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RESUMO

7

A familia Loricariidae (Actinopterygii: Siluriformes) é extremamente
diversificada morfologicamente, conta com um numero proximo a 900 espécies
validas, distribuidas em sete subfamilias (Lithogeneinae, Delturinae,
Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae).
N&o obstante, os estudos citogenéticos em representantes da familia mostram
tendéncias evolutivas da diversificacdo cariotipica bem definidas para cada uma das
subfamilias, sendo considerado basal o nimero diploide (2n) de 54 cromossomos.
Entre os representantes da subfamilia Loricariinae a variacdo do 2n € de 36 a 74
cromossomos. Diante destes dados, os rearranjos Robertsonianos sdo os principais
mecanismos para explicar a variagdo cromossdmica numeérica na subfamilia.
Rineloricaria € o género mais especioso de Loricariinae, com espécies apresentando
2n = 36 até 2n = 70 cromossomos. Contudo, pouco se sabe sobre quais os tipos de
DNAs repetitivos originam os eventos de fissdo e fusao cromossomica. Neste estudo,
foram avaliadas espécies de Rineloricaria de diferentes rios do sistema hidrografico
do Parané: Rineloricaria latirostris (rio Laranjinha, bacia do rio das Cinzas e rio Barra
Grande, bacia do rio Ivai); Rineloricaria pentamaculata (rio Barra Grande e rio Juruba,
bacia do rio Tibagi); e, Rineloricaria stellata e Rineloricaria capitonia (Alto Rio
Uruguai). O objetivo foi de caracterizar cariotipicamente as populacdes/espécies de
Rineloricaria estudadas, além de verificar quais os tipos de DNAs repetitivos podem
estar relacionados aos eventos Robertsonianos no género. Em R. latirostris foi
detectado 2n = 46 cromossomos para ambas populacdes, além de um exemplar
triploide para o rio Laranjinha. Rineloricaria pentamaculata apresentou 2n = 56
cromossomos para as populagdes dos rios Barra Grande e Juruba e um cariomorfo
2n = 54 cromossomos no rio Barra Grande. Rineloricaria stellata apresentou 2n = 54
cromossomos, enquanto R. capitonia detém 2n = 64 cromossomos, ambas do rio
Uruguai. Os resultados com marcadores cromossdmicos de rDNA 18S, rDNA 5S e
sonda TTAGGGn evidenciaram que estes DNAs repetitivos participaram dos eventos
de fusdo terminal para terminal (end to end fusions) de cromossomos st/a na
diversificacao cariotipica de R. latirostris. Vestigios de sitios teloméricos intersticiais
(ITS) foram evidenciados também em R. pentamaculata, cariomorfo de 54
cromossomos do rio Barra Grande, sugerindo fusdo cromossOmica para a
diversificacdo deste cari6tipo. A ampla variacdo de 2n entre R. stellata e R. capitonia
€ compativel para o isolamento reprodutivo das espécies sintopicas e pode ser
explicado por fissdes céntricas na diversificagdo de R. capitonia. Além dos rearranjos
Robertsonianos, as inversdes pericéntricas também auxiliaram na diversificacdo de
férmulas cariotipicas entre as espécies/populacdes. A andlise de localizagdo in situ do
elemento transponivel Tc1-Mariner Like ndo mostrou evidéncias da participacao deste
transposon nos rearranjos cromossodmicos e na dispersao dos sitios multiplos de rDNA
5S em Rineloricaria. Ainda, as andlises das sequéncias Tcl-Mariner Like
evidenciaram intensa degeneracdo molecular, principalmente nos dominios
transposase. Estes resultados indicam a auséncia de atividade destas sequéncias, as
guais devem ser inertes ou servir para outras fungbes genémicas no género. Desta
forma, este estudo discute a instabilidade telomérica, DNAs repetitivos e a
participacdo das familias génicas de rDNA nos eventos de diversificagdo cariotipica
em Rineloricaria.



Palavras chave: alteracdes cromossémicas numeéricas, DNAs repetitivos, elementos
transponiveis, evolucéo cariotipica, rearranjos cromossémicos.



ABSTRACT

The Loricariidae family (Actinopterygii: Siluriformes) is morphologically diverse,
has a number close to 900 valid species, distributed in seven subfamilies
(Lithogeneinae, Delturinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Ancistrinae and Hypostominae). However, cytogenetic studies in species of the family
show evolutionary trends of karyotype diversification well defined for each of the
subfamilies and the diploid number (2n) of 54 chromosomes is considered basal.
Among the representatives of the subfamily Loricariinae, the variation of 2n is 36 to 74
chromosomes. Given these data, the Robertsonian rearrangements are the main
mechanisms to explain the chromosome number variation in the subfamily.
Rineloricaria is the most specious genus of Loricariinae, porting species with 2n = 36
to 2n = 70 chromosomes. However, little is known about what types of repetitive DNAs
originate fission and fusion chromosome events. In this study, species of Rineloricaria
from different rivers of the Parana drainage were studied: Rineloricaria latirostris
(Laranjinha river, Cinzas basin and Barra Grande river, Ivai basin); Rineloricaria
pentamaculata (Barra Grande and Juruba rivers, Tibagi basin); and, Rineloricaria
stellata and Rineloricaria capitonia (Upper Uruguai river). The aim of this study was to
characterize the karyotypes of populations/species of Rineloricaria and to check what
types of repetitive DNAs may be related to Robertsonian events in the genus. In R.
latirostris was detected 2n = 46 chromosomes for both populations, as well as for a
triploid specimen from Laranjinha river. Rineloricaria pentamaculata had 2n = 56
chromosomes to populations from Barra Grande and Juruba rivers and a karyomorph
in Barra Grande river with 2n = 54 chromosomes. Rineloricaria stellata had 2n = 54
chromosomes, while R. capitonia presented 2n = 64 chromosomes, both from the
Uruguai river. The results using the chromosomal markers of 18S rDNA, 5S rDNA and
TTAGGGN telomeric probe showed that these repetitive DNAs participated in end to
end fusions of the st/a chromosomes in the karyotype diversification of R. latirostris.
Vestiges of interstitial telomeric sites (ITS) were also detected in R. pentamaculata,
karyomorph of 54 chromosomes from the Barra Grande river, suggesting
chromosomal fusion to the diversification of this karyotype. The wide range of 2n
between R. stellata and R. capitonia is compatible to the reproductive isolation of
syntopic species and the diversification of R. capitonia can be explained by centric
fusions. In addition to Robertsonian rearrangements, the pericentric inversions also
assisted in the diversification of karyotypic formulas among the species/populations. In
situ localization analysis using the transposable element Tcl-Mariner Like probe
showed no evidence of the participation of transposon in chromosomal
rearrangements and dispersion of multiple sites of 5S rDNA in Rineloricaria.
Furthermore, analyzes of the Tc1l-Mariner Like sequences showed intense molecular
degeneration, especially in transposase domains. These results indicate the absence
of activity of these sequences, which must be inert or serve to other genomic functions
in the genus. Thus, this study discusses the telomeric instability, repetitive DNAs and
the participation of rDNA gene families in karyotype diversification events in
Rineloricaria.

Keywords: numerical chromosomal changes, repetitive DNAs, transposable
elements, karyotype evolution, chromosomal rearrangements.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais

Os peixes representam o grupo mais diversificado dentro dos vertebrados
(NELSON, 2006), com numero superior a 32.000 espécies (ESCHEMEYER; FONG,
2015), o que representa mais da metade dos vertebrados viventes. O Brasil possui
uma das maiores redes hidrograficas do mundo, e consequentemente, a regiao
Neotropical possui uma fauna de peixes de agua doce altamente diversificada (LOWE-
MCCONNELL, 1999). Por sua vez, mais de 50% desta ictiofauna € representada por
peixes de pequeno porte (até 150 mm de comprimento), geralmente viventes em
pequenos riachos, os quais apresentam um alto grau de endemismo (CASTRO,
1999).

A biodiversidade de peixes de riachos contribui significantemente para o alto
namero de espécies na regido Neotropical. Castro (1999) define riacho como parte de
um sistema fluvial, com produc¢éo primaria autotrofica baixa, devido a baixa incidéncia
de luz bloqueada pela vegetacdo riparia. A comunidade I6tica dominante é
heterotréfica e depende da importacdo de material organico para subsistir, o que difere
de corpos de &gua maiores, onde h& maior incidéncia luminosa, tornando possivel a
existéncia de algas e macrofitas, elevando assim a producado primaria, o que diminui
a dependéncia de matéria organica externa para a manutencao da comunidade local.

Até 1999, os estudos ecologicos de diversidade de peixes se concentravam em
rios de maior porte, sendo que Esteves et al. (1999) alertaram para a escassez de
estudos em riachos. Isto se deve ao interesse econdmico despertado nestes
ambientes maiores, devido ao potencial de utilizacdo para a agricultura, pesca e

geracdo de energia (GALVES et al.,, 2009), o que levou a considerar que estes
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ambientes possuiam maior diversidade, em detrimento aos riachos. No entanto, o
aumento no volume de estudos em ambientes de menor volume de &agua tem
demonstrado que a populagéo vivente destes ambientes é composta principalmente
de peixes de pequeno porte, e que estes individuos apresentam alto grau de
endemismo, 0 que pode resultar em uma maior divergéncia genética em relagdo a
espécies de grandes rios. Neste sentido, a citogenética tem se mostrado uma
ferramenta importante na caracterizagdo ictiofaunistica e, associada a outras
ferramentas, tais como a sistematica, tém contribuido para a identificacdo de espécies

cripticas (ARTONI et al., 2006, 2009).

Estudos citogenéticos tém se mostrado de grande importancia no auxilio da
compreensao de acontecimentos genéticos e evolutivos a respeito da diversificacao
cariotipica dos mais diversos grupos, auxiliando no entendimento a respeito da
citotaxonomia de grupos criticos e na compreensdo da biogeografia das espécies
(ARTONI et al., 2009). Ainda, os peixes apresentam grandes restricdes quanto a sua
disperséo, sendo que os peixes de agua doce, por estarem confinados aos ambientes
hidrogréaficos onde habitam, possuem um estreito relacionamento com a histéria da
dindmica das bacias hidrogréficas (RIBEIRO, 2006). Desta forma, estudos
citogenéticos comparativos entre populagdes ou grupos de espécies de riachos de
cabeceiras de rios mostram-se promissores na avaliagao da diversidade de peixes e
para a compreensdo de mecanismos de diferenciagdo cariotipica (VICARI et al.,

2008a, b; ARTONI et al., 2009; CASTRO et al., 2014).
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1.2 Bacias Hidrograficas dos rios das Cinzas, Tibagi, Ivai e Uruguai

A bacia do Rio Parana é considerada a segunda maior bacia da América do
Sul, esta localizada entre as coordenadas 15° 25’ 47” e 26° 50’ 55” de latitude sul e
43° 34’ 55’ e 55° 55’ 53” de longitude oeste e abrange 10% do territério nacional com
879.860 km2 (AGOSTINHO; JULIO, 1999; LOWE-MCCONNELL, 1999). Esta bacia é
subdividida em duas grandes regibes, também denominadas de provincias
ictiofaunisticas do Alto Rio Paran& e Baixo Rio Parana (BONETTO, 1986; BRITSKI,
LANGEANI, 1988).

O sistema hidrogréafico do Alto Rio Parana inclui toda a drenagem do Rio
Parand a montante do antigo Salto de Sete Quedas (BONETTO, 1986; BRITSKI;
LANGEANI, 1988). Com a formacéao da hidrelétrica de Itaipu e consequente inundacgao
do Salto de Sete Quedas (Guaira-Pr), a barreira geografica ficou deslocada a
barragem da usina (a 150 quildmetros abaixo, em Foz do Iguacu-PR), permitindo uma
notavel dispersdo de espécies do médio Parana para os trechos a montante (LOMWE-
MCCONNELL, 1999). Esta regido do Alto Rio Parana drena uma imensa area ao sul
do escudo brasileiro e ao longo do seu curso recebe inameros grandes rios: Grande,
Iguacu, Paranaiba, Paranapanema, Tiéte, entre outros (LUNDBERG, 1998). Por sua
vez, o sistema hidrogréafico do Baixo Rio Parana pertence a regido ictiofaunistica do
Parana (GERY, 1969) que inclui todo o restante da bacia a jusante da represa de
Itaipu, como os principais formadores constituidos pelos rios da Plata-Uruguai-
Parana-Paraguai (BRITSKI; LANGEANI, 1988; MENEZES, 1988; WEITZMAN;
LANGEANI, 1988; LANGEANI, 1990; MENEZES, 1996; CASTRO; CASSATI, 1997).
Entre estas drenagens ocorrem importantes bacias hidrograficas menores, cada uma

com um conjunto peculiar de organismos, dentre elas, estdo as bacias do rio das
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Cinzas, Tibagi e Ivai, pertencentes ao sistema Alto Rio Parana, além da Bacia do rio

Uruguai, pertencente ao sistema Baixo Rio Parana.

1.2.1 Baciado rio das Cinzas

A bacia do rio das Cinzas € um importante afluente da margem esquerda da
bacia do rio Paranapanema (sistema do Alto Rio Parana) e é o principal curso d’agua
da regido do Norte Pioneiro do Parand (PEREIRA; SCROCCARO, 2013). Nasce na
Serra de Furnas a oeste da escarpa devoniana, em Pirai do Sul, e desagua no rio
Paranapanema na divisa dos municipios de Santa Mariana e ltambaracd, abrangendo
uma area de 9.658 km? (DEBONA et al., 2010). Seus principais afluentes séo ribeirdo
Jaboticabal, ribeirdo Vermelho e Laranjinha, principal afluente da margem esquerda

(PEREIRA; SCROCCARO, 2013).

O rio das Cinzas ap0s um percurso de 170 km rompe a escarpa da serra da
Boa Esperanca e depois de 240 km recebe seu principal afluente, o rio Laranjinha,
afluindo logo apds este encontro, ao rio Paranapanema imediatamente a jusante da
UHE Canoas | (VIANNA; NOGUEIRA, 2008). Estudos de levantamento ictiofaunistico
realizados na bacia do rio das Cinzas revelaram maior indice de espécies da ordem
Characiformes (40 espécies), seguido de Siluriformes (33 espécies), sendo as familias
Characidae (20 espécies), Loricariidae (12 espécies) e Anostomidae (10 espécies) as

mais representativas (DEBONA et al., 2010).
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1.2.2 Baciado rio Tibagi

A bacia hidrogréafica do rio Tibagi esta inserida sobre a Bacia Sedimentar do
Parana, que corresponde a uma depressao deposicional situada na parte centro-oeste
do continente sul-americano e conta com uma area aproximada de 25.293 km?, o que
corresponde a cerca de 13% da area do estado do Parana (PINESE, 2002). O rio
Tibagi possui 550 km de extensédo e percorre 0 primeiro, 0 segundo e o terceiro
planaltos Paranaenses, possui 65 tributarios principais e sua nascente esta localizada
na Serra das Almas entre Ponta Grossa (PR) e Palmeira (PR), a 1.100 metros de
altitude (MAACK, 1981). Atravessa 0 estado em direcdo norte, até desembocar no
reservatorio da Usina Hidrelétrica de Capivara, no rio Paranapanema a 298 metros de
altitude (PINESE, 2002). O rio Tibagi € o principal afluente do Paranapanema, o qual
por sua vez desagua no rio Parana em seu trecho superior, acima de Sete Quedas,

pertencendo a sub-regido zoogeografica do Alto Parana.

A bacia do rio Tibagi apresenta uma grande diversidade de peixes com maior
representatividade em seu trecho final (SHIBATTA et al., 2002). Muitas das espécies
tiveram sua abundancia reduzida devido as alteracbes ambientais as quais a bacia
vem passando, dentre elas a destruicao das florestas ciliares, langcamento de efluentes
urbanos nao tratados no leito dos rios e aplicagdo descontrolada de defensivos
agricolas, entre outros. A introducéo de espécies tem se mostrado um fator de grande
relevancia na diminuigc&o da diversidade de peixes local, resultante da falta do dominio
da técnica do manejo (SHIBATTA et al., 2002). Todas as espécies registradas para a
bacia pertencem a subclasse Actinopterygii e, principalmente, a superordem
Ostariophysi (RAIO; BENNEMANN, 2010). Para esta bacia foram descritas 151

espécies, entre estas foram representadas as ordens Characiformes, Siluriformes,
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Perciformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Synbranchiformes (SHIBATTA et

al., 2002; SHIBATTA; GEALH; BENNEMANN, 2007; RAIO; BENNEMANN, 2010).

1.2.3 Baciadorio lvai

A bacia hidrografica do rio Ivai (do Tupi, Ivai = rio das Flechas) pertence ao
sistema Alto Rio Parana e abrange uma area de 35.914 km? (MAACK, 1981). Essas
dimensdes ocupam cerca de 23% do territério paranaense, constituindo a principal
bacia hidrografica do Terceiro Planalto e a segunda maior do estado (MAACK, 1981).
O rio Ivai estende-se por cerca de 685 km, desde suas nascentes, na confluéncia do
rio S&o Jodo com o rio dos Patos, sendo este o principal curso de origem do rio Ivai,
na divisa entre os municipios de Prudentopolis e Ivai, no Terceiro Planalto paranaense
(MAACK, 1981). A bacia desenvolve-se no sentido geral noroeste, orientando-se para
oeste no baixo curso, até sua foz no rio Parana (MAACK, 1981). O rio Ivai desagua
em um braco do rio Parana abaixo da foz do rio Paranapanema. Seus principais
afluentes séo os rios Alonso, Paranavai e das Antas, pela margem direita e 0s rios
Barra Grande, Corumbatai, Mourdo, Ligeiro e dos indios, pela margem esquerda
(MAACK, 1981). Nesta bacia hidrografica, as principais ordens de peixes
representadas sdo Characiformes, Siluriformes, Perciformes, Gymnotiformes,

Cyprinodontiformes e Synbranchiformes (DA GRACA; PAVANELLI, 2007).
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1.2.4 Bacia do Rio Uruguai

A bacia do rio Uruguai agrega uma importante regido do sistema do Baixo Rio
Parana e abrange uma area de 384.000 km?, dos quais 176.000 km? situam-se em
territério brasileiro. Esta bacia é delimitada ao norte e nordeste pela Serra Geral, ao
Sul pela fronteira com a Republica oriental do Uruguai, a Leste pela depressao central
Rio Grandense e a oeste pela Argentina (BRASIL, 2008). O Rio Uruguai nasce da
confluéncia dos rios Canoas e Pelotas, acima do nivel do mar, percorrendo um total
de 2.262 km até desembocar no estuario da Plata, do qual fazem parte o Rio Parana
e Rio Paraguai, o qual, por fim desagua no Atlantico. No total do seu percurso, o Rio
Uruguai pode ser dividido por barreiras fisicas em Alto, Médio e Baixo Rio Uruguai
(ZANIBONI-FILHO, 2003). O Salto do Yucuma é o marco que divide o Alto e o Médio
Uruguai e o Salto Grande € o divisor entre o0 Médio e o Baixo Uruguai, ja na divisa

Uruguai/Argentina.

A fauna de peixes do rio Uruguai é similar & do Rio Parana, porém, foram
identificadas apenas 251 espécies com predominio das ordens Characiformes e
Siluriformes, que possuem a maior distribuicdo nos sistemas fluviais sul-americanos,
ocupando os mais diversos ambientes e nichos ecologicos (HAHN; PAVANELLI,

OKADA, 2000).

1.3 Os Siluriformes: Aspectos gerais
A ictiofauna da regido Neotropical € a mais diversificada do mundo, isto se deve

ao histérico geologico e as complexas redes de drenagem existentes nesta regido
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(RIBEIRO, 2006), sendo que aproximadamente 35% de espécies de peixes
conhecidas desta regiao séao representantes da ordem Siluriformes.

Peixes da ordem Siluriformes séo caracterizados por possuirem pele coriacea,
ou entdo recoberta por placas 6sseas, total ou parcialmente (BRITSKI et al., 1988).
Seu comportamento é predominantemente crepuscular ou noturno, alimentando-se
principalmente de vermes e insetos, ou como no caso da familia Loricariidae, que
possuem uma boca em forma de ventosa, sugam detritos do substrato ao qual esta
preso (BRITSKI et al., 1988; TEUGELS, 1996). A maioria de seus representantes
habita as aguas doces das regides tropicais, embora existam algumas familias que
apresentam espeécies estuarinas, como Auchenipteridae, Aspredinidae e Pangasiidae
(DE PINNA, 1998) e duas familias apomorficas adaptadas a agua salgada, Plotosidae
e Ariidae, distribuidas mundialmente (BERRA, 2001). Sua maior diversidade encontra-
se na América do Sul, onde sdo encontradas 14 familias e aproximadamente 64% das
espécies do grupo (MOYLE; CECH, 2000; RODILES-HERNANDEZ et al., 2005).

Siluriformes tém importante papel na biogeografia histérica. Seu padrdo de
distribuicdo global demonstra evidéncias do modelamento geografico da terra e de
sistemas aquaticos. Acredita-se que os Siluriformes foram primariamente habitantes
de &gua doce e que realizaram significantes migracfes marinhas (BRIGGS, 2005),
sendo esta uma propenséao filogenética da ordem, pelo menos de um dos seus ramos
principais (BETANCUR-R, 2003). As duas familias marinhas sdo, portanto,
provavelmente derivadas de ancestrais de agua doce e apresentam seu proprio
padrdo biogeogréafico (BERRA, 2001). Sua ampla distribuicdo e variedade de formas
e habitos os tornam um excelente grupo para estudos ecoldgicos, evolutivos e

filogeograficos (LUNDLBERG; FREIL, 2003).
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Quanto a evolucdo cromossémica, também h& grandes dificuldades em se
estabelecer um padréo para os Siluriformes, considerando a extensa variabilidade
cariotipica predominante tanto em nivel de familias, quanto de géneros, além da nédo
determinacdo acurada de seu cariétipo primitivo (LEGRANDE, 1981). Baseado em
informacdes citogenéticas encontradas em |Ictaluridae, um cariétipo basal teria
namero diploide (2n) composto de 58 cromossomos e numero fundamental (NF)
relativamente alto (>80) (LEGRANDE, 1981). No entanto, baseado no numero diploide
conservado da familia Diplomystidae, e considerando esta a mais primitiva dentre os
Siluriformes (FINK; FINK, 1981; ARRATIA, 1987; DE PINNA, 1998), Oliveira e
Gosztonyi (2000) sugeriram que 2n = 56 poderia ser o cariétipo ancestral e uma
sinapomorfia para algumas espécies desta ordem. Alto valor de NF, caracteristico da
ordem Siluriformes (STOLF et al., 2004) e também observado em Characiformes e
Gymnotiformes, € proposto por Oliveira e Gosztonyi (2000) como condicao
plesiomorfica amplamente distribuida neste grupo.

Do total de espécies de Siluriformes ja cariotipadas, cerca de 50% possuem
namero diploide relativamente conservado de 2n = 56x2. Oliveira e Gosztonyi (2000)
propdem que este conservadorismo, mesmo em um grupo com grande numero de
espécies e com ampla variedade de tamanho e estrutura populacional, se deve a uma
melhor condicdo para a manutencao celular nestes organismos. Por outro lado, varias
familias como Loricariidae e Callichthiidae apresentam ampla variedade no namero
cromossOémico, sugerindo histérias evolutivas diferentes, com mudancas
cromossomicas frequentemente associadas com processo de especiacao neste grupo
(LEGRANDE, 1981; OLIVEIRA et al.,, 1988; BRUM; GALETTI Jr., 1997; ARTONI;

BERTOLLO, 2001).
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1.4 Aspectos morfoldgicos e citogenéticos da familia Loricariidae

A familia Loricariidae é a maior familia da ordem Siluriformes e é subdividida
em sete subfamilias: Lithogeneinae, Delturinae, Neoplecostominae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae (ESCHEMEYER;
FONG, 2015). Embora as bases de dados atuais considerarem a ocorréncias destas
sete subfamilias, dentro de Loricariidae a classificacdo das subfamilias e a relacédo
entre seus géneros vém sendo alvo de repetidas reformula¢gdes (ISBRUCKER, 1980;
ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006; CHIACHIO et al., 2008; CRAMER et al.,
2008; 2011). O traco marcante da morfologia destes peixes € o0 corpo recoberto por
placas dérmicas, motivo pelo qual ganharam a alcunha “cascudos”, além disso
possuem a boca em forma de ventosa na regido ventral do corpo (SCHAEFER,;

LAUDER, 1986).

Os dados cariotipicos pertencentes a familia Loricariidae revelam uma alta
diversidade de nameros diploides (2n) e caracteristicas cromossémicas, a qual pode
variar de 2n = 34 cromossomos em Ancistrus sp. 1 e Ancistrus sp. 2 (MARIOTTO et
al., 2011; OLIVEIRA, 2006) a 2n = 96 cromossomos em Upsilodus sp. (KAVALCO et
al., 2004). Apesar desta ampla variacdo, tendéncias da evolucao cariotipica sdo bem
definidas dentro de cada uma das subfamilias de Loricariidae (ARTONI; BERTOLLO,
2001; ZIEMNICZAK et al., 2012). Artoni e Bertollo (2001) propuseram que o nimero
diploide de 54 cromossomos seria um carater plesiomérfico em Loricariidae, uma vez
que € observado em géneros basais. Ziemniczak et al. (2012) também observaram
este 2n no grupo irmdo Trichomycteridae, o qual pertencente a superfamilia

Loricariodea. Além disto, este numero diploide é observado em alguns representantes
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de todas as subfamilias de Loricaridae, sendo mais comum em subfamilias
consideradas basais, a exemplo de Neoplecostominae (ZIEMNICZAK et al., 2012).

Os dados cariotipicos disponiveis para Loricariidae demonstram uma enorme
diversidade de caracteres cromossOmicos, no entanto com algumas tendéncias
evolutivas bem caracterizadas entre as distintas subfamilias (ZIEMNICZAK et al.,
2012). Entre as espécies pertencentes as subfamilias Ancistrinae e Hypostominae,
poucas mantém o numero diploide de 54 cromossomos. Todos 0s representantes de
Ancistrinae possuem 2n < 54, indicando que fusdes céntricas contribuiram para a
evolucéo cariotipica deste grupo (MARIOTTO et al., 2011).

Ancistrinae é composto por 29 géneros onde se agrupam um total de 256
espécies reconhecidas, sendo quatro destes géneros representados por espécies
monotipicas (FISCH-MULLER, 2003; ESCHEMEYER; FONG, 2015). Ancistrus
corresponde ao mais diversificado género do grupo, apresentando cerca de 62
espécies descritas (BIFI et al., 2009). Analises cariotipicas neste grupo revelaram uma
grande diversidade de namero cromossémico, desde 2n = 34 em Ancistrus sp. 1,
Ancistrus sp. 2 e Ancistrus cuiabae Knaack, 1999 (DE OLIVEIRA, 2006; MARIOTTO
et al., 2011) até 2n = 54, em Ancistrus claro Knaack, 1999 (MARIOTTO et al., 2011).

Por sua vez, em Hypostominae ocorre uma tendéncia de aumento de nimero
cromossOmico enquanto espécies apresentando 52 ou 54 cromossomos Sao
escassas (ARTONI; BERTOLLO, 2001; BUENO et al., 2012, 2014). Nesta subfamilia,
0 género Hypostomus, com cerca de 120 espécies (ZAWADZKI et al., 2010) é o mais
numeroso e em relagcdo a citogenética apresenta tendéncia de aumento do 2n a partir
dos 54 cromossomos considerados basais (ARTONI; BERTOLLO, 2001; BUENO et

al., 2012). Os estudos citogenéticos em Hypostomus indicam grande variabilidade em
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diversos aspectos cariotipicos, o que confere ao grupo uma enorme complexidade
(ARTONI; BERTOLLO, 1996). As variagbes cromossOmicas inter-populacionais sao
recorrentes, especialmente em relacdo a formula cariotipica (MICHELLE et al., 1977;
ARTONI; BERTOLLO, 1996; ALVES et al., 2006; BUENO et al., 2012).

A subfamilia Hypoptopomatinae possui inUmeros questionamentos acerca de
suas relacdes de parentesco e agrupamento de géneros (CHIACHIO et al., 2008).
Entretanto foi considerada um grupo monofilético dentro de Loricariidae, composto por
aproximadamente 142 espécies distribuidas em 18 géneros (CARVALHO et al., 2008;
ESCHEMEYER; FONG, 2015). Esta subfamilia tende a ser conservativa em relacéao
ao 2n = 54 cromossomos, a excecdes de Hisonotus gibbosus (2n = 58) e Otocinclus
aff. vestitus Cope, 1872 (2n = 72) e com a presenca de heteromorfismos de
cromossomos sexuais ZZ/ZW em Hisonotus leucofrenatus (Miranda Ribeiro, 1908) e
XX/XY em Pseudotocinclus tietensis (lhering, 1907) (Para uma revisdo ver
ZIEMNICZAK et al., 2012).

Em Neoplescotominae sdo descritas 51 espécies (ESCHEMEYER; FONG,
2015) e a citogenética do grupo tem demonstrado um 2n = 54 cromossomos estavel,
além de sitios de rDNA 5S e 18S sinténicos, caracteristicas compartilhadas com o
grupo irméo Trichomycteridae e considerados como primitivos para 0 grupo
(ZIEMNICZAK et al., 2012). Entre as principais variacfes cariotipicas descritas para
esta subfamilia estdo as alteracdes de formula cariotipica, de numero de sitios de
rDNA, além de variacdes em relacdo aos blocos de heterocromatina (ALVES et al.,
2005; ZIEMNICZAK et al., 2012). Por sua vez, as subfamilias Delturinae e
Lithogeneinae apresentam poucos e confusos estudos citogenéticos devido as

constantes reformulacées de subfamilias e géneros. Estudos citogenéticos em
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representantes destas duas subfamilias podem ser importantes para identificacdo de
marcadores cromossOmicos primitivos, uma vez que Reis et al. (2006) descreve
Delturinae como grupo basal em Loricariidae.

A subfamilia Loricariinae, considerada a segunda mais numerosa de
Loricariidae, atras apenas de Ancistrinae, apresenta uma grande diversidade no que
diz respeito a numero de cromossomos e a férmula cariotipica (ROSA et al., 2012).
Rineloricaria Bleeker, 1862 € o género mais rico em espécies de Loricariinae, com
cerca de 65 espécies (ERRERO-PORTO et al.,, 2014), das quais cerca de 25%
apresentam resultados citogenéticos (ZIEMNICZAK, 2011). Este género possui uma
ampla variacdo cariotipica, desde Rineloricaria latirostris (Boulenger, 1900)
apresentando o0 2n = 36 cromossomos, até Rineloricaria sp. e Rineloricaria cf. lima
(Kner, 1853) com um numero diploide de 70 cromossomos (GIULIANO-CAETANO,
1998; ALVES et al., 2003; RODRIGUES; ALMEIDA-TOLEDO, 2008; ROSA et al.,
2012).

Nesta subfamilia, Rosa et al. (2012) relataram que tanto fissdes quanto fusées
céntricas, aliados a mecanismos de inversdo e combinagdes gaméticas, poderiam
explicar a variacao do 2n. Giuliano-Caetano (1998) descreveu um amplo polimorfismo
numerico para Rineloricaria latirostris, com variagdo do 2n = 48 — 36 cromossomos
oriundos de fuséo céntrica. Rosa et al. (2012) analisaram duas populacdes da espécie
Rineloricaria cf. lima de afluentes do rio Ribeira, as quais apresentaram uma variagao
de numero cromossémico de 66 a 70 cromossomos, além de diferentes férmulas
cariotipicas, apresentando um total de 8 cariétipos. A variacdo cromossémica
encontrada nesta espécie foi decorrente de rearranjos do tipo fusdo céntrica e

inversdes, visualizadas com a presenca de sitios teloméricos intersticiais (ITS) e rDNA
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5S em pontos de fusdo (ROSA et al.,, 2012). Da mesma forma, em Rineloricaria
lanceolata foram encontradas dez formas cariotipicas com variagédo de 2n = 45 — 48
cromossomos e NF = 52 — 55 (ERRERO-PORTO et al., 2014). Este polimorfismo
cromossdmico de R. lanceolata também foi decorrente de fusbes Robertsonianas e
diferentes combinacdes de gametas balanceados (ERRERO-PORTO et al., 2014).
Além destas variacdes de 2n, em Rineloricaria pentamaculata do rio Parana foram
descritos 2n = 56 cromossomos, contudo com variacao intra e interindividual de
cromossomos B (ERRERO-PORTO; PORTELA-CASTRO; MARTINS-SANTOS,

2010, 2011).

1.5 DNASs repetitivos

Uma das principais caracteristicas do genoma dos eucariotos é a presenca de
um grande numero de sequéncias de DNA repetitivo (SUMNER, 2003). Essas
sequéncias sao geralmente classificadas em duas diferentes classes, sequéncias
repetitivas em tandem: microssatélites, minissatélites, satélites e familias
multigénicas; e elementos dispersos conhecidos como transposons e
retrotransposons (CHARLESWORTH, 1994). DNAs satélites (satDNA),
microssatélites, minissatélites e familias multigénicas representam classes de DNAs
compostos por sequéncias repetitivas organizadas em tandem que tém se mostrado
como fundamentais e promissoras em estudos relacionados a evolugéo
cromossomica (MAXON et al., 1983; HADJIOLOV, 1985; CHARLESWORTH et al.,

1994; VICARI et al., 2010).
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O estudo de DNAs satélites em peixes neotropicais tém se tornado frequente,
uma vez que essas sequéncias podem gerar informac¢des valiosas para estudos
microevolutivos, principalmente no caso de sequéncias espécie-especificas e/ou
cromossomo-especificas (UGARKOVIC; PLOHL, 2002; VICARI et al., 2010), assim
como em estudos filogenéticos (KANTEK et al., 2009; PONS et al., 2002; PONS;
GILLESPIE, 2003; SCHEMBERGER et al., 2011).

Os genes ribossomais compreendem duas distintas familias génicas,
compostas por repeticdes organizadas em tandem. O rDNA maior (rDNA 45S), regiédo
responsavel pela organizacao do nucléolo, engloba os genes que codificam os rRNAs
18S, 5,8S e 28S, os quais sdo separados por espacadores internos e externos e
rodeados por espacadores nao-transcritos (LONG; DAWID, 1980). Ja o rDNA menor
(rDNA 5S) é composto pela familia génica que codifica as moléculas de rRNA 5S
(LONG; DAWID, 1980). Em funcdo da aparente conservacdo molecular dos sitios
ribossomais entre grupos de organismos relacionados, tais sequéncias representam
ferramentas resolutivas em estudos citotaxondmicos e evolutivos. Inameros trabalhos
realizados com sondas de rDNA 18S e 5S tém mapeado a localizacdo cromossémica
destes sitios com hibridizacéo in situ fluorescente em peixes neotropicais; contudo,
em espécies pertencentes a Loricariidae tais estudos ainda estdo em seu inicio
(KAVALCO et al., 2004; 2005; MARIOTTO et al., 2009; 2011; MENDES-NETO et al.,
2011; BITENCOURT et al.,, 2012; ROSA et al.,, 2012; ZIEMNICZAK et al., 2012;
BUENO et al., 2014) frente a enorme diversidade de peixes existente.

Outra classe de sequéncias repetitivas identificadas como elementos
transponiveis (TEs) também tem sido estudada em peixes, especialmente em relacéo

a organizacgdo estrutural e mapeamento fisico dos cromossomos (DA SILVA et al.,



Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Evolutiva 16

2002; BOUNEAU et al., 2003; FISCHER et al., 2004; OZOUF-COSTAZ et al., 2004;
MAZZUCHELLI; MARTINS, 2009; TEIXEIRA et al., 2009; FERREIRA et al., 2011;
SCZEPANSKI et al.,, 2013; SCHEMBERGER et al., 2014). Os TEs podem ser
identificados de acordo com sua organizacdo estrutural e seu mecanismo de
transposicdo. Retrotransposons, conhecidos como elementos transponiveis de classe
I, se movimentam no genoma via transcriptase reversa, enquanto os elementos de
classe I, identificados como transposons, apresentam sequéncias que se propagam
pelo genoma como fragmentos de DNA (BOHNE et al., 2008).

Os elementos de classe | ou elementos retrotransponiveis (RTES) séo
caracterizados por utilizar mecanismo de transposicao via transcricdo reversa dos
transcritos de RNA em DNA complementar (cDNA), o qual se integra em outros locais
do genoma, produzindo assim copias duplicadas de RTEs (FINNEGAN, 1985;
CURCIO; DERBYSHIRE, 2003). Devido a manutencao da cépia no lugar de origem,
sdo considerados um dos agentes responsaveis pelo aumento e diminuicdo do
tamanho do genoma de diversos organismos (FESHOTTE; PRITHMAN, 2007). Esta
classe por sua vez pode ser subdividida em retroelementos com longas repeticdes
terminais (LTR, de long terminal repeats), e com auséncia destas repeticdes,
chamados de ndo-LTRs.

Os elementos retrotransponiveis LTR possuem as longas repeticdes terminais
arranjadas na mesma orientacao e flanqueando a parte central conhecida como ORF
(open reading frame — fase aberta de leitura). Esta ORF pode ser constituida do gene
pol que codifica as enzimas necessérias a transposicdo do retroelemento como
protease, transcriptase reversa, RNAseH e integrase. Outra ORF é denominada gag

gue codifica uma proteina integrante do capsideo dos retrovirus. Algumas vezes, uma
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ORF para o gene env, que codifica a proteina do envelope viral nos retrovirus, pode
estar presente (VOLFF et al., 2001; BOHNE et al., 2008). As trés principais
superfamilias de retrotransposons LTR descritas em vertebrados sao: Tyl/copia,

Ty3/gypsy e familia BEL (EICKBUSH; MALIK, 2002).

Os retroelementos ndo-LTRs podem ser divididos em: elementos possuidores
de enzimas necessarias a transcricdo reversa, representados pelos elementos
interespacados nucleares longos (LINES, de long interspersed nuclear elements) e os
nao possuidores de enzimas necessarias a sua retrotransposicdo, representados
pelos elementos nucleares interspacados curtos (SINE, de short interspersed nuclear
elements). Estes sdo capazes de utilizar as enzimas produzidas pelos LINEs para

realizar sua retrotransposicao (SMIT, 2002).

J& os elementos da classe Il (transposons) estdo subdivididos em elementos
transponiveis subclasse I, também conhecidos como TEs corta e cola (cut and paste);
e subclasse I, representados pelos TEs copia e cola (copy and paste) (WICKER et
al., 2007). A subclasse | dos TEs € representada principalmente pela superfamilia TIR
(terminal inverted repeats) (WICKER et al.,, 2007), a qual é caracterizada pela
presenca das repeticdes invertidas terminais (TIR) que flanqueiam o gene codificante
para a enzima transposase, que permite o0 movimento direto de uma molécula de DNA
de um local a outro do genoma (CHARLESWORTH, 1994). Estes elementos
aumentam seu nimero pela transposicao durante a replicacdo cromossdémica de uma
posicdo que ja tenha sido replicada a outra regido onde ainda ndo tenha ocorrido este
processo, alternativamente eles podem criar uma copia extra no sitio doador durante
0 processo de reparo (WIKER et al., 2007). Na subclasse Il, estdo presentes as

superfamilias Helitron (que se replica pelo mecanismo rolling-circle, cortando somente
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uma fita de DNA); e a superfamilia Maverick que se move provavelmente por um
mecanismo via excisdo de uma fita de DNA seguido de uma replicagéo

extracromossOmica e integragdo a um novo local (WICKER et al., 2007).

Alguns transposons perderam a sequéncia codificante para a transposase ou
possuem esta enzima truncada, sendo denominados TEs ndo-autbnomos (SUMNER,
2003). Estes TEs nao autdbnomos necessitam das enzimas produzidas pelos
autbnomos (que possuem toda a maquinaria enzimatica necessaria para sua
mobilidade) para se transpor. Sob esse aspecto é importante destacar os elementos
transponiveis miniatura (MITEsS — miniature transposable elements) que sé&o
elementos transponiveis de Classe Il curtos (100-600 pb), ndo autbnomos e
compostos por sequéncias repetidas invertidas, os quais podem surgir por mutacao e

consequente degeneracao de elementos TEs autbnomos (WICKER et al., 2007).

Dentro dos elementos da Classe Il que apresentam TIRs esta presente a
superfamilia Tc1l-Mariner, que se destaca por ter a maior distribuicdo na natureza.
Esses elementos possuem entre 1000 - 5000 pb (pares de bases), s&o caracterizados
por apresentar uma estrutura simples com duas TIRs e uma ORF, a qual codifica a
transposase. Os TEs desta superfamilia tém preferéncia por regides ricas em TA,
gerando um sitio de duplicacdo TA durante sua movimentagao do tipo ‘corta e cola’
(HURST; WERREN, 2001). Esses elementos podem se transpor usando somente a
sua transposase, ndo necessitando assim, de fatores especificos de seu hospedeiro.
Outra caracteristica do elemento Mariner € a possibilidade de transferéncia horizontal

entre espécies proximas ou distantemente relacionadas (OLIVEIRA et al., 2012).
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1.6 Elementos Transponiveis em estudos gendmicos

Sequéncias repetitivas representam importantes componentes do genoma
eucariético, compreendendo de 20 a 50% do conteudo de DNA celular (SNUSTAD;
SIMMONS, 2001). A variacéo relacionada ao tamanho de diferentes genomas é
frequentemente associada ao acumulo destas sequéncias (CAVALIER-SMITH, 1985).
Durante muito tempo, sequéncias repetitivas foram consideradas DNA lixo (DNA junk),
DNA egoista (DNA selfish) ou DNA parasitico (DNA parasitic) (DOOLITTLE;
SAPIENZA, 1980; ORGEL; CRICK, 1980; NOWAK, 1994), devido a auséncia de
funcionalidade no genoma. Com o crescente volume de informacdes, tais sequéncias
tiveram seu papel ampliado na evolucédo estrutural e funcional do genoma (para
revisito SHAPIRO; VON STERNBERG, 2005; BIEMONT; VIEIRA, 2006) e
envolvimento em rearranjos cromossémicos sendo responsaveis por proporcoes
significativas das variacdes cariotipicas observadas em muitos grupos (KIDWELL,

2002).

As copias de DNA repetitivo in tandem esté@o frequentemente associadas as
regides heterocromaticas, presentes nos centrdmeros e teldbmeros dos cromossomos
eucarioticos, suportando o papel estrutural destas sequéncias na evolugcédo genémica
(DIMITRI; JUNAKOVIC, 1999). Contudo, os TEs estdo dispersos pelos genomas
como consequéncia de seu mecanismo de movimentacdo e atualmente é sugerido o
envolvimento destes TEs nos processos de replicacdo e recombinacdo do DNA (BIET
et al., 1999; LI et al., 2002) e controle da expresséo génica (LIU et al., 2001). Mesmo
em espécies com genomas completamente sequenciados, as sequéncias repetitivas
permanecem como falhas - gaps - devido a dificuldade na correta posicéo e disposicéo

no genoma.
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O impacto dos TEs pode adquirir proporgOes distintas dependendo da
localizagdo em que sdo encontrados. Copias ativas podem ser observadas
principalmente em regides eucrométicas, enquanto copias defectivas e rearranjadas
em sua maioria, em regibes heterocroméaticas (KIDWELL; LISCH, 2001;
SCHEMBERGER et al., 2014). A distribui¢cdo das copias de TEs tem mostrado ser ndo
aleatoria, com insercfes preferenciais em algumas regides especificas do genoma
(KIDWELL; LISCH, 2001). No entanto, ndo se sabe ao certo se esta localizagdo em
determinadas regides é devido a insercao preferencial ou se € um padréo resultante

de diferentes pressdes seletivas para estes TEs (KIDWELL, 2002).

Novos TEs podem se originar no genoma por transferéncia horizontal
(OLIVEIRA et al., 2012) ou por eventos de mutacdo e recombinacdo de sequéncias
no genoma, levando a uma rapida propagacao e aumento do numero de copias destes
elementos (FINNEGAN, 1985). Ainda, com sua capacidade de auto-insercdo em
diferentes locais do genoma, os TEs podem modificar a funcdo de genes a eles
associados (KIDWELL, 2002). Esse carater dinamico faz com que os TEs tenham uma

grande influéncia na composi¢éo e evolugcdo do genoma de animais e plantas.

O ciclo de vida dos TEs envolve o processo de nascimento até a morte destes
elementos em um determinado genoma, resultando na sua inativagcao pelo acumulo
de mutacdes e, consequentemente a perda de identidade. Estudos com elementos
repetitivos dispersos em genomas ja demonstraram que estes, apds a fase de
invasdo, tendem a sofrer silenciamento epigenético pelo genoma hospedeiro
(SLOTKIN; MARTIENSSEN, 2007). Seguindo-se a este processo, ocorre a
deterioracdo molecular, com reducao crescente da mobilidade do elemento, resultante

do acumulo de coépias defeituosas, até ser incorporado no genoma hospedeiro
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(FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). A deterioragdo dos elementos dispersos
transforma estas cépias em sequéncias neutras no genoma e, podem servir de
matéria bruta para a domesticacao pelo genoma hospedeiro (MILLER et al., 1997). O
conceito de domesticagcdo ou exaptacdo molecular foi utilizado para descrever o
processo onde uma sequéncia TE tem uma co-opgéo para realizar uma funcgao
diferente da original para qual ele foi selecionado e trazer beneficios para o genoma
hospedeiro (MILLER et al., 1997). De fato, copias de TEs truncadas podem modular
a expressao génica no genoma hospedeiro por providenciar novos sitios regulatorios,
alternativas para sitios de “splice”, sinais de poliadelinagao, novos sitios de ligacao de
fatores de transcricdo, bem como regulacdo pds-transcricional e regulacdo da
traducéo (MARINO-RAMIREZ et al., 2005; MUOTRI et al., 2007; POLAVARAPU et al.,
2008). Em adicao, tem sido mostrado que inumeros genes para microRNAs derivam

dos TEs (PIRIYAPONGSA et al., 2007).

Frente a funcionalidade descrita para estes segmentos repetitivos, e
considerando a geracdo de DNA repetitivo como um processo tdo antigo quanto a
propria histéria dos eucariotos (JURKA, 1998), faz-se necessario elucidar sua
localizacgéo, estrutura e funcdo, em diferentes organismos para melhor compreenséo
da evolucéo gendmica. E conhecido que locais de aciumulo de DNAs repetitivos sdo
pontos quentes de mutacdo para a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, e estes
poderiam auxiliar a explicar a extensiva variacao cariotipica de Loricariidae. Embora
as sequéncias repetitivas dispersas entre os peixes Neotropicais apresentem um
crescente no numero de descri¢cdes, a informacdo ainda é escassa levando-se em

conta o grande nimero de espécies desse grupo. Nao obstante, ndo é conhecido para
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peixes Neotropicais se estes TEs possuem copias ativas, capazes de realizar cépias

de suas moléculas e inser¢cdo em outros locais do genoma hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os peixes da familia Loricariidae sdo conhecidos por apresentar ampla
diversidade cariotipica, representada por extensivos rearranjos cromossomicos entre
espécies diferentes. Os DNAs repetitivos sdo reconhecidos por constituirem pontos
guentes para quebras e rearranjos cromossémicos, tais como 0s que levam as
modificacbes observadas nesta familia de peixes. No entanto, poucos estudos
buscam caracterizar familias de DNAs repetitivos em peixes neotropicais,
correlacionando estes DNASs repetitivos aos eventos de rearranjos cromossdmicos.

Neste contexto, este trabalho tem objetivo de estudar a diferenciacao
cariotipica em diferentes populacfes de Rineloricaria (Actinopterygii: Siluriformes:
Loricariidae: Loricariinae), utilizando-se marcadores cromossémicos de DNAs
repetitivos para averiguacao dos rearranjos cromossdmicos nesse grupo. Os objetivos
especificos foram:

1. Caracterizar cariotipicamente diferentes populacdes de Rineloricaria
residentes nos trechos superiores das bacias dos rios das Cinzas, Tibagi,
lvai e Uruguai;

2. Localizar por hibridacao in situ fluorescente marcadores cromossoémicos de
DNAs repetitivos em tandem;

3. lIsolar e caracterizar o elemento transponivel Tc1-Mariner nos genomas das
espécies de Rineloricaria estudadas;

4. Correlacionar as regides cromossémicas portadoras de acumulo de DNAs
repetitivos aos possiveis rearranjos cromossémicos observados na familia

de peixes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Biologico e Locais de Coleta

Foram analisados citogeneticamente 81 exemplares de diferentes
espécies/populacbes do género Rineloricaria nas seguintes localidades: 12
exemplares (5 machos e 7 fémeas) de Rinelocaria latirostris do rio Laranjinha, bacia
do rio das Cinzas (Ventania-PR); 26 exemplares sendo 10 (6 machos e 4 fémeas)
pertencentes a espécie Rineloricaria latirostris e 16 (9 machos e 7 fémeas) de
Rineloricaria pentamaculata coletados no rio Barra Grande, bacia do rio Ivai
(Prudentopolis-PR); 26 espécimes (11 machos e 15 fémeas) de Rineloricaria
pentamaculata do rio Juruba, bacia do rio Tibagi (Apucarana-PR) e; 17 exemplares
sendo 16 (8 machos e 8 fémeas) de Rineloricaria stellata e um exemplar (macho) de
Rineloricaria capitonia coletados no rio Uruguai (Sdo Carlos-SC).

Os peixes foram capturados com auxilio de redes de arrasto, tarrafas, peneiras
e transportados vivos para o laboratério de Genética Evolutiva - LabGev da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. No laboratorio, estes animais foram triados
e mantidos em aquarios para os procedimentos de identificagdo morfolégica e
citogenética. Os procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica do Uso de
Animais (Processo CEUA 007/2014) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(Anexo 1) e legislacdo brasileira vigente. A captura e transporte de espécimes de
peixes na natureza esta de acordo com a licenga do Ministério do Meio Ambiente e
IBAMA (Licenga permanente para coleta de material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO:
15117-1; Anexo 2). O Prof. Dr. Marcelo Ricardo Vicari foi o coordenador da etapa de

coleta de peixes.
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3.2 Metodologias

A obtencado de cromossomos mitoticos foi realizada segundo as metodologias
de cultura curta de células do rim anterior, segundo Fenocchio et al. (1991), com
modificacdes (Anexo 3) e cultivo celular no campo, de acordo com Blanco et al.
(2012a) - (Anexo 4). Para a deteccao de heterocromatina constitutiva foi aplicada a
técnica de bandamento-C, segundo Sumner (1972) - (Anexo 5). A extracdo do DNA
gendmico foi realizada com uma porcéo de figado (50-100 mgcm?), utilizando-se o
método cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) - (MURRAY; THOMPSON, 1980),
com modificacbes (Anexo 6). Para a localizacdo fisica nos cromossomos foram
utilizadas as sondas de rDNA 18S, rDNA 5S, sequéncia geral do teldmero de
vertebrados (TTAGGG)n e a sonda do elemento transponivel Tcl-Mariner.

A sonda do rDNA 18S foi isolada a partir do DNA total de Prochilodus argenteus
(HATANAKA; GALETTI Jr, 2004), enquanto a sonda do rDNA 5S foi obtida de
Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI Jr, 1999). A sequéncia telomérica geral dos
vertebrados foi obtida segundo ljdo et al. (1991) — (Anexo 7). Por sua vez, o elemento
transponivel Tcl-Mariner foi obtido a partir do DNA genbémico de cada uma das
espécies de Rinelocaria deste estudo via amplificacdo por PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) utlizando-se o0s seguintes primers: Mariner P Fw: 5
ACCTGTTCAATTGCTTGTTA 3’ e Mariner P Rv: 5° ACTGCCTTAATTCTTCGTG 3;
Mariner Takifugu: 5 CACTCACCGGCCACTTTATTA 3; Mariner 1: 5
CAGGGGTTGGACAATGAAACT 3’ (Anexo 8).

Os fragmentos do elemento Tcl-Mariner de tamanhos em torno de 1200 pb
foram isolados e ligados ao plasmideo pGEM®-t (Promega), de acordo com as

instrugBes do fabricante (Anexo 9). Os produtos das ligagdes foram transformados em
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bactérias Escherichia coli DH5-a (Anexo 10). As colénias recombinantes foram
sujeitas & minipreparacao plasmidial utilizando-se o kit “lllustra PlasmidPrep Mini Spin”
(GE Healthcare) — (Anexo 11).

Para a marcacgao da sonda do rDNA 18S e da sequéncia geral de teldmero de
vertebrados foi utilizado o kit Biotin-Nick Translation Mix (Roche Applied Science), de
acordo com o manual (Anexo 12). Por sua vez, as sondas do rDNA 5S e do elemento
transponivel Tcl-Mariner foram submetidas & marcagdo com o kit DIG-Nick
Translation Mix (Roche Applied Science), segundo as instru¢des do fabricante (Anexo
13). Para a marcacdo das sondas foi utilizado também a PCR marcada, com
concentracdes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula repérter
(por exemplo, biotina 16 dUTP, Roche Applied Science) — (Anexo 14). Laminas
contendo preparacdes cromossdmicas foram submetidas a hibridacdo in situ
fluorescente (FISH), de acordo com o procedimento geral descrito por PINKEL et al.
(1986) — (Anexo 15).

As melhores metafases foram fotografadas no microscopio de
epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®) em Camera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor
CCD eresolucédo de 1.4 megapixels. As melhores imagens foram entéo utilizadas para
organizar os cariétipos, nos quais os cromossomos homélogos foram pareados e
dispostos em grupos metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico
(LEVAN et al., 1964), sendo que o limite de relacao de bracos (RB), braco maior/brago
menor obedece ao estabelecido:

RB = 1,00-1,70 - metacéntrico (m)

RB = 1,71-3,00 - submetacéntrico (sm)
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RB = maior que 3,01- subtelocéntrico/acrocéntrico (st/a)

Na determinac&o do numero fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos
e submetacéntricos foram considerados com dois bragos cromossomicos. Por sua
vez, cromossomos classificados como subtelo/acrocéntricos foram considerados com
apenas um bra¢co cromossomico

Clones positivos para o TE Tc1-Mariner foram submetidos ao servigo de
sequenciamento nucleotidico realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares
(disponibilizado pela empresa Ludwig Biotec), utilizando-se o equipamento ABI-Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para identificagcdo de possiveis
similaridades dos DNAs repetitivos com aquelas ja depositadas em banco de dados,
as sequéncias nucleotidicas obtidas foram submetidas a analise em base de dados
de DNAs repetitivos de referéncia para sequéncias repetitivas e TEs utilizando:
CENSOR  online  software (JURKA et al., 2005), RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org) para identificacdo de similaridades com sequéncias
depositadas em banco de dados; software Geneious 4.8.5 (DRUMMOND et al., 2009)

e banco de dados Pfam (FINN et al., 2010) para identificagcdo de dominios proteicos.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos artigos
cientificos:
1. Diversificacdo cariotipica em espécies de Rineloricaria (Actinopterygii:

Siluriformes: Loricariidae)

2. Andlise citogenética e molecular do elemento transponivel Tc1-Mariner Like em

espécies de Rineloricaria (Actinopterygii: Siluriformes: Loricariidae)
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Capitulo |

Diversificacdo cariotipica em espécies de Rineloricaria (Actinopterygii: Siluriformes:

Loricariidae)

Resumo

Loricariinae € uma subfamilia de Loricariidae altamente diversificada quanto
a organizacao cariotipica de seus representantes. Nesta, estudos citogenéticos com
peixes do género Rineloricaria ja demonstraram ampla variagdo do numero diploide
(2n), decorrentes de rearranjos Robertsonianos. Aliados aos eventos de fusdo/fisséo
para alteracdo do 2n, as inversdes contribuem com a diversificagdo de formulas
cromossbmicas no grupo. Desta forma, neste estudo foram avaliadas
citogeneticamente diferentes populacdes/espécies do género Rineloricaria com
objetivo de descrever a organizacdo cariotipica dos representantes e entender 0s
mecanismos que levaram a extensiva variagdo de numeros cromossomicos. Os
resultados encontrados evidenciaram populacfes/espécies com 2n = 46
cromossomos em R. latirostris, além de um exemplar triploide. Em R. pentamaculata
foram encontrados dois cariomorfos (cariomorfo A com 2n = 56 cromossomos e
cariomorfo B com 2n = 54 cromossomos) sem evidéncias de formacéo de hibridos.
Para as espécies simpatricas R. stellata e R. capitonia foi observado 2n = 54 e 2n =
64 cromossomos, respectivamente. Com 0 uso de marcadores cromossémicos de
rDNAs e sonda TTAGGGnh por hibridacdo in situ fluorescente foi possivel detectar
sitios de rDNA 18S, rDNA 5S e TTAGGGn em regides centroméricas de cromossomos
metacéntricos, os quais participaram dos eventos de fusdo. Em espécies com 2n altos
€ provavel a ocorréncia de fissbes céntricas na diversificagdo cariotipica. Neste

estudo, sdo realizadas inferéncias sobre a instabilidade telomérica, quebras e
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rearranjos decorrentes de sitios teloméricos intersticiais, além da provavel atuacéo

dos rDNAs em fusdes cromossémicas atuantes na diversificagdo cariotipica do grupo.

Palavras-chave: FISH; fissao/fusdo cromossomica; rDNAS; sitios ITS.
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Introducéo

Peixes da ordem Siluriformes sdo os mais diversos e estdo amplamente
distribuidos dentro do grupo Ostariophysi (TEUGELS, 1996). Possuem 39 familias
reconhecidas e cerca de 3600 espécies validas (ESCHMEYER; FONG, 2015). A
familia Loricariidae é a mais numerosa da ordem Siluriformes, sendo subdividida em
sete subfamilias: Lithogeneinae, Delturinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae,
Loricariinae, Ancistrinae e Hypostominae (ESCHMEYER; FONG, 2015). Dados
citogenéticos na familia Loricariidae revelam extensiva variagdo cromossdmica no
grupo, decorrente da ampla variacdo de numeros diploides (2n = 34 — 96
cromossomos) e inumeros tipos de rearranjos cromossdmicos geradores da
diversidade cariotipica (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ALVES et al., 2003; KAVALCO
et al., 2005; BLANCO et al., 2012; 2013; BUENO et al., 2012, 2014).

Em Loricariidae, o 2n de 54 cromossomos foi considerado caracteristica
plesiomorfica (ARTONI; BERTOLLO, 2001), uma vez que € observado em géneros
considerados basais e no grupo irméo Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012).
Loricariinae, segunda mais numerosa subfamilia de Loricariidae, possui a maior parte
de suas espécies com caracteristicas altamente diferenciadas em relacdo as
caracteristicas primitivas do grupo, a exemplo da variagdo de 2n = 36 até 70
cromossomos no género Rineloricaria (GIULIANO-CAETANO, 1998; ROSA et al.,
2012; ERRERO-PORTO et al., 2014) e a presenca de cromossomos B e sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos em Harttia (CENTOFANTE et al.,, 2006;
BLANCO et al., 2012b; 2013).

Os principais rearranjos cromossomicos envolvidos na diversificacao

cariotipica de Loricariinae s&o os eventos de fuséo e fissdo céntrica (ALVES et al.,
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2003; KAVALCO et al., 2005; ROSA et al., 2012; BLANCO et al., 2013; ERRERO-
PORTO et al., 2014), aliados as inversdes (ROSA et al., 2012; TAKAGUI et al., 2014).
O género Rineloricaria constitui um bom exemplo da plasticidade cariotipica
observada no grupo, sendo que além da ampla variagdo do 2n entre as espécies,
ocorrem ainda polimorfismos numéricos em R. latirostris 2n = 36 - 48 cromossomos;
2n =66 — 70 em R. lima; e, 2n = 45 — 48 cromossomos em R. lanceoata (GIULIANO-
CAETANO, 1998; ROSA et al.,, 2012; ERRERO-PORTO et al., 2014). Em R. lima
foram detectados vestigios de sitios teloméricos intersticiais (ITS) e rDNA 5S em
cromossomos fusionados, além de diferentes combinacdes gaméticas para
ocorréncia de oito organizacdes cariotipicas diferentes (ROSA et al., 2012). Ja em R.
lanceolata foram encontrados sitios ITS em cromossomos fusionados e dez cariotipos
diferentes oriundos das combinacbes gaméticas dos cromossomos variantes
(ERRERO-PORTO et al., 2014).

Na grande maioria dos casos a organizacao cariotipica das espécies € unica,
reflexo da histdria evolutiva do grupo, sendo assim um bom método para discriminar
os organismos (GUERRA, 1988). Desta forma, visto que os peixes da familia
Loricariidae sé@o conhecidos por apresentar ampla diversidade cariotipica, e que 0s
DNAs repetitivos séo reconhecidos por constituirem pontos quentes para quebras e
rearranjos, este trabalho teve como objetivo analisar a diferenciacdo cariotipica em
diferentes espécies/populagdes de Rineloricaria, utilizando-se a analise citogenética
convencional, marcadores cromossdmicos de DNAs ribossomais e sequéncia
telomérica como ferramenta para entender os possiveis rearranjos cromossdmicos

nesse grupo.
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Material e Métodos

Foram analisados citogeneticamente 81 exemplares de diferentes
espécies/populacbes do género Rineloricaria capturados em diferentes bacias
hidrogréaficas do sistema rio Parana: R. latirostris, rio Laranjinha; R. latirostris e R.
pentamaculata, rio Barra Grande; R. pentamaculata, rio Juruba; e, R. stellata e R.
capitonia do rio Uruguai. A Figura 1 representa um mapa mostrando os locais de coleta
(Figura 1). Os dados referentes a amostragem estdo sumarizados na Tabela 1. A
captura e transporte de espécimes de peixes na natureza esta de acordo com a
licenca do Ministério do Meio Ambiente e IBAMA (Licenca permanente para coleta de

material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1).

Os procedimentos de manipulagéo animal em pesquisa estdo de acordo com o
Comité de Etica do Uso de Animais (Processo CEUA 007/2014) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa e legislacao brasileira vigente. Os cromossomos mitéticos
foram obtidos segundo as metodologias descritas por Fenocchio et al. (1991) e Blanco
et al. (2012a). A deteccao da heterocromatina constitutiva foi realizada segundo o
bandamento Barium Sodium Giemsa (BSG), descrito por Sumner (1972).

A hibridacéo in situ fluorescente (FISH) foi desenvolvida conforme Pinkel et al.
(1986), utilizando-se as sondas de rDNA 18S (HATANAKA; GALETTI Jr., 2004), rDNA
5S (MARTINS; GALETTI Jr., 1999) e sequéncia telomérica geral dos vertebrados
(TTAGGG)n obtida segundo ljdo et al. (1991). Para a amplificacdo da sequéncia
telomérica foram utilizadas duas condi¢cdes de amplificacdo, a primeira € realizada
com baixa estringéncia: 4 min a 94 °C; 12 ciclos de (1 mina 94 °C,45sa52° el
min e 30 s a 72 °C), seguidos por 35 ciclos de alta estringéncia (1 min a 94 °C, 1 min

e30sa60°Celmine30sa72°C). As sondas do rDNA 18S e sequéncia telomérica
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foram marcadas com biotina 16 dUTP utilizando o kit Biotin-Nick Translation Mix
(Roche Applied Science), enquanto a sonda do rDNA 5S foi submetida & marcacéo
com digoxigenina 11 dUTP com o kit DIG-Nick Translation Mix (Roche Applied
Science), segundo as instrugdes do fabricante. Todas as misturas de hibridagao
tiveram uma estringéncia aproximada de 77% (1 ug de cada sonda, 50 % formamida
deionizada, 10 % sulfato dextrano, 2 x SSC, 37 °C por 16 h). Para a deteccao 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 DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem
Vectashield (Vector), e analisados no microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio
Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 em Camera Zeiss AxioCam MRm
de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolugdo de 1.4 megapixels (Carl
Zeiss®).

Para a montagem dos cariotipos os cromossomos homélogos foram pareados
e dispostos em grupos de metacéntrico (m), submetacéntrico (sm) e
subtelocéntrico/acrocéntrico (st/a) classificados de acordo com a razdo de bracos,
descrito por Levan et al. (1964). Para o estabelecimento do NF foram considerados
0S cromossomos st/a como um unico braco cromossdémico, como previamente
convencionado para Loricariidae. Para a definicdo do namero de marcac¢des na FISH
foram considerados aqueles sinais de rDNA ou sequéncia telomérica com alta

repetitividade em cerca de 30 metafases analisadas.
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Resultados

Coloracéao convencional por Giemsa e bandamento C

Foram obtidos resultados citogenéticos para quatro espécies identificadas
morfologicamente. Para as populacdes de R. latirostris coletadas no rio Laranjinha
(bacia do rio das Cinzas) e rio Barra Grande (bacia do rio Ivai) foi observado o 2n =
46 cromossomos subdivididos em 10m+4sm+32st/a e NF = 60 (Tabela 2, Figura 2a,
e). Esta espécie apresentou também um exemplar triploide 2n = 3x = 69
cromossomos, 15m+6sm+48st/a e NF 90 para a populagéo do rio Laranjinha (Tabela
2, Figura 2c). O bandamento C evidenciou pequenos blocos na regiao
pericentromérica de todos cromossomos para ambas as populagdes, a exce¢do do

par m 2 dos exemplares do rio Laranjinha, onde o bloco foi maior (Figura 2).

No rio Barra Grande, coletados em simpatria e sintopia a espécie R. latirostris,
foram capturados dois cariomorfos para a espécie R. pentamaculata. O denominado
cariomorfo A de R. pentamaculata apresentou 2n = 56 cromossomos, férmula
cariotipica de 4m+10sm+42st/a e NF = 70 (Tabela 2, Figura 3a). O bandamento C
neste cariomorfo evidenciou pequenos blocos pericentroméricos nos cCromossomos,
além de todo o braco curto do brago sm 3 marcado (Figura 3b). O cariomorfo B de R.
pentamaculata apresentou 2n = 54 cromossomos subdivididos em 6m+4sm+44st/a e
NF =64 (Tabela 2, Figura 3c). O bandamento C do cariomorfo B de R. pentamaculata
apresentou blocos evidentes de heterocromatina na regido centromérica dos
cromossomos além de todo o braco curto do braco sm 3 marcado (Figura 3d).
Rineloricaria pentamaculata do rio Juruba (bacia do rio Tibagi) apresentou 2n = 56

cromossomos, formula cariotipica de 4m+10sm+42st/a e NF = 70 (Tabela 2, Figura
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3e). O bandamento C neste cariomorfo evidenciou pequenos blocos
pericentroméricos nos cromossomos além de todo o brago curto do bragco sm 3

marcado (Figura 3f).

A espécie R. stellata do rio Uruguai apresentou 2n = 54 cromossomos
subdivididos em 6m+14sm+34st/a e NF = 74 (Tabela 2, Figura 4a) e pequenos blocos
heterocromaticos pericentroméricos nos cromossomos (Figura 4b). Também
capturada no rio Uruguai, o exemplar de R. capitonia apresentou 2n = 64
cromossomos, formula cariotipica de 4m+2sm+58st/a e NF = 70 (Figura 4c). O
bandamento C evidenciou todo o braco curto do par m 1 marcado além de pequenos

blocos pericentroméricos nos cromossomos (Figura 4d).

Localizacdo dos sitios de rDNA

Rineloricaria latirostris das popula¢des dos rios Laranjinha (diploide e triploide)
e Barra Grande apresentaram o sitio de rDNA 18S localizado na regido
pericentromérica do conjunto cromossémico m 2 (Tabela 2, Figura 5a, b, c,
respectivamente) coincidente ao bloco heterocromatico desta regido. Os cariomorfos
A e B de R. pentamaculata do rio Barra Grande e R. pentamaculata do rio Juruba
apresentaram os sitios do rDNA 18S em toda a extensdo do brago curto
heterocromatico do maior par sm (Tabela 2, Figura 5d, e, f). A espécie R. stellata do
rio Uruguai apresentou quatro pares portadores do rDNA 18S, sempre em localizacéo

terminal (Tabela 2, Figura 5g). Ja R. capitonia do rio Uruguai apresentou o rDNA 18S
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no braco curto heterocromatico do par sm 3, o qual apresenta variagdo de tamanho

do cistron entre os homologos (Tabela 2, Figura 5h).

A FISH com sonda de rDNA 5S na populacao de R. latirostris do rio Laranjinha
apresentou seis pares marcados, sendo um par m na regiao centromérica e cinco
pares st/a em regido terminal para o exemplar diploide (Tabela 2, Figura 6a) e os
mesmos pares 3x para o exemplar triploide (Tabela 2, Figura 6b). Ja a populacdo de
R. latirostris do rio Barra Grande apresentou quatro pares portadores do rDNA 5S, um
par m na regido centromérica e trés pares st/a na regido terminal (Tabela 2, Figura
6¢). O cariomorfo A de R. pentamaculata do rio Barra Grande apresentou cinco pares
acrocéntricos com sitios de rDNA na regiao terminal (Tabela 2, Figura 6d), enquanto
o cariomorfo B apresentou quatro pares portadores de rDNA 5S na regido terminal
(Tabela 2, Figura 6e). Rineloricaria pentamaculata do rio Juruba apresentou seis pares
acrocéntricos com sitios de rDNA 5S na regido terminal (Tabela 2, Figura 6f). Para o
rio Uruguai, a espécie R. stellata apresentou seis pares portadores de rDNA 5S, sendo
um par m com marcacgao centromérica além de cinco pares st/a com sitios terminais
(Tabela 2, Figura 6g). Ja R. capitonia apresentou quatro pares st/a com sitios terminais

(Tabela 2, Figura 6h).

Localizacdo da sequéncia TTAGGGn

A FISH com sonda TTAGGGn evidenciou os teldomeros marcados além de
vestigios ITS para as espécies R. latirostris e cariomorfo de R. pentamaculata (Figura
7). As populacbes de R. latirostris (rio Laranjinha e rio Barra Grande) evidenciaram

dois pares m com vestigios ITS (Figura 7a, b, respectivamente), sendo um par co-
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localizado ao rDNA 5S (Figura 7a, b, detalhes). O cariomorfo B de R. pentamaculata
do rio Barra Grande também apresentou vestigio ITS em regido centromérica de um
par metacéntrico (Figura 7c¢). As demais espécies estudas apresentaram apenas 0s

sitios terminais para a localizacéo telomérica (dados ndo mostrados).

Discussao

A familia Loricariidae tradicionalmente € conhecida por apresentar 2n = 54
cromossomos como carater basal (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ZIEMNICZAK et al.,
2012). Entre estes, a subfamilia Loricariinae € a que apresenta maior variacdo no
namero diploide: 2n = 36 a 2n = 74 cromossomos (ALVES et al., 2003), sendo que,
apenas no género Rineloricaria a variacdo de 2n observada é de 36 a 70
cromossomos (KAVALCO et al., 2005). Neste estudo, foi detectado uma variagcado no
2n de 46 cromossomos nas populacdes de R. latirostris (Figura 2) até 64
cromossomos em R. capitonia (Figura 4). Estes resultados corroboram a proposta que
os eventos de fusdes/fissdbes Robertsonianas e as inversdes pericéntricas séo
considerados 0s principais processos causadores da diversidade cariotipica
observada na subfamilia Loricariinae e sdo os responsaveis pela ampla variabilidade
de mudancas numéricas e estruturais (GIULIANO-CAETANO, 1998; ALVES et al.,
2003; ROSA et al.,, 2012; ERRERO-PORTO et al.,, 2014). No entanto, pouco &
conhecido sobre os mecanismos que levam a estas quebras e rearranjos

cromossomicos.
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A espécie R. latirostris € conhecida por apresentar polimorfismos numéricos
e variagdo no 2n entre populacdes de 2n = 36 cromossomos a 2n = 48 cromossomos
(GIULIANO-CAETANO, 1998). As duas populacdes de R. latirostris deste estudo
(Laranjinha e Barra Grande) apresentaram 2n = 46 Cromossomos e a mesma
organizagao cariotipica (Figura 2). Mesmo com a manutenc¢do do 2n, a analise dos
marcadores de rDNA e sonda TTAGGGnN por FISH indicam eventos de fuséo
Robertsoniana ocorreram na histéria evolutiva da espécie (Figura 7). Espécies de
Rineloricaria com 2n superior a 54 cromossomos apresentam rDNA 18S em
localizacéo terminal de pares st (ERRERO-PORTO et al., 2010, 2011; ROSA et al.,
2012) e rDNA 5S na regiao terminal de cromossomos acrocéntricos (ROSA et al.,
2012). Em R. lima foram detectados sitios de rDNA 5S no ponto de fusdo de
cromossomos metacéntricos (ROSA et al.,, 2012). Nas populacbes de R. latirostris
avaliadas, a ocorréncia de um par m grande portador de rDNA 18S (Figura 5a, b, c),
um par m grande portador de rDNA 5S co-localizado com sequéncias TTAGGGnN,
além de um terceiro par m grande portador de vestigios ITS, todos em localizac&o
centromeérica (Figura 7a, b), podem ser indicativos de fusdes entre pares st ou a. Estes
resultados sustentam que inumeros eventos de fusdo ocorrem na diferenciacéao
cariotipica desta espécie. Além disto, um exemplar triploide foi detectado para a
populacdo do rio Laranjinha (Figura 2c, d). Este exemplar pode ter tido origem pelo
mecanismo de retencdo do segundo corpusculo polar ou polispermia (CUELLAR;
UYENO, 1972), como ja visualizado para outros peixes (CENTOFANTE et al., 2001;

MALACRIDA et al., 2003; DA SILVA et al., 2011a, entre outros).

Entre os exemplares de R. pentamaculata avaliados, o 2n = 56 cromossomos

e a mesma organizacgdo cariotipica foi visualizado para exemplares das populacfes
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dos rios Barra Grande e Juruba (Figura 3). Este 2n também j& foi relatado para outras
populacdes desta espécie no Alto Rio Parana, com pequenas alteragbes de formula
cariotipica resultantes de inversdes pericéntricas (ERRERO-PORTO et al., 2010,
2011; MAIA et al., 2010) e parece ser o mais amplamente distribuido. Entretanto, no
rio Barra Grande ocorre o cariomorfo B (2n = 54 cromossomos) em simpatria e sintopia
ao cariomorfo A (2n = 56 cromossomos), sem evidéncias da formacédo de hibridos
(Figura 3a, b ¢, d). A analise dos marcadores cromossémicos mostra pequena
variacdo de namero de sitios rDNA 5S e a ocorréncia de vestigios ITS em um par
metacéntrico do cariomorfo B (Figura 7c), indicando fusdo Robertsoniana e reducao
numeérica para a formacao do 2n = 54 cromossomos. Além da reducao numeérica, a
comparacdo das formulas cromossémicas e NF indicam outros rearranjos

cromossOmicos na diferenciacdo dos cariomorfos.

Neste estudo, também sdo apresentados o0s primeiros resultados
citogenéticos para R. stellata e R. capitonia, capturadas em simpatria e sintopia no rio
Uruguai (Figura 4). A comparacao dos cariotipos destas duas espécies evidenciou
organizacfes cariotipicas divergentes, consistentes com o isolamento reprodutivo.
Rineloricaria stellata apresentou 2n = 54 cromossomos, enguanto R. capitonia redne
64 cromossomos. Esta ampla variagéo de 2n é correlacionada ao aumento do numero
de pares acrocéntricos em R. capitonia, evento que pode ser atribuido as fissdes
céntricas. Espécies de Rineloricaria com altos numeros diploides apresentam a
maioria de seus cromossomos st/a quando comparados as espécies de 2n menores
(MAIA et al., 2010; ROSA et al., 2012). Rineloricaria stellata tem 10 pares m/sm e 17

pares st/a, enquanto R. capitonia apresentou 3 pares m/sm e 29 pares st/a, com NF
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proximos, 74 e 70, respectivamente, corroborando os eventos Robertsonianos na

diversificacdo das espécies, além das inversdes pericéntricas para alteracdes do NF.

O marcador cromossémico de rDNA 18S foi multiplo em R. stellata e
localizado apenas em um par sm em R. capitonia (Figura 5 g, h). Ja o rDNA 5S
apresentou sitios multiplos em todas as espécies analisadas (Figura 6g, h). O niumero
maior de sitios rDNA 18S para R. stellata e o alto nimero de sitios rDNA 5S pode ser
associado a transposices destas familias génicas nos cariétipos ou sua associacao
com elementos transponiveis promovendo sua dispersdo, como ja encontrado em
peixes (DA SILVA et al., 2011b; GORNUNG, 2013; SYMONOVA et al., 2013).
Symonova et al. (2013) propuseram que em alguns casos os rDNAs sdo carregados
durante o mecanismo de dispersédo dos elementos transponiveis para aumentar em
copias e como consequéncia, afetar as taxas de recombinacdo e propiciar a
diferenciacao cariotipica entre genomas proximos. Além das espécies aqui estudadas,
diferencas no numero e fenétipos de sitios de rDNA também foram detectados em R.
lanceolata (ERRERO-PORTO et al., 2014), indicando que a distribuicdo e dispersao

destes DNAs repetitivos contribuem com a diversificagdo gendmica no género.

Além da movimentacdo dos DNAs repetitivos e seu poder mutacional em
gerar rearranjos cromossomicos (KIDWELL; LISH, 2001; KIDWELL, 2002), outro fator
gue pode ser correlacionado aos inUmeros rearranjos Robertsonianos em
Rineloricaria € a provavel instabilidade dos teldmeros. Perry et al. (2004) propuseram
gue ITS tornam 0s cromossomos susceptiveis a novas quebras e ocorréncias de
rearranjos cromossomicos, tais como as fissdes. As fusdes cromossdémicas Sao
atribuidas aos mecanismos de encurtamento e inativagdo dos telémeros, a presenca

de regibes descondensadas de DNA e, a ocorréncia de sequéncias repetitivas
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terminais dos cromossomos similares aquelas encontradas nos centrébmeros
(SHAMPAY et al., 1995; SLIJEPCEVIC, 1998; OCALEWICZ, 2013). Em R. lima os
mecanismos de instabilidade dos teldmeros e fusdo de pares acrocéntricos além da
fusdo de pares acrocéntricos portadores de rDNA 5S em regido terminal foram

utilizados para explicar a variagdo cromossomica (ROSA et al., 2012).

Neste estudo € proposto que a localizacdo terminal em pares st/a de
sequéncias repetitivas para algumas espécies, tais como os rDNAs, proporcionam
regides descondensadas e com sequéncias similares para o evento de fuséo
Robertsoniana (Figura 7). Este fato é corroborado pela localizagcdo centromérica
destes rDNAs em cromossomos m de espécies com 2n menores. Aléem destes
rearranjos, as fusdes terminal para terminal de cromossomos acrocéntricos (end to
end fusions) ajudam a formar a organizacdo cariotipica de espécies de numeros
diploides baixos de Rineloricaria. Em direcdo oposta, espécies com tendéncia ao
aumento do 2n teria fissdes céntricas como principal mecanismo da diferenciacao
cariotipica. Diante destes dados, os resultados citogenéticos no género Rineloricaria
indicam que a instabilidade telomérica, as inversdes e os eventos Robertsonianos tém
auxiliado nos mecanismos da diversificacdo cariotipica das espécies com a provavel
ocorréncia de DNAS repetitivos em pontos quentes para 0s rearranjos cromossémicos.
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Figura 1. Mapa parcial da América do Sul, com destaque para a bacia do rio Parana, mostrando os
pontos de captura das populacdes de Rineloricaria. O nimero 1 indica o rio Laranjinha, bacia do rio
das Cinzas, (R. latirostris); no ponto 2 esta o rio Juruba, bacia do rio Tibagi (R. pentamaculata); no 3 0
rio Barra Grande (R. latirostris e R. pentamaculata, cariomorfos A e B); no 4 o rio Uruguai, bacia do rio
Uruguai (R. stellata e R. capitonia).
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Tabela 1. Espécies de Rineloricaria estudadas, pontos de amostragem, distribuicdo

nas bacias e niumero de exemplares analisados. As espécies foram identificadas pelo

Dr. Claudio Henrique Zawadzki e mantidas no Museu de Zoologia do Nucleo de

Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de

Maringa (NUPELIA).

Espécies Rio/ Bacia Localizagdo N° N°

Cidade (Estado) hidrogréfica (GPS) 3 Q

R. latirostris Rio Laranjinha/ Cinzas -23°58'13"e 5 7
Ventania (PR) -50°14'01"

R. latirostris Rio Barra Grande/ Ivai -25°05'21"e 6 4
Prudentopolis (PR) -50°57'22"

R. pentamaculata Rio Barra Grande/ Ivai -25°05'21"e 9 7
Prudentoépolis (PR) -50°57'22"

R. pentamaculata  Rio Juruba/ Apucarana Tibagi -23°34'22"e 11 15
(PR) -51°23'08"

R. stellata Rio Uruguai/ Uruguai -27°0521"e 8 8
Sao Carlos (SC) -53°01'01"

R. capitonia Rio Uruguai/ Uruguai -27°0521"e 1 0
Sao Carlos (SC) -53°01'01"

N° & = nimero de machos; N° @ = nimero de fémeas; PR = Parand; SC = Santa Catarina.
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Tabela 2. Relacdo de espécies/populagbes de Rineloricaria estudadas quanto ao numero diploide, férmula cariotipica, localizagéo e

namero de sitios de rDNA, e presenca de sitios teloméricos intersticiais.

Espécie N Localidade 2n Férmula NF rDNA 18S rDNA 5S ITS
cariotipica

R. latirostris 11 Rio Laranjinha 46 10m+4sm+32st/a 60 1parm 1 par m centromérico + 5 2 paresm

diploide o pares st/a terminais centroméricos
Intersticial

R. latirostris 1 Rio Laranjinha 3x=69 15m+6sm+48st/a 90 1 par3xm 1 par 3x m centromérico + 5 N&o avaliado

triploide L st/a pares 3x terminais
Intersticial

R. latirostris 10 Rio Barra Grande 46 10m+4sm+32 60 1parm 1 par m centromérico + 3 2 pares m
) o pares st/a terminais centroméricos
intersticial

R. pentamaculata 10 Rio Barra Grande 56 4m+10sm+42st/a 70 1 par sm 5 pares st/a terminais Ausente

(Cariomorfo A) terminal

R. pentamaculata 6 Rio Barra Grande 54 6m-+4sm+44st/a 64 1 par sm 4 pares st/a terminais 1parm

) ) centromérico

(Cariomorfo B) terminal

R. pentamaculata 16 Rio Juruba 56 4m+10sm+42st/a 70 1 par sm 6 pares st/a terminais Ausente
terminal

R. stellata 16 Rio Uruguai 54 6m+l4sm+34st/a 74 4 pares 1 par m centromérico + 5 Ausente

o pares st/a terminais

terminais

R. capitonia 1 Rio Uruguai 64 4m+2sm+58st/a 70 1 par sm 4 pares st/a terminais Ausente
terminal

Legenda: N = nimero de exemplares; 2n = ndmero diploide; NF = ndmero fundamental; rDNA 18S = nimero e localizacao de sitios de rDNA 18S; rDNA 5S =
namero e localizacéo de sitios de rDNA 5S; ITS = sitios teloméricos intersticiais.
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Figura 2. Cariétipos de exemplares de R. latirostris. Em (a, b) cariétipo diploide do rio Laranjinha; (c, d)
cariétipo triploide do rio Laranjinha; (e, f) cariétipo do rio Barra Grande. Em a, c, e coloracéo convencional por
Giemsa e b, d, f bandamento C, respectivamente. A barra representa 10 pm.
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Figura 3. Cari6tipos de exemplares de R. pentamaculata. Em (a, b) cariomorfo A do rio Barra Grande; (c, d)
cariomorfo B do rio Barra Grande; (e, f) cariétipo do rio Juruba. Em a, ¢, e coloragdo convencional por Giemsa
e b, d, f bandamento C, respectivamente. A barra representa 10 um.
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Figura 4. Cariétipos de R. stellata (a, b) e R. capitonia (c, d) do rio Uruguai. Em a, ¢ coloragéo convencional

por Giemsa e b, d bandamento C, respectivamente. A barra representa 10 pm.
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Figura 5. Metafases de espécies de Rineloricaria submetidas a FISH com sonda de rDNA 18S. Em (a) R.
latirostris do rio Laranjinha; (b) R. latirostris triploide do rio Laranjinha; (¢) R. latirostris do rio Barra Grande;
(d) cariomorfo A de R. pentamaculata diploide do Barra Grande; (e) cariomorfo B de R. pentamaculata diploide
do rio Barra Grande;(f) R. pentamaculata do rio Juruba; (g) R. stellata do rio Uruguai e; (h) R. capitonia do rio
Uruguai. As cabecas de setas apontam sitios terminais e as setas sitios centroméricos. A barra representa
10 pm.
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Figura 6. Metafases de espécies de Rineloricaria submetidas a FISH com sonda de rDNA 5S. Em (a) R.
latirostris do rio Laranjinha; (b) R. latirostris triploide do rio Laranjinha; (¢) R. latirostris do rio Barra Grande;
(d) cariomorfo A de R. pentamaculata diploide do Barra Grande; (e) cariomorfo B de R. pentamaculata diploide
do rio Barra Grande;(f) R. pentamaculata do rio Juruba; (g) R. stellata do rio Uruguai e; (h) R. capitonia do rio
Uruguai. As cabecas de setas apontam sitios terminais e as setas sitios centroméricos. A barra representa
10 pm.
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Figura 7. Metafases de espécies de Rineloricaria submetidas a FISH com sonda TTAGGGn. Em (a) R.
latirostris do rio Laranjinha, (b) R. latirostris do rio Barra Grande; (c) cariomorfo B de R. pentamaculata do rio
Barra Grande. As setas apontam os vestigios ITS. As cabecas de setas apontam 0S cromossomos
metacéntricos com marcacdes co-localizadas de sondas TTAGGGhH e rDNA 5S apontados nos detalhes das
imagens a-b. A barra representa 10 um.
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Capitulo Il

Comunicacéao breve
Andlise citogenética e molecular do elemento transponivel Tcl-Mariner Like em

espécies de Rineloricaria (Actinopterygii: Siluriformes: Loricariidae)

Resumo

O transposon Tcl-Mariner foi isolado e localizado in situ em espécies do género
Rineloricaria com o objetivo de verificar a associacdo deste elemento transponivel
(TE) aos multiplos sitios de rDNA 5S e os pontos de fusdo cromossémica neste grupo
de peixes. A analise citogenética mostrou que nao ha co-localizacdo do Tcl-Mariner
Like e os sitios de rDNA 5S, portanto, sem evidéncias de que este TE possa promover
espalhamento do rDNA 5S em Rineloricaria. A andlise molecular das sequéncias Tcl-
Mariner Like evidenciou intensa degeneracdo molecular para os dominios da
transposase. Desta forma, estes resultados demonstram a falta de atividade de TE
das sequéncias Tcl-Mariner Like obtidas e discute sua provavel atuacdo em outras

fungcbes genbmicas em Rineloricaria.

Palavras-chave: evolucao cariotipica, FISH, rDNA 5S, transposon.
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Introducéo

Dentre as classes de sequéncias repetitivas conhecidas, os elementos
transponiveis (TEs) tém sido estudados visto a sua importancia em modular eventos
biol6gicos, especialmente no que se refere a processos evolutivos. Podem ser
divididos em duas classes, de acordo com sua organizacdo estrutural e seu
mecanismo de transposicéo: classe I, ou retrotransposons (RTES), os quais utilizam
um intermediério de RNA; e, classe Il, ou transposons, que utilizam o DNA para se
propagar pelo genoma (BOHNE, 2008). Dentre as subclasses existentes em
transposons, podemos citar a superfamilia Tcl-Mariner, que se destaca por ter a
maior distribuicdo na natureza. Esses elementos possuem entre 1000 - 5000 pb (pares
de bases) e séo caracterizados por apresentar uma fase aberta de leitura (ORF —open
reading frame), a qual codifica a transposase, flanqueada por duas repeticdes
terminais invertidas (TIRs — terminal inverted repeats). Embora sejam divergentes em
sua sequéncia primaria (apresentam aproximadamente 15% de identidade entre
aminoacidos de transposases de diferentes familias) (ROBERTSON, 1995), os
membros da superfamilia Tcl-Mariner sdo provavelmente monofiléticos em sua
origem (ROBERTSON, 1995; CAPY et al., 1996). Em peixes, os TEs tém sido
estudados especialmente em relacdo a organizacdo estrutural e mapeamento fisico
nos cromossomos (da SILVA et al., 2002; BOUNEAU et al., 2003; FISCHER et al.,
2004; OZOUF-COSTAZ et al., 2004; MAZZUCHELLI; MARTINS, 2009; TEIXEIRA et
al., 2009; FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 2010; SCZEPANSKI et al.,, 2013;
SCHEMBERGER et al., 2014).

Loricariidae € a maior familia da ordem Siluriformes e & subdividida em sete

subfamilias (ESCHEMEYER; FONG, 2015). Rineloricaria Bleeker, 1862 € o género
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mais especioso da subfamilia Loricariinae (ERRERO-PORTO et al., 2014) e apresenta
uma ampla variacao cariotipica, desde Rineloricaria latirostris (Boulenger, 1900) com
0 menor numero diploide (2n = 36 cromossomos), até Rineloricaria sp. e Rineloricaria
cf. lima (Kner, 1853) com um 2n = 70 cromossomos (GIULIANO-CAETANO, 1998;
ALVES et al., 2003; RODRIGUES; ALMEIDA-TOLEDO, 2008; ROSA et al., 2012).
Estudos demonstraram que tanto fissbes quanto fusdes céntricas, aliados a
mecanismos de inversdo e combinacdes gaméticas, poderiam explicar a variacdo do
2n presente em algumas espécies de Rineloricaria (GIULIANO-CAETANO, 1998;
ROSA et al., 2012; ERRERO-PORTO et al., 2014).

Em Gymnotiformes, da Silva et al. (2011) localizaram in situ clusters multiplos
do rDNA 5S, fato atribuido ao envolvimento do TE Tcl-Mariner presente na regiao
espacadora (NTS - non-transcribed spacer sequence) do DNA ribossomal, que
contribuiria para o espalhamento deste rDNA na espécie analisada. Tidos como
pontos quentes de mutacédo, analises citogenéticas e moleculares evidenciam o papel
dos TEs nos rearranjos cromossOmicos. Visto a extensa variagao cariotipica presente
em Loricariidae, a presenca de multiplos sitios de rDNAs 5S em algumas espécies de
Rineloricaria (Capitulo 1) e a auséncia de estudos que relacionem o envolvimento de
TESs aos rearranjos/inversdes, o0 mapeamento fisico e analise molecular do elemento
Tcl-Mariner em espécies deste género poderia contribuir para o entendimento da

diversificacdo cromossdmica presente neste grupo.
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Material e métodos

Foram analisados citogeneticamente 81 exemplares de diferentes
espécies/populacdes do género Rineloricaria nas seguintes localidades: R. latirostris,
rio Laranjinha (Ventania/PR); R. latirostris e R. pentamaculata, rio Barra Grande
(Prudentépolis/PR); R. pentamaculata, rio Juruba (Apucarana/PR); R. stellata e R.
capitonia, rio Uruguai (S&o Carlos/SC). O manejo dos peixes e 0s procedimentos
laboratoriais estdo de acordo com o Ministério do Meio Ambiente e IBAMA
(MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1) e o Comité de Etica do Uso de Animais (Processo

CEUA 007/2014) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos segundo Fenocchio et al. (1991) e
Blanco et al. (2012a). A extragao do DNA genémico de figado foi realizada pelo método
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (MURRAY; THOMPSON, 1980). Para a
localizacdo fisica nos cromossomos pela técnica de hibridagao in situ fluorescente
(FISH - fluorescence in situ hybridization) (PINKEL et al., 1986), foram utilizadas as
sondas: i) rDNA 5S (MARTINS; GALETTI Jr., 1999) marcada por PCR utilizando-se
digoxigenina 11 dUTP (Roche Applied Science); e, ii) Tc1-Mariner marcado com Biotin-
Nick Translation Mix (Roche Applied Sciense). O TE foi obtido por amplificagdo por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction),
utilizando-se como molde o DNA gendmico extraido dos espécimes, bem como
primers sintetizados para as regides flanqueadoras das TIRs, a partir do genoma de
Danio rerio (SCHEMBERGER et al., 2012). Fragmentos em torno de 1200 pb foram
isolados, clonados e sujeitos ao sequenciamento nucleotidico. Posteriormente, o
clone obtido de R. latirostris do rio Laranjinha (escolhido por apresentar maior

integridade do Tc7-Mariner) foi marcado com o kit Biotin-Nick Translation Mix (Roche



Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Evolutiva 57

Applied Science) para uso como sonda na FISH para mapeamento do Tc7-Mariner em
todas as espécies estudadas.

Para a deteccgéo das sondas foram utilizados os anticorpos anti-digoxigenina
conjugada com rodamina (Roche Applied Science) e streptavidina conjugada com
Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2
Mg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector), e analisados no microscépio de
epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 em
Camera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD e
resolucdo de 1.4 megapixels (Carl Zeiss®). Foram analisadas aproximadamente 30
metafases.

As sequéncias de TEs obtidas foram submetidas a analise em base de dados
de DNAs repetitivos de referéncia para sequéncias repetitivas e TEs, utilizando-se:
CENSOR online software (JURKA et al., 2005), para identificagdo de similaridades
com sequéncias depositadas em banco de dados; software Geneious 4.8.5
(DRUMMOND et al., 2009), para alinhamento e traducao das sequencias e banco de

dados Pfam (FINN et al., 2010) para identificagado de dominios proteicos.

Resultados

Os resultados citogenéticos mostraram nuamero diploide (2n) de 46
cromossomos para R. latirostris dos rios Laranjinha e Barra Grande; 2n = 56
cromossomos para o cariomorfo A de R. pentamaculata dos rios Barra Grande e
Juruba; 2n = 54 cromossomos para o cariomorfo B de R. pentamaculata do rio Barra

Grande; 2n = 54 cromossomos para R. stellata e 2n = 64 cromossomos para R.
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capitonia, ambas do rio Uruguai (Figura 2, 3, 4). A FISH com sonda do elemento Tc1l-
Mariner Like mostrou sinais dispersos pelos cromossomos de todas as espécies
analisadas, sem a associagdo com sitios preferenciais de acumulo (Figura 8).

A FISH com sonda de rDNA 5S evidenciou seis pares marcados em R.
latirostris do rio Laranjinha (Figura 6a, b), quatro pares portadores do rDNA 5S para
R. latirostris do rio Barra Grande (Figura 6c), cinco pares com sitios rDNA 5S no
cariomorfo A de R. pentamaculata do rio Barra Grande (Figura 6d), quatro pares no
cariomorfo B de R. pentamaculata do rio Barra Grande (Figura 6e), seis pares em R.
pentamaculata do rio Juruba (Figura 6f). Para o rio Uruguai, a espécie R. stellata
apresentou seis pares portadores de rDNA 5S (Figura 6g) e quatro pares em R.
capitonia (Figura 6h). Os sitios do elemento Tcl-Mariner Like ndo foram co-
localizados ao rDNA 5S (Figura 8).

As sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da amplificagdo do TE Tcl-
Mariner evidenciaram a presenca transposons compostos, com sequéncias truncadas
e auséncia de ORFs integras (Tabela 3). A andlise de similaridade realizada
utilizando-se o software CENSOR revelou que a sequéncia do Tcl-Mariner Like em
R. latirostris do rio Laranjinha apresentou 1081 pb, e identidade média de 81,24% com
0 Tc-1 Mariner de Danio rerio (TC1DR3), porém com presenca de inUmeros gaps em
sua sequéncia original (Tabela 3, Figura 8h). Em R. pentamaculata do rio Juruba a
sequéncia amplificada possui 1183 pb, com trechos apresentando identidade aos
elementos Tcl-Mariner de D. rerio (TC1DR3), Tc1l-Mariner de Takifugu rubripes (TC1-
FR1), aos LINEs (long interspaced nuclear element) Penelope-5 XT e Penelope-6 XT
de Xenopus tropicalis, ao SINE (short interspaced nuclear element) Ruka de Ixodida

e LINE L2-2 SSa de Salmo salar (Tabela 3, Figura 8i). Em R. stellata a sequéncia
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amplificada detém 1326 pb, com segmentos de identidade aos transposons Tcl-
Mariner de D. rerio (TC1DR3), Helitron-2 DR de D. rerio, DNA-4-2 NV de Nematostella
vectensis, hat-N2 AP e DNA8-74 AP de Acyrthosiphon pisum, Helitron-N2 XT de
Xenopus tropicalis e Mariner RC1 FR1 de Takifugu rubripes (Tabela 3, Figura 8j). A
sequéncia clonada a partir de R. capitonia (rio Uruguai) apresentou 670 pb e
segmentos de identidade ao transposon TC1DR3, porém nenhuma ORF pbde ser
identificada. Em R. pentamaculata de Barra Grande a sequéncia do TE Mariner ainda
nao foi obtida. Ainda, confrontando as sequéncias protéicas obtidas, utilizando-se o
software Geneious 4.8.5, com dominios protéicos depositados no banco de dados

pFam, ndo foram obtidos resultados positivos.

Discusséo

E conhecido que os peixes da subfamilia Loricariinae apresentam ampla
diversidade cariotipica (ROSA et al., 2012; ERRERO-PORTO et al. 2014), e que os
DNAs repetitivos constituem pontos quentes para quebras e rearranjos
cromossdmicos entre os eucariotos (KIDWELL, 2002). Symonova et al. (2013)
propuseram que em alguns casos os rDNAs séo carregados durante 0 mecanismo de
espalhamento dos TEs para aumentar em copias e como consequéncia, afetar as
taxas de recombinacdo e propiciar a diferenciacdo cariotipica entre genomas
proximos.

Alguns estudos indicam haver uma relacao entre a disperséo do rDNA 5S pelo
genoma e TEs em peixes (REBORDINOS et al., 2013). Fragmentos dos
retrotransposons (RTES) dos tipos LINE (long interspersed nuclear element) CR1-

79 _HM e LTR_(long terminal repeats) Gypsy foram encontrados no NTS de Diplodus
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sargus (MERLO et al., 2013). Da Silva et al. (2011) sequenciaram fragmentos de NTS
do rDNA 5S de espécies de Gymnotiformes e atribuiram ao TE Tcl-Mariner
encontrado nestas regides, a dispersdao deste rDNA em pelo menos 19 pares de
cromossomos de Gymnotus paraguensis, detectado por meio da FISH.

As espécies de Rineloricaria avaliadas neste estudo apresentam inumeros
pares de cromossomos portadores do cluster de rDNA 5S, com alguns destes
localizados na regido centromeérica de cromossomos metacéntricos oriundos de fusédo
céntrica (Figura 6). Os dados da dupla FISH rDNA 5S e TE Tcl-Mariner Like nas
espécies de Rineloricaria analisadas ndo evidenciaram associacdo entre as
sequéncias de rDNA 5S e Tcl-Mariner Like, ja que as marcacdes do TE estédo
dispersas nos cromossomos e ndo co-localizadas ao rDNA 5S. Ainda, as analises das
sequéncias nucleotidicas do elemento Mariner ndo evidenciaram segmentos com
identidade ao rDNA 5S. Diante deste fato, o papel da dispersédo dos sitios de rDNA 5S
e as fusdes/fissbes cromossdmicas comuns neste género nao podem ser
correlacionadas ao elemento Tcl-Mariner. E provavel que outros elementos
transponiveis possam estar envolvidos com a dispersdo do rDNA 5S e as fusdes
cromossOmicas detectadas em Rineloricaria.

O sequenciamento nucleotidico dos clones Tcl-Mariner Like em quatro
espécies de Rineloricaria evidenciaram auséncia de ORFs ativas e elevado grau de
degeneracdo molecular, o que pode interferir fortemente na sua atividade como TE
propriamente dito (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012; ABRUSAN et al., 2013). Nas
espécies R. pentamaculata e R. stellata foram obtidos clones de Tcl-Mariner com
insercdo de inUmeros outros elementos transponiveis entre as extremidades, sendo

caracterizados como transposons compostos. Entre os eucariotos, a grande maioria
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dos TEs nos genomas esta presente como cépias ndo autbnomas geradas como
resultado de um processo de degeneracdo, uma vez que quando inativados
acumulam mutacgdes perdendo sua identidade. Geralmente, o “ciclo de vida” de um
TE consiste na invasao no genoma hospedeiro, aumento do seu niamero de cépias,
sua inativacao e, por fim a eliminagédo (KIDWELL, 2001). Alguns TEs mutados podem
passar por um processo evolutivo de “domesticacdo molecular”, no qual ele perde sua
caracteristica de TE e adquire novas funcbes gendmicas a favor do hospedeiro
(SINZELLE et al., 2009), tais como na regulacdo génica tanto a nivel transcricional
(geracao de sitios de ligacdo a fatores de transcri¢cdo), como a nivel pés-transcricional
(edicdo de RNAs ou atuacédo na traducao) (FESCHOTTE, 2008; HERPIN et al., 2010).
Desta forma, devido a intensa degeneracdo molecular dos elementos Tcl-Mariner
Like de Rineloricaria € provavel que estes atuem para outras fun¢cdes, ou ainda,
permanecam com material inerte no genoma.

As combinac¢des de transposons e RTEs encontradas nas sequéncias Tcl-
Mariner Like de Rineloricaria podem ter sido formadas por crossing-over desigual
entre TEs préximos, ou indicar a invasédo de um TE dentro de outro (SCHEMBERGER
et al., 2014). As sequéncias obtidas neste estudo podem ser correlacionadas a
miniatura de TEs (MITEs - miniatures of the transposable element), pois apresentam
as extremidades com maior identidade ao Mariner e auséncia ou intensa degeneracao
do dominio da transposase (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). Copias de TEs
integros e autbnomas sao raras nos genomas de eucariotos, enquanto sequéncias
degeneradas e ndo autdbnomas sdo as mais frequentes (MUNOZ-LOPEZ, 2010).

Neste estudo, a ndo obtencao de clones Tcl-Mariner completos pode ser devido ao
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menor nimero de sequéncias integras nos genomas destas espécies, como ja
destacado para outros organismos (MUNOZ-LOPEZ, 2010).

Em concluséo, os dados obtidos neste estudo ndo mostram associacao entre
o elemento Tcl-Mariner e a disperséo de sitios de rDNA 5S e eventos Robertsonianos
em Rineloricaria, com ja observado em outros peixes. Ainda, as sequéncias obtidas
podem ser caracterizadas como sendo Tcl-Mariner Like, as quais estdo intensamente
degeneradas e sem funcéo de TE. Entretanto, estas sequéncias degeneradas podem

estar relacionadas a outras funcées genémicas nas espécies avaliadas.
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Tabela 3. Caracterizacdo da sequéncia nucleotidica do TE Tcl-Mariner Like obtido a partir de espécies de Rineloricaria, segundo
software CENSOR.

Espécie Nome do TE Posicédo do Posicéo do nucleotideo Classe Orientacao* Grau de similaridade
nucleotideo do do TE de referéncia
TE (CENSOR)
R. latirostris TC1DR3 1-555 1-601 DNA d 0,8217
(rio Laranjinha)

TC1DR3 573-1081 668-1225 DNA d 0,8031

R. pentamaculata TC1DR3 13-310 89-418 DNA d 0,7855
(rio Juruba)

TC1 FR1 331-619 652-951 DNA/Mariner d 0,7840

Penelope-5 XT 641-680 2807-2846 NonLTR/Penelope c 0,8780

Penelope-6 XT 718-781 2491-2553 NonLTR/Penelope d 0,8000

Ruka 844-905 6-67 NonLTR/SINE/SINE2 d 0,7258

L2-2 SSa 969-1017 3984-4032 NonLTR/L2 d 0,8776

TC1DR3 1018-1183 1019-1214 DNA d 0,8070

R. stellata TC1DR3 1133 1084-1225 DNA c 0,8074
(rio Uruguai)

TC1DR3 157-348 52-308 DNA C 0,8477

Helitron-2 DR 361-428 2890-2960 DNA/Helitron d 0,7183

DNA-4-2 NV 678-752 323-386 DNA d 0,7794

hat-N2 AP 760-870 582-688 DNA/hat d 0,7570

DNAS8-74 AP 910-1011 119-212 DNA d 0,7753

Helitron-N2 XT 1242-1285 1257-1299 DNA/Helitron d 0,8409

RC1 FR1 1290-1326 1184-1220 DNA/Mariner d 0,8378

R. capitonia TC1DR3B 2-54 837-889 DNA/Mariner c 0,8679
(rio Uruguai)

TC1DR3 113-670 1-752 DNA C 0,8462

*QOrientacdo do fragmento, c indica a fita complementar e d indica a fita direta.
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Figura 8. Metafases mitoticas submetidas a FISH mostrando marcacdes de rDNA 5S, em vermelho, indicadas
pelas cabecas de setas; e transposon Tc-1 Mariner, em verde, isolado do genoma de R. latirostris do rio
Laranjinha. Em (a) R latirostris do rio Laranjinha, (b) R. latirostris do rio Barra Grande, (c) R pentamaculata rio
Barra Grande (cariomorfo A), (d) R. pentamaculata do rio Barra Grande (cariomorfo B), (e) R. pentamaculara
do rio Juruba, (f) R stellata do rio Uruguai, (g) R. capitonia do rio Uruguai. Em (h), (i), (j) e (l), figuras
esquematicas das sequéncias do Tcl-Mariner obtidas de R. latirostris (rio Laranjinha), R. pentamaculata (rio
Juruba), R. stellata (rio Uruguai) e R. capitonia (rio Uruguai), respectivamente. Barra = 10 um.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi identificado uma ampla variagdo do namero diploide (2n)
entre diferentes espécies de Rineloricaria: 2n = 46 cromossomos para R. latirostris
dos rios Laranjinha e Barra Grande; 2n = 56 cromossomos para o cariomorfo A de R.
pentamaculata dos rios Barra Grande e Juruba; 2n = 54 cromossomos para o
cariomorfo B de R. pentamaculata do rio Barra Grande; 2n = 54 cromossomos para
R. stellata e 2n = 64 cromossomos para R. capitonia, ambas do rio Uruguai. Esta
variacao de 2n ocorre a partir de eventos Robertsonianos de fisséo e fuséo céntrica.

Para o rio Barra Grande, os dois cariomorfos sintopicos de Rineloricaria
pentamaculata ndo apresentam evidéncias de formacdo de hibridos e devem

constituir unidades evolutivas independentes.

Pontos de fusdo cromossémica nas espécies R. latirostris e R. pentamaculata
(cariomorfo B) apresentam vestigios de sitios teloméricos intersticiais (ITS), indicando
a fuséo de acrocéntricos para formacéo de cromossomos metacéntricos e reducéo do

2n.

Este estudo também apresenta evidéncias que sitios de rDNA 5S e rDNA 18S

também podem estar envolvidos nos eventos de fusdo céntrica em Rineloricaria.

O elemento transponivel Tc-Mariner Like obtido em Rineloricaria ndo pode ser
correlacionado a dispersdo do rDNA 5S, como ja observado em espécies de

Gymnotus.

A andlise nucleotidica dos elementos Tc-Mariner Like de Rineloricaria
evidenciou intensa degeneracdo molecular, presenca de TES compostos e nao

formacdo de ORFs para transposase. Estes resultados indicam a falta de atividade



Programa de Pés-Graduacéo em Biologia Evolutiva 66

TE para estas sequéncias, as quais devem permanecer inertes ou servir para outras

fungbes gendmicas.

Este estudo apresenta uma proposta de associacdo dos elementos
transponiveis com o0s eventos Robertsonianos no género Rineloricaria. Até o
momento, pode ser identificada a associacdo dos rDNAs como pontos quentes para

guebras e fusdes de cromossomos acrocéntricos neste grupo de peixes.
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7. ANEXOS

Anexo 1- Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Ponta Grossa

I i

UE/"

PuALBEECMAGosss PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 007/2014

Protocolo UEPG — 2787/2014

Titulo — “Projeto de pesquisa Isolamento, localizacéo is situ e expressao génica de DNAs repetitivos
em Loricariidae (Pisces, Siluriformes)”. Interessada — Profa. Dra. Viviane Nogaroto Vicari
Data de Entrada — 21/02/2014

Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 21/02/2014 a 20/02/2016

Consideracées

Prezado Professor,

Em relagéo a utilizagao de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CE_UA deliberou pela sua aprovacéo pela aprovacao, por dois anos, do uso de 30 (trinta)
peixes.

- APROVADO.
Atenciosamente,

Ll

, Profa. Dra. Maria Marta Loddi
Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais CEUA-UEPG

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 2- Licenca 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 Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

| Numero: 15117-1 Data da Emisso: 26/03/2008 18:25

Dados do titular

Registro no Ibama: 2537361 Nome: Marcelo Ricardo Vicari CPF:952.846.480-72
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observacgdes, ressalvas e condicionantes

1

A participagao de pesquisador(a) estrangeiro{a) nas atividades previstas nesta autorizagao depende de autonizagao expedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia
(CNPgMCT).

Alicenca permanente nao & valida para a) colela ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de
extingao; b) manutencgdo de espécimes de fauna silvestre em cativeiro c) recebimento ou envio de material biolégico ao
exterior; e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservagao federal ou em caverna. A restrigao prevista no item d ndo se aplica 4s categorias
Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de Protegao Ambiental constituidas por terras privadas.

O pesquisador titular da licenca permanente. quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbia e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicao. que constardo no comprovante de registro de expedicéio para eventual apresentagio a fiscalizagéo,

=

[

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

Esta licenga permanente nao podera ser ulilizada para lins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagac de atividades inerentes ao processe de icenciamento
ambiental de empreendimentos

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Normativa Ibama n° 27/2002. que regulamenta o Sisiema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

@ [~ @

O drgao gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizagoes concedidas pelo lbama,

outras condigdes para a realizacao de pesquisa nessas unidades de conservagéo

O titular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de caplura direcionados, sempre Gue possivel,
a0 grupo taxondmico de interesse. evitando a morte ou dano significativo a outros grupos: e empregar esforgo de coleta ou captura que nio comprometa a viabilidade
de populagoes do grupo taxonomico de interesse em condicdo in situ.

10

O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos 0 aniversana de
emissao da licenga permanente.

1

O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe. quanda da violagao da legislagao vigente. ou quando da inadequagao,
omissao ou falsa descrigao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato. podera, mediante decisao motivada. ter a autorizago ou licenga
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislagao brasileira em vigor.

12

Alicenca permanente seré valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a Instituigao cientiica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
solicitagao.

13

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispde sobre acesso a componente do palrimanio genético exislente no terntoria nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,

bioprospecgao e desenvolvimento tecnologico.

As atividades contempladas nesta autorizagao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingao, otadas ou ameagadas de sobreexplotagao.

Taxons autorizados

#

Nivel taxondmico Taxon(s)

1

| ORDEM Characiformes. Cypriniformes, Synbranchiformes, Perciformes, Siluriformes, Gymnotilormes

2

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destina Tipo Destino
1_|UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Cilogenelica de Peixes
{2_[Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro colecdo

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugao Normativa Ibama n®154/2007. Através

do codigo de autenticagao abaixo, gualguer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 61434795 II"I"II
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Anexo 3- Obtencdo de Cromossomos Mitéticos via cultura curta (FENOCCHIO

et al., 1991)

A obtencdo de cromossomos mitéticos por cultura curta consiste em
anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina diluida a
0.01%, sacrificando-o0 em seguida. Retirar uma pequena por¢do do rim anterior,
transferindo-a para cerca de 6 ml de meio de cultura RPMI dissociando as células com
uma seringa desprovida de agulha. Apds, adicionar 100 pl de uma solucéo aquosa de
colchicina 0,025% e aguardar 50 - 60 minutos. Em seguida, centrifugar durante 10

minutos, a 1000 rpm.

Apés a centrifugacdo, descartar o sobrenadante e adicionar 6 ml da solugéo
hipotonica (KCI 0.075M), homogeneizar e incubar em estufa a 372C durante 25-30
minutos. Apds, acrescentar 1 ml de fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 de
acido aceético glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes.
Centrifugar durante 10 minutos, a 1000 rpm. Descartar o material sobrenadante com
uma pipeta Pasteur. Adicionar 5-7 ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material
e centrifugar por mais 10 minutos, a 1000 rpm. Repetir o dltimo passo. Descartar o
material sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de fixador para que se tenha
uma suspensao celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5a 1,0 ml) e
re-suspender bem o material. Acondicionar em microtubos, podendo ser armazenado

em freezer, para posterior utilizagc&o.

Anexo 4- Obtencéo de Cromossomos Mitéticos via cultura de campo (BLANCO

et al., 2012a)

Este método consiste em iniciar a preparacdo cromossémica logo apos a
captura dos animais no campo. Injetar intra-abdominalmente no animal uma solucao
aguosa de colchicina 0,025%, na proporcéo de 1 ml/100g de peso do animal e manter
0 espécime vivo por 45 — 50 min. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente
contendo benzocaina diluida a 0.01%, sacrificando-0 em seguida. Retirar uma
pequena porgcdo do rim anterior, transferindo-a para cerca de 6 ml da solugéo
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hipot6nica (KCI 0.075M), dissociar as células com uma seringa desprovida de agulha,
homogeneizar e incubar em temperatura ambiente durante 30 minutos. ApOds,
acrescentar 2 ml de fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 de acido acético
glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes. Nesta etapa o
procedimento pode ser interrompido, com os tubos mantidos em refrigeracdo até o
acesso ao laboratério (até 168h). No laboratorio, homogeneizar e centrifugar durante
10 minutos, a 1000 rpm. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur.
Adicionar 5-7 ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material e centrifugar por
mais 10 minutos, a 1000 rpm. Repetir o Ultimo passo. Descartar o material
sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de fixador para que se tenha uma
suspensao celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-
suspender bem o material. Acondicionar em microtubos, podendo ser armazenado em

freezer, para posterior utilizagdo.

Anexo 5-Deteccdo da Heterocromatina Constitutiva: Bandamento-C (SUMNER,

1972).

As laminas contendo o material celular devem ser tratadas em acido cloridrico
(HCIl) 0,2N, a 37°C, durante 10 minutos, lavando-se com agua destilada logo em
seguida. Posteriormente incuba-se a preparagdo em hidréxido de Bério (Ba(OH)2 ) a
5%, recém preparada, a 42°C, durante 1 a 2 minutos. Submergir a lamina em solucao
de acido cloridrico 0,2N e lavar com agua destilada. Imergir a lamina em solucéo salina
2XSSC, a 60°C, durante 40 minutos. Por fim lavar bem, com agua destilada, secar ao
ar e corar com solucdo de Giemsa a 2%, em tampao fosfato pH=6,8 durante 15

minutos.
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Anexo 6 - Extracdo de DNA método CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980)

Foi adicionado em um tubo 0,2 gramas de figado juntamente com 600 pl de
tampdo CTAB (concentracao final: 2 % de CTAB; 1 M de NaCl; 0,1 M EDTA; 0,1 M
Tris-HCI pH8), 13 pl de proteinase K (100mg/ml) e 5 pl de B-mercaptoetanol. Incubar
a 60 °C por 10h ou até o tecido ser totalmente digerido. Depois foi adicionado 10 pl de
RNAse (10mg/ml) e o material é submetido a uma temperatura de 37 °C por 3h. Foi
adicionado 600 ul de cloroférmio e homogeneizado suavemente durante 5 min. O
material foi entdo submetido a uma centrifugacdo por 15 min. a 8000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo, 600 pL de etanol absoluto
€ adicionado sobre o material e deixado a -20 °C por 2h ou overnight. O material foi
centrifugado a 14000 rpm por 15 min. e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
lavado com 500 pl de etanol 70 % e centrifugado novamente a 14000 rpm por 15 min.
O sobrenadante foi retirado, e o tubo com o DNA foi deixado secando na estufa a 37

°C e depois ressuspendido em 50 yl de TE.

Anexo 7 - Obtencédo da sequéncia telomérica geral dos vertebrados TTAGGGn

(IJDO et al., 1991)

Para a amplificacdo da sonda telomérica foi utilizada a seguinte reacdo
(tampéo Taqg polimerase 1 X =2 mM MgClz, 40 puM dNTPs, 0,2 uM primer (TTAGGG)s,
0,2 uM primer (AATCCC)s e 2 U de Taq polimerase), de acordo com as seguintes
especificacdes: duas condigbes de amplificacdo, a primeira amplificacdo é realizada
com baixa estringéncia: 4 min a 94°; 10 ciclos de (1 min. a 94 °C, 30s a 52 °C e 1 min.
e 30s a 72 °C), seguidos por 30 ciclos de alta estringéncia (1 min. a 94 °C, 30s a 60

°Celmin.e30sa72°C)e5mina 72 °C.
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Anexo 8 - Obtencédo do TE Tcl-Mariner

A reacdo de PCR para obtencédo da sequéncia do TE Tcl-Mariner a partir do
DNA gendmico foi realizada com (20 ng DNA molde, tampéo Tag polimerase 1X = 2
mM MgClz, 2 uM dNTP, 1 uM primer Mariner — Gnico e 2 U de Taq polimerase), de
acordo com as seguintes condi¢des: 5 min. a 94 °C; 35 ciclos: 1 min. a 90 °C, 1 min.

e30sab7°Celmin.e30sa72°C.

Anexo 9 — Ligacdo em vetor plasmidial pGEM®-T(Promega)

Em um tubo de 1,5 mL, adicionar 5uL de buffer de ligacdo 2x, 1 uL do vetor
pGEM-T (~60 ng), aproximadamente 180 ng de inserto, 1uL de T4 DNA Ligase e agua
suficiente para completar a reacdo para um volume final de 10 uL. Misturar os

reagentes e deixar por 16h em geladeira (4°C)

Anexo 10 — Transformacdo em bactéria competente

Retirar bactéria competente do -80°C e deixar em gelo. Adicionar 1-10 pl de
plasmideo (fechado ou produto de ligacao) a bactéria competente e deixar em banho-
maria 42°C por 90 segundos. Deixar 1 minuto no gelo. Adicionar 800 ul de LB liquido

(sem antibiotico) e deixar por 1 hora a 37°C (em forno de hibridacdo ou em estufa).

Plaqueamento: fazer placas com 20 ml de agar + antibiotico de interesse. Ao
se utilizar plasmideos que permitam diferenciacdo de colbnias azul/branco, utilizando
a alca de Drigalsky, espalhar sobre a placa 50 ul de IPTG (200 mM) e 40 ul de X-GAL
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(0,2%). Esperar 20 minutos até plaquear. Centrifugar a cultura por 2 minutos a 5000
rpm, descartar 800 ul de meio e mexer para dissolver o pellet formado (ndo usar
pipeta). Espalhar sobre a placa. Deixar placa na estufa 37°C overnight (deixar placa
virada de cabeca pra baixo). Crescidas as colonias bacterianas, vedar as placas com

parafilm e deixa-las na geladeira 4°C (deixar placa virada de cabeca pra baixo).

Anexo 11 — Reacgao de mini preparacao plasmidial (kit “lllustra PlasmidPrep

Mini Spin” (GE Healthcare)

Transferir a cultura para tubo de 1,5 mL e centrifugar 16.000 g por 30 s.
Descartar o sobrenadante e re-centrifugar toda a cultura restante. Adicionar 175 uL
do Lysis Buffer type 7 e vortexar para desmanchar o precipitado. Adicionar 175 uL do
Lysis Buffer type 8 e inverter vagarosamente o tubo 5 vezes. Adicionar 350 uL do Lysis
Buffer type 9 e inverter vagarosamente até o precipitado se tornar claro. Centrifugar
16.000 g por 4 min. Colocar um ilustra plasmid mini column em um tubo coletor e
adicionar o sobrenadante a coluna. Centrifugar 16.000 g por 30 s e descartar o que
passou no tubo coletor. Adicionar 400 uL de wash buffer type 1 a coluna e centrifugar
16.000g por 1 min. Descartar o tubo coletor e o seu conteudo. Transferir a coluna para
um novo tubo de 1,5 mL e adicionar 100 uL do elution buffer type 4, deixar 30 s a

temperatura ambiente e centrifugar 16.000 g por 30 s.

Anexo 12-Marcagédo de sondas por nick translation kit Biotin-Nick Translation
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Mix (Roche Applied Science)

As reacdes de nick translation seguiram as orientacdes do fabricante. Pipetar
0s seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x ul 4gua qsp; x ul sonda
(equivalente a concentragcao de 1000 pg/pl); 4 pL mix de biotin nick translation;
completar para o volume total de 20 pl; permanecer durante 1hora e 30 minutos a 15°

C; interromper aquecendo por 15 minutos a 65° C.

Anexo 13-Marcacao de sondas por nick translation kit Dig-Nick Translation Mix

(Roche Applied Science)

As reacdes de nick translation seguiram as orientacfes do fabricante. Pipetar
0s seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x ul agua qsp; x ul sonda
(equivalente a concentracdo de 1000 pg/ul); 4 pL mix de digoxigenin nick translation;
completar para o volume total de 20 pl; permanecer durante 1hora e 30 minutos a 15°

C; interromper aquecendo por 15 minutos a 65° C.

Anexo 14- Marcacao de sondas por PCR

A sondas repetitivas utilizadas neste estudo foram marcadas também pelo
método de PCR usando biotina-16-dUTP (Roche Applied Science). O PCR marcado
com primers especificos foi realizado para o rDNA usando 20 ng de molde de DNA,
1X Tag Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM de dATP, dGTP e
dCTP, 28 uyM de dTTP, 12 uM biotina-16-dUTP, 1 uM de primers, 2mM MgCI2 e 0.05

U/uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®).
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Anexo 15-Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

As laminas, contendo as preparacdes cromossdmicas, foram lavadas em
PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de etanol
a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com solucéo
de RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora, em camara Umida a 37°C, lavadas duas vezes
em solucdo de 2xSSC, por 10 minutos e em PBS 1X, por 5 minutos. Em seguida a
fixacdo com formaldeido 1% / PBS 1x / MgCl2 50mM, por 10 minutos, a temperatura
ambiente, lavagem em PBS 1x por 5 minutos e desidratacdo em série de etanol a
70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a temperatura ambiente. As laminas foram
entdo tratadas com formamida 70% dissolvida em 2xSSC, a 70°C, por 5 minutos e
novamente desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada

banho.

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solugéo de hibridagao
permanecendo overnight a 37°C, em camara Umida contendo solucédo de 2xSSC pH
7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solugdo de formamida 15%
em 0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida, lavadas em Tween 20, por
5 minutos; incubacdo em tampdo NFDM/Anti-digoxi rodamina  ou
NFDM/Estreptavidina a 5%, por 1 hora em cadmara Umida, a temperatura ambiente.
As laminas foram entdo lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. Em
seguida a desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura
ambiente, 5 minutos em cada banho. Os cromossomos foram entéo contra corados

com DAPI (0,2 pg/ml) diluido em uma solucao “antifade” (Fluka).



