacdo de familias de
satDNA para o género Rineloricaria, que até o momento careciam deste tipo de
informacéo. Contudo, baseado em nosso objetivo de prospeccédo de satélites para R.
lanceolata na intencdo de localizar possiveis marcadores cromossOmicos, que
estejam envolvidos em rearranjos cromossdémicos, e com o0s resultados obtidos,
propomos a confec¢do de primers, para os satélites mais abundantes encontrados no
genoma da espécie, para validacao futura por reacdo de cadeia em polimerase (PCR)
e Hibridizac&o Fluorescente In Situ (FISH). Através da realizacao desses mecanismos
de validacao, sera possivel uma melhor compreensao sobre o polimorfismo cariotipico
observado no género. Além disso, a obtencdo de mais bibliotecas de sequencias de
satDNA da espécie sdo necessarias para uma melhor prospeccdo de outros
elementos repetitivos que possam estar associados aos eventos de modificacdo

cariotipica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O género Rineloricaria apresenta polimorfismos que caracterizam o género.
Embora a variacdo cariotipica apresentada seja comum aos loricarideos, sendo
extremamente diversos cariotipicamente. Contudo, algumas questdes sobre o
surgimento dessas variacbes e como elas conseguem se manter nas populacdes
ainda ndo sdo compreendidas. As técnicas e métodos computacionais, utilizadas
neste trabalho auxiliaram a descobrir sequéncias de satDNA que podem estar
envolvidas nesses rearranjos cromossémicos apresentados no grupo.

Entretanto, € necessario mais analises com marcadores citogenéticos para testar
a relacdo desses satDNA com os rearranjos cromossémicos no género. Além disso,
analises meidticas para compreender como esses rearranjos se portam diante o
emparelhamento dos homologos, formando gametas viaveis e balanciados ou nao.
Desse modo, os resultados obtidos até 0 momento sédo essenciais para as questdes

complexas que ainda cercam o grupo.
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ANEXO B - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA O USO DE
ANIMAIS

D1M22021 11255 SEVUEPG - 0765342 - Carta

"/

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROS54A
Av. General Carlos Cavalcantt, 2748 - Bammo Uvaranas - CEP 84030-90¢ - Ponta Grossa - PR, - hittps:\uepg br

CARTA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAOQ

COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CARTA DE APROVACAO

Processo/ Process CEUA: 07693422021

Protocolo UEPG: 21.000060874-2

Titulo: Citogenética e gendmica de peixes neotropicais: mvestigande questdes evolutivas, funcionais e
aplicadas a conservacio das espécies

Interessado: Foberto Ferreira Artom

e-mail: rfartoni@gmail .com
Data de Entrada: 29/10/2021
Resultado: Aprovado

Consideracdes

A Comissio de Etica ne Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-UEPG)
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acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagde de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquiza Cientifica (DBCA), estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA) e com as nommas intemacionals para a experimentacio animal Dessa forma, fica antorizada a

utilizagio de pelxes teledsteos pertencentes 05 ETUpOs
taxondmicos: Astyanax ou Psalidodon (lambans); Colossoma macropomum (tambaqui); Fiarachus
MESOPOTIMIcUs {pacu); Loricariidae (cascudos) dos

géneros Ancistrus, Hypancistrus, Rhinelovicaria e Steindachneridium melanodermatum  (suruvi-do-
Izunagu), sendo 360 peixes por espécie (180 machos e 180 ffmeas), para a execucdo desse projeto.
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ANEXO C - PREPARAQ()ES DE CROMOSSOMOS A PARTIR DA NADADEIRA
(Kalous et al., 2010)

Solucéo 1(Stock): 7,48g NaCl + 0,18g KCI + 0,2g CaClI2 + 0,016g NaHCO3 em 1 It de
H20

Solugéo 2: 14,3 ml de solucédo 1 + 85,7ml of H20 + 0,025¢g de colchicina

1. Corte a nadadeira (corte reto). Manter o peixe em aquario por alguns dias, até que
vocé visualizar a regeneracdo incompleta da nadadeira, pois € necessario que as
células estejam em divisao. Isso depende da espécie estudada, 4 dias, 7 dias, 15 dias
e no caso do presente estudo 18 dias.

2. Depois de uma regeneracdo incompleta, cortar a nadadeira novamente para obter

0S Cromossomaos.

3. Coloque a nadadeira em placa de Petri e adicione 5 ml ou mais da solucédo 2 (a

nadadeira deve ser completamente coberta); e mantenha por 2 h na estufa em 30° C.

4. Apés 2 h, adicionar 5 ml de fixador (Metanol 3: 1 de acido acético) e deixe na
geladeira por 25 min a 4° C.

5. Remover a solucdo com pipeta Pasteur de vidro e adicionar 5 ml de fixador e deixar

na geladeira por 25 min a 4° C. Repetir o passo 5 por 3 vezes.

6. A ultima fixacdo (5 ml de fixador) pode ser armazenada na geladeira a 4° C por 25

minutos ou durante a noite, se necessario, e depois iniciar o proximo passo.

7. Preparar 50% de acido acético/agua e colocar a nadadeira na placa de Petri.
Colocar 40 ul de acido acético sobre a nadadeira e dissolver o tecido com uma pinga.
Depois remover o liquido com uma pipeta e colocar em tubos tipo Eppendorf.

Mantenha os tubos em gelo a 0 ° C, e realizar o gotejamento no mesmo dia.

8. Pegar 50 pl para fazer gotejamento. Colocar o volume sobre uma lamina aquecida
em placa a 37° C, aspirar o material a assim proceder varias vezes sobre diferentes

pontos da lamina.
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ANEXO D - EXTRACAO DE DNA. PROTOCOLO DESENVOLVIDO POR DAVID
VIEITES - U.C. BERKELEY

Solucbes:

Tampao de extracao*
ddH20 estéril

SDS 10%

Proteinase K 20mg/mL
Isopropanol

Etanol 80%

1. Com auxilio de uma pinca e um bisturi, corte o tecido em cima de um Parafilm
apoiado em uma placa de petri. Use agua sanitaria e alcool para esterilizar a pinca e
o0 bisturi cada vez que trocar de tecido. Adicione o tecido picado a um tubo de 1,5mL.

2. Adicione a solugao de lise aos tubos (410uL de buffer de extragao + 80uL SDS
10% + 15yl proteinase K (20 p/pL). (Opcional: + 2uL Rnase A). OBS: Se for deixar os

tecidos digerindo overnight, acrescenntar apenas 10uL de proteinase K.

3. Incubar a 55°C por aproximadamente 2 horas (vortexar a cada 10 minutos) até a

digestado do tecido.

4. Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos

- Transferir o sobrenadante (liquido) para um novo tubo de 1,5mL

- Adicionar 180 uL NaCl (5M)

- Inverter o tubo 50 vezes para homogeneizar. Um precipitado branco sera formado.

** Se a coloracéo do precipitado ndo for branca, o reagente NaCl esta velho.

5. Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos

- Transferir o sobrenadante para um novo tubo (manter em um bloco resfriado) e
adicionar 1.000uL de isopropanol gelado;

- Misturar gentilmente.

6. Centrifugar a 13.000 rpm por 7 minutos

- Descartar sobrenadante
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- Adicionar 250 pL etanol 80%.

- Inverter 50 vezes para misturar

7. Repetir 0 passo n°6

8. Centrifugar a 13.000 rpm por 7 minutos
- Descartar sobrenadante

- Remover alcool completamente no banho a 50-55°C

9. Resuspender o DNA em 50-100 pL de agua ultrapura ou tampéao TE. OBS: Sem

pellet colocar 25 uL. Com muito pellet colocar até 200uL.

10. Deixar na geladeira overnight (4°C) para diluir a pellet.
*Tampéo (Buffer) de Extracao (Autoclavar):

1M Tris ( pH=8) 0.5mL

5M NaCl 1.0mL

0.5M EDTA (pH= 8) 1.0mL

ddH20 estéril 47.5mL



