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RESUMO

A familia Loricariidae detém extensiva variagdo cariotipica entre espécies de seus
géneros, agrupando o maior ¢ o mais diverso nimero de espécies da ordem Siluriformes. A
variacdo do ntimero diploide ¢ de 2n = 34 a 2n = 96. A caracterizagdo de sequéncias de DNA
presentes em sitios frageis, auxiliam na compreensdo dos extensivos eventos de fusdo, fissdo,
inversdo e translocacdo propostos para a diversificagdo cariotipica em Loricariidae. Regides
repetitivas de DNA sdo conhecidas por formar sitios cromossdmicos frageis, os quais apresentam
alta flexibilidade e baixa estabilidade do DNA. Neste trabalho, um dos objetivos foi caracterizar
sitios frageis presentes em regides do rDNA 5S. Para isto, utilizamos a espécie Ancistrus sp., a
qual apresentou 2n=50 cromossomos ¢ indicativo de fusdo. Foi possivel caracterizar duas
sequéncias do rDNA 5S. O denominado rDNA 5S.1 retine todas as estruturas necessarias para a
expressdo génica e a predi¢do da sua estrutura secundaria funcional. J4 o rtDNA 5S.2 ndo possui
sequéncias necessarias a expressao e a predicdo da estrutura secundaria ndo condiz com a fungao
ribossomica. A localizagdo cromossdmica permitiu verificar inimeros clusters do rDNA 5S.1 e
5S.2 colocalizados em regides proximais. Em adi¢@o, foram visualizados clusters rDNA 5S.2 em
regides proximais de cromossomos acrocéntricos € metacéntricos. O cluster rDNA 5S.2 presente
no par metacéntrico 1 € colocalizado ao sitio telomérico intersticial (ITS). Nossos resultados
indicam que o rDNA 5S.2 ¢ pseudogene e seus clusters sdo sitios frageis para quebras
cromossdmicas. Dados citogenéticos para Neoplecostomini relatam para estruturas cariotipicas
conservadas de 2n = 54 cromossomos, pouco conteudo de heterocromatina e, sintenia de rDNAs
45S e 5S. Este estudo também procurou avaliar cromossomicamente trés espécies de
Isbrueckerichthys: I. calvus, I. duseni e I. saxicola de seis diferentes populagdes. O 2n = 54
cromossomos foi mantido para as espécies, corroborando com a proposta de conservagdo para
esta subfamilia de Loricariidae. A localizacdo sinténica dos rDNAs 58S e 45S foi verificada para
as espécies deste género, a qual é proposta para ser caracteristica cromossomica basal no grupo.
No entanto, em Isbrueckerichthys ocorre uma inversdo na posicdo destes sitios TDNAs e
evidencia mais um rearranjo cromossdmico exclusivo para o género. Aciimulos in cis do rDNA
5S foram verificados nas trés espécies e geraram um heteromorfismo de tamanho deste par
cromossomico. Este estudo, ajuda a explicar parte dos mecanismos de diversificagdo
cromossdmica em alguns géneros de Loricariidae.

Palavras-chave: Fusio robertsoniana. Actimulo in cis. Estrutura rRNA 5S. FISH



ABSTRACT

Loricariidae family has a wide karyotype variation among its genus species, grouping the
biggest and more diverse number of species of order Siluriformes. The diploid number varies
from 2n = 34 to 2n = 96. The characterization of DNA sequences within fragile sites, allow us to
understand the extensive events of fusion, fission, inversion and translocation in karyotype
diversification of Loricariidae. Repetitive DNA regions are known as fragile chromosomal sites
which present a high flexibility and low stability. Our focus was characterize fragile sites in 5S
rDNA regions. The Ancistrus sp. species shows a diploid number of 50 and an indicative
robertsonian fusion at chromosomal pair 1. Two sequences of 5S rDNA were identified: rDNA
5S.1 and rDNA 58S.2. The first sequence gathers the necessary structures to gene expression and
shows a functional secondary structure prediction. Otherwise, the rDNA 5S.2 sequence does not
contain the upstream sequences that are required to expresion, futhermore its structure prediction
reveals a nonfunctional ribosomal RNA. The chromosomal mapping revealed several rDNA 5S.1
and rDNA 5S.2 clusters. In addiction, the rDNA 5S.2 clusters were found in acrocentric and
metacentric chromosomes proximal regions. The pair 1 rDNA 5S.2 cluster is co-located with
interstitial telomeric sites (ITS). Our results indicate that its clusters are hotspots to chromosomal
breaks. Cytogenetic data to Neoplecostomini describes to conserved karyotype structures 2n =
54, little heterocrhomatic content and 45S/5S rDNAs synteny. Our study also evaluated,
chromosomally, three species of Isbrueckerichthys genus: I. calvus, I. duseni and I. saxicola
from six different populations. 2n = 54 was maintained, corroborating with the conservation
proposal to this Loricariidae subfamily. The synteny of 5S and 45S rDNAs was verified to these
genus species, which is proposed a basal feature in this group. However, in Isbrueckerichthys,
occurs an inversion in these rDNAs sites position, evidencing an exclusive rearrangement in this
genus. Accumulations in cis of 5S rDNA were verified in all three species, generating a size
polymorphism of a chromosomic pair. The present study helps to explain part of the
chromosome diversification mechanisms in some Loricariidae genus.

Key words: Robertsonian fusion. Accumulation in cis. fRNA structure. FISH
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1. INTRODUCAO

1.1 A familia Loricariidae

A familia Loricariidae agrupa o maior e o mais diverso numero de espécies da
ordem Siluriformes (ESCHMEYER; FRICKE, 2016) e seus dados -cariotipicos
demonstram uma enorme diversidade de caracteres cromossomicos, no entanto, com
algumas tendéncias de evolug¢do cromossomica bem caracterizadas dentro de cada uma
de suas subfamilias (ZIEMNICZAK et al, 2012). O grupo apresenta uma vasta
distribuicdo geografica, estendendo-se por toda a regido Neotropical, abrangendo as
Américas: Central e do Sul, desde a Costa Rica até¢ a Argentina (REIS et al., 2003).
Estes peixes sdo recobertos por placas dérmicas, motivo pelo qual sdo chamados
popularmente de cascudos; além disso possuem a boca em forma de ventosa na regido
ventral do corpo. Vivem na regido bentdnica, alimentando-se de algas do perifiton e de
detritos. Alguns exemplares desta familia sdo apreciados como alimentos e as espécies
menores utilizadas para fins ornamentais. Podem ficar fora da 4gua por longos periodos,
pois além de respirarem pelas branquias também o fazem pela parede vascularizada do
estomago (REIS et al., 2003). Os estudos citogenéticos em Loricariidae demonstram
uma enorme diversidade de numeros diploides, marcadores cromossdmicos e
gendmicos (FERREIRA et al., 2011; BUENO et al., 2012; BLANCO et a al., 2013;
FAVARATO et al., 2016). A variagdo do nimero diploide nos representantes estudados
da familia ¢ de 2n = 34 em Ancistrus cuiabae (MARIOTTO et al., 2011) a 2n = 96 em
Hemipsilichthys sp., citado como Upsilodus sp. (KAVALCO et al., 2005). No entanto, o
2n = 54 cromossomos foi considerado basal na familia (ARTONI; BERTOLLO, 2001).
Deste modo, além do nimero diploide, da pequena quantidade de heterocromatina
quase sempre centromérica, a regido organizadora de nucléolo (RON) simples em
sintenia com o rDNA 5S foram consideradas caracteristicas basais por estarem
presentes em subfamilias conservadas de Loricariidae e no grupo irmao
Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012).

Entre os Loricariidae, todas as espécies do género Ancistrus estudadas
citogeneticamente apresentaram uma variagcdo do 2n de 54 para 34 cromossomos, com
fusdes robertsonianas influenciando fortemente a redu¢do numérica dos cromossomos
(MARIOTTO et al.,, 2011; FAVARATO et al., 2016). Além destas, variacdes de

férmulas cariotipicas, ocorréncias de diferentes tipos de sistemas de cromossomos
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sexuais e, diferentes tipos de inversdes e transloca¢des foram descritos em Ancistrus
(MARIOTTO et al., 2011; FAVARATO et al., 2016). Por sua vez, representantes do
género Rineloricaria detém uma variagcdo do 2n de 36 para 70 cromossomos, bem
como, uma consideravel variagdo cariotipica (ALVES et al. 2003; KAVALCO et al.
2005). Partindo do pressuposto do 2n primitivo de Loricariidae de 54 cromossomos,
para este género, sdo propostos mecanismos de fissdo céntrica para aumento do 2n e de
fusdo céntrica para reducdo numérica (KAVALCO et al. 2005; ROSA et al., 2012;
ERRERO-PORTO et al., 2014) e inimeros eventos de inversdes ¢ translocagdes (Rosa
et al., 2012). Em comum, estes dois grupos de Loricariidae (Ancistrus e Rineloricaria)
apresentam ampla variagdo de 2n e indmeros rearranjos cromossomicos, como
evidenciado pela presenca de sitios teloméricos intersticiais (ITS), ampla variacdo de
organizagdes cariotipicas, além de indicios da participacdo dos DNAs ribossomicos em
uma parcela das quebras e reorganizagdes cromossomicas (ROSA et al, 2012;
ERRERO-PORTO et al., 2014; FAVARATO et al., 2016). Neste aspecto, associar os
rearranjos cromossomicos aos sitios frageis de quebra e tipos de sequéncias envolvidas
podem propiciar o entendimento dos mecanismos que levam a diferenciagdo cariotipica

observada nesta familia de peixes.

1.2 DNA repetitivo

Uma das principais caracteristicas do genoma dos eucariotos ¢ a presenga de um
grande numero de DNAs repetitivos (SUMNER, 2003). Essas sequéncias podem ser
agrupadas em dois diferentes tipos: sequéncias repetitivas in tandem, como
microssatélites, minissatélites, satélites (satDNA) e familias multigénicas; e, elementos
dispersos, conhecidos como transposons e retrotransposons (CHARLESWORTH,
1994).

As unidades de repeticdes in tandem sdo geralmente organizadas em clusters,
localizadas frequentemente em regides teloméricas ou pericentroméricas presentes em
um ou em varios pares cromossomicos. As sequéncias repetitivas organizadas in tandem
tém se mostrado fundamentais em estudos relacionados a evolucdo cromossdmica
(MAXON et al., 1983; CHARLESWORTH et al., 1994; VICARI et al., 2010).

Em eucariotos, uma consideravel por¢do do genoma ¢ constituida por
heterocromatina constitutiva, a qual na maioria das vezes, ¢ composta por satDNA

(CHAVES et al., 2004; JOHN, 1988). O estudo de DNAs satélites em peixes
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neotropicais t€ém se tornado frequente, uma vez que essas sequéncias podem gerar
informacdes 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 (PONS; GILLESPIE,
2003; KANTEK et al., 2009; SCHEMBERGER et al., 2011).

A sequéncia telomérica geral dos vertebrados (TTAGGG)n constitui outra fragao
repetitiva in tandem importante no estudo de evolu¢do cromossdmica de peixes
neotropicais. Sua andlise permite a verificagdo de rearranjos cromossomicos,
principalmente em eventos relacionados a fusdes céntricas, nos quais héa a possibilidade
de detecg¢do de ITS (BLANCO et al., 2012; ROSA et al., 2012; ERRERO-PORTO et
al., 2014; PRIMO et al., 2017).

Os microssatélites consistem de pequenas sequéncias repetidas in tandem que
apresentam de 2 a 6 pares de nucleotideos de comprimento (ZANE et al., 2002). Poucos
sdo os peixes neotropicais com mapeamento fisico de microsatélites (HATANAKA et
al., 2002; ZIEMNICZAK et al., 2014; PUCCI et al., 2016). Os minissatélites sdo
repeticdes in tandem que apresentam de 10 a 80 pares de nucleotideos de comprimento
(SNUSTAD; SIMMONS, 2013). Estas sequéncias foram descritas para inumeras
espécies de peixes (GOODIER; DAVIDSON, 1998), contudo o mapeamento
cromossomico de minisatélites foi realizado apenas para algumas espécies (PEREZ et
al., 1999; CROLLIUS et al., 2000).

As familias multigénicas sdo um conjunto de genes originados por duplicagdo e
variacdo de algum gene ancestral. Estes genes podem estar clusterizados e localizados

em um unico cromossomo ou situados em inumeros sitios no cariotipo.

1.3 rDNAs

Os genes ribossomais compreendem duas familias génicas distintas, compostas
por repeti¢des organizadas in tandem. O rDNA maior (rDNA 45S) é a regido
responsavel pela organiza¢do do nucléolo e engloba os genes que codificam os rRNAs
18S, 5,8S e 28S, os quais sdo sintetizados, processados e parcialmente montados para
formar a subunidade ribossdmica no nucléolo, e sdo transcritos pela RNA polimerase I
(LONG; DAWID, 1980). O rDNA menor ¢ composto pela familia génica codificante de
rRNA 58S, o qual ¢ sintetizado em outro lugar do genoma e entra no nucléolo para

participar da montagem da subunidade ribossomal maior (LONG; DAWID, 1980).
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O rDNA 5S consiste de uma unidade de transcri¢do de aproximadamente 120
pb, que ¢ separada da seguinte por uma unidade de espagador nao transcrita (do inglés
non-transcribed spacer sequence - NTS) de tamanho variado. Embora a sequéncia do
gene 5S para rRNA seja altamente conservada, mesmo entre espécies diferentes, os
NTS sdo variaveis, tanto em tamanho quanto em sequéncia, resultado de inversdes,
substituicdes de base, delegdes e pseudogenes, possibilitando seu uso em estudos
evolutivos (REBORDINOS et al., 2013). As regides de NTS parecem estar sujeitas a
uma evolugdo mais rapida, sendo consideradas importantes para estudos de organizagdo

e evolucdo das familias multigénicas.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A familia Loricariidae apresenta uma vasta diversidade cariotipica e algumas
(direcionamento - atenuar) de diversificagdo bem caracterizadas, como rearranjos
Robertsonianos conduzidos por sitios cromossdmicos frageis. Entretanto, as sequéncias
de DNA que propiciam esta instabilidade cromossomica em Loricariidae sdo pouco
compreendidas. Neste estudo, o objetivo foi de caracterizar sequéncias do rDNA 58S,
inferir sobre sua funcionalidade e associar sua localiza¢do cromossdmica para avaliar a
atuacdo destes sitios cromossOmicos na origem das fusdes céntricas e consequente
redu¢do do numero diploide em Ancistrus sp.. Do mesmo modo, a lacuna de
conhecimento acerca do caridtipo de espécies pertencentes ao género Isbrueckerichthys,
a possibilidade de espécies ndo descritas e a necessidade de caracteres diagnosticos para
a descri¢do e elucidacdo sistemadtica neste género, o presente trabalho teve o objetivo de
também descrever e comparar os cariotipos de trés espécies Isbrueckerichthys em seis
pontos de amostragem de tributarios das bacias dos rios Tibagi e Ribeira. analisando os
cariotipos de trés espécies do género: I. duseni, I. saxicola e I. calvus, buscando
caracteres cromossOmicos diagndsticos entre elas, entender os processos evolutivos que
estiveram envolvidos nos processos de diferenciagdo cariotipica e auxiliar na

citototaxonomia de Neoplecostomini.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de material biologico e citogenética cldssica

Trinta e dois exemplares de Ancistrus sp. (Ivai) foram analisados quanto a
citogenética e organizag@o do rDNA 58S e teldomero. Ainda, foram analisados dez fémeas
e dez machos, de cada um dos seis locais de amostragem de Isbrueckerichthys, sendo:
(1) I cf. duseni, riacho da Areia, Ponta Grossa — PR, (2) I. duseni, rio Agungui, Campo
Largo — PR, (3) I cf. duseni, rio Itaiacoca, Ponta Grossa — PR, (4) I cf. calvus, rio
Charqueada, Ortigueira — PR, (5) I calvus, rio Juruba, Apucarana — PR e; (6) L
saxicola, rio Jacutinga, Londrina — PR (Figura 1 — capitulo 2).

A captura das espécies na natureza esta em conformidade com a autorizacido do
Instituto Chico Mendes de Conserva¢do da Biodiversidade (Licenca permanente para
coleta de material zooldgico ICMBio/SISBIO: 15117-1. Os procedimentos de manuseio
e bem estar animal estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentagio Animal
da Universidade Estadual de Ponta Grossa e legislacdo brasileira (Protocolo CEUA:
13/2014). Os cromossomos mitdticos foram obtidos por meio da técnica de “air drying”,
descrita por Bertollo et al. (1978) e o bandamento C seguiu o protocolo proposto por

Sumner (1972).

3.2 Obtencgdo e caracterizacdo de sequéncias do rDNA 58

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a partir do figado da espécie
Ancistrus sp., utilizando o protocolo adaptado de Doyle (1990). Sequéncias do rDNA
5S foram amplificadas por PCR utilizando os primers 5Sa (5°-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3") e 5Sb (5’- CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC -
3°) (PENDAS et al., 1994). As reacdes de amplificagio foram compostas por 40 ng de
DNA genémico, 0,2 uM de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 1x tampao da reagdo (200
mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). O programa da reacdo de amplificagdo consistiu de
desnaturag¢@o inicial por 5 min a 95 °C, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 45 s, 72
°C por 2 min e, extensao final a 72 °C por 7 min. Os produtos da amplificagdo do rDNA
5S de Ancistrus sp. foram isolados do gel em agarose a 2% de acordo com o tamanho

das bandas obtidas e purificadas utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
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System” (Promega). Os produtos dos diferentes tamanhos de sequéncias purificados
foram ligados ao plasmideo Pmos “blunt ended PCR cloning Kit” (GE) segundo as
instrucdes do fabricante e transformadas em Escherichia coli Dh5a. Colonias
bacterianas recombinantes foram isoladas e posteriormente submetidas a mini-
preparacdo plasmidial. Plasmideos recombinantes foram enviados para o
sequenciamento nucleotidico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

utilizando os primers para as regides flanqueadoras do vetor plasmidial.

3.3  Anadlise das sequéncias de rDNA 58

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9
(HALL, 1999) e Geneious® 7.1.3. Posteriormente foram submetidas a uma analise de
identidade utilizando 0s bancos de dados BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e CENSOR (www.girinst.org/censor/index.php)
e submetidas a alinhamentos por similaridade no software on-line MultAlin (CORPET,
1988). As sequéncias do rDNA 5S obtidas foram submetidas a busca para as regides
TATA-Like, GC box, Box A, elemento intermediario, Box C, poli — T utilizando a base
de dados on-line N-Site (Solovyev et al., 2010) e comparadas para estas mesmas regioes
propostas para Arabidopsis thaliana e Xenopus laevis (DOUET; TOURMENTE, 2007).
A estrutura 2D dos rRNA 58S obtidos foram obtidas utilizando a ferramenta RNA Fold

Geneious® 7.1.3 em temperatura para empacotamento de 22 °C.

3.4  Hibridacdo in situ fluorescente

As sequéncias de rDNA 5S obtidas neste estudo a partir do DNA gendmico de
Ancistrus sp., juntamente com as sequéncias do rDNA 18S e sequéncia (TTAGGG)n
foram localizadas in situ conforme protocolo descrito por Pinkel et al. (1986) e
submetidas a Fiber-FISH conforme de Barros et al. (2011). A sequéncia do rDNA 18S
foi obtida a partir do DNA gendmico de Ancistrus sp., conforme descrito em
(SCZEPANSKI et al., 2013) e sequéncia telomérica geral dos vertebrados (TTAGGG)n
foi obtida segundo Ijdo et al. (1991). As sequéncias do rDNA 5S, rDNA 18S ¢ a
sequéncia (TTAGGG)n foram sintetizadas como sondas por PCR, utilizando os
nucleotideos biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP (Roche Applied Science). As

reacdes de PCR com primers especificos para cada sequéncia foi realizada com 20 ng
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DNA molde, tampao Taq polimerase 1X =2 mM MgCI2, 40 uM dATP, dGTP e dCTP,
28 uM de dTTP, 12 uM de digoxigenina 11- dUTP ou biotina 16 dUTP, 1 uM de cada
primer ¢ 1 U de Tag DNA polimerase.

A hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada em condigdes de
estringéncia proxima a 87% (2.5 ng/puL de sonda, 50% formamida, 0,5xSSC e 10%
sulfato dextrano por 18 h a 37° C). A deteccdo do sinal de fluorescéncia para sondas
biotiniladas foi realizada usando streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA) e para sondas com digoxigenina foi utilizado o composto anti
digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados
com 0.2 pg mL—-1 of 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) em meio de montagem
Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA).

As hibridizagdes foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 e Camera Zeiss Axio Cam MRm de Captura Monocromatica com
sensor CCD e resolucdo de 1.4 mega pixels acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®). As imagens foram selecionadas para organizar os caridtipos, onde o0s
cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versdao CS6, e
organizados em pares de homodlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan et al. (1964).
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4. RESULTADOS

Os resultados da tese estdo organizados em capitulos referentes aos artigos

cientificos (ja formatados nas normas das revistas):

4.1 Capitulo 1: Sitios frageis, telomeros disfuncionais e fusdes cromossémicas:

Qual o papel do rDNA 5S?

4.2 Capitulo 2: Citogenética comparativa em Isbrueckerichthys (Siluriformes:

Loricariidae): caracteres cromossomicos exclusivos.



CAPITULO 1

24
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Sitios frageis, telomeros disfuncionais e fusdes cromossomicas: Qual o papel do
rDNA 5S8?

RESUMO

Regides repetitivas de DNA sdo conhecidas por formar sitios cromossomicos
frageis, os quais apresentam alta flexibilidade e baixa estabilidade do DNA. Neste
trabalho, o objetivo foi caracterizar sitios frageis presentes em regides do rDNA 5S.
Para isto, utilizamos a espécie Ancistrus sp., a qual apresentou 2n=50 cromossomos e
indicativo de fusdo Robertsoniana na origem do par cromossdmico 1. Foi possivel
caracterizar duas sequéncias do rDNA 5S. O denominado rDNA 5S.1 de Ancistrus sp.
reune todas as estruturas necessarias para a expressdo génica e a predigdo da estrutura
secundaria funcional do rRNA 5S. J4 o rDNA 5S.2 nfo possui sequéncias upstream
necessarias a expressdao pela RNA polimerase III e a predi¢do da estrutura secundaria
ndo condiz com a fun¢do ribossomica. A localizagdo cromossdmica permitiu verificar
inameros clusters do rDNA 5S.1 e rDNA 5S.2 colocalizados em regides proximais. Em
adi¢do, foram visualizados clusters rDNA 5S.2 em regides proximais de cromossomos
acrocéntricos ¢ metacéntricos. O cluster rDNA 5S.2 presente no par metacéntrico 1 ¢
colocalizado ao sitio telomérico intersticial (ITS). Nossos resultados indicam que o
rDNA 5S.2 ¢ pseudogene e seus clusters sdo sitios frageis para quebras cromossomicas.
Durante a organizacdo em bouquet da préfase I, double strand break (DSB) nos sitios
rDNA 5S.2 em localizagdo proximal de cromossomos acrocéntricos propiciaria
mecanismos de reparo por recombinagdo homologa e ndo homdloga com consequente
possibilidade da ocorréncia de fusdes Robertsonianas. Ainda, os ITS formados
proporcionam sitios cromossdmicos instaveis sujeitos a recombinagdo telomérica via
shelterin protein TRF2 e uma série de ciclos de quebra e fusdo. Neste estudo, propomos
que sequéncias derivadas do rDNA 5S atuam como sitios cromossdmicos frageis com

participacdo em uma parcela dos rearranjos cromossomicos de Loricariidae.

Palavras-chave: fusido robertsoniana, instabilidade telomérica, estrutura rRNA 58S,

pseudogene, FISH
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INTRODUCAO

A ocorréncia dos rearranjos cromossomicos ¢ associada a quebras de DNA em
sitios ricos em sequéncias repetitivas (KIDWELL; LISCH, 1997; KIDWELL, 2002;
BADAEVA et al., 2007, BRUSCHI et al., 2014) com efeitos na plasticidade
cromossdmica e reflexos na especiagdo (KIDWELL; LISCH, 1997; KIDWELL, 2002;
ZIEMNICZAK et al.,, 2014, SCHEMBERGER et al., 2016). Esta predisposi¢do a
instabilidade de certas regides gendmicas foram formalizadas como fragile breakage
model (PEVZNER; TESLER, 2003). Associados a este modelo a propensdo a quebras
de sitios teloméricos intersticiais (ITS) e a disfuncdo telomérica também sdo utilizados
para explicar a plasticidade cromossémica (KILBURN et al., 2001; PERRY et al., 2004;
BOLZAN, 2012 ; SLUEPCEVIC, 2016). Especialmente em mamiferos, sequéncias
LTR, LINE, SINE foram determinadas em sitios frageis, os quais sdo reconhecidos por
formar uma regido do DNA de alta flexibilidade e baixa estabilidade (EICHLER;
SANKOFF, 2003; KEHRER-SAWATZKI; COOPER, 2008).

O teldomero tem como fun¢do principal dar estabilidade as pontas dos
cromossomos lineares. Isso é conhecido por func¢do capping, a qual previne que pontas
quebradas de DNA sejam interceptadas por mecanismos de reparo (de LANGE, 2004).
A outra fun¢do dos telomeros ¢ resolver o problema de replicacdo das pontas (de
LANGE, 2015). Algumas vezes, vestigios de sequéncias TTAGGGn sao visualizadas
em sitios intersticiais, a estas ITS sdo atribuidos pontos da ocorréncia de rearranjos
cromossomicos (MEYNE et al., 1990). ITS sdo sequéncias propicias as quebras
cromossomicas (SLIJEPCEVIC et al., 1996) e estudos demonstraram que danos ao
DNA telomérico sdo irreparaveis e causam uma persistente ativagdo da resposta ao dano
no DNA (FUMAGALLI et al., 2012) ou permanecem como sitios frageis (SFEIR et al.,
2009). Isso sugere que ambos ITS e sequéncias teloméricas terminais sdo naturalmente
propensas a quebra, levando a uma plasticidade cromossomica. (SLIJEPCEVIC, 2016).

Associado aos elementos transponiveis, as repeticdes in tandem, em particular
os tDNAs, foram visualizados junto aos pontos de quebras cromossdmicas em regides
do brago curto de inimeros cromossomos acrocéntricos, propiciando substrato para
mecanismo de recombinagdo ndo-homoéloga e rearranjos  cromossOmicos
(FROENICKE; LYONS, 2008; CAZAUX et al., 2011). As familias de rDNA tém
ampla atividade génica e, devido a esta caracteristica, organizam um sitio

cromossdmico com filamentos da cromatina descondensados (HUANG et al., 2008).
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Regides da cromatina descondensadas em terminais cromossomicos podem originar
end-to-end fusions, mesmo em condi¢des de sitios teloméricos longos (SLIJEPCEVIC
etal., 1997).

Eucariotos superiores possuem milhares de copias de genes de rRNA, contudo,
em alguns casos, apenas uma fragdo destes rRNA estdo ativos (ROGERS; BENDICH,
1987, DOUET;,; TOURMENTE, 2007). E conhecido também que em inumeros
eucariotos, os genes de ¥YRNA 5S estdo organizados em dois clusters de repeti¢do in
tandem separados, os quais sdo transcritos pela RNA polimerase III (DUCROT et al.,
2006), um destes, inativo na maioria das etapas do desenvolvimento (PETERSON et al.,
1980; WOLFFE, 1994). Quanto a estrutura, cada unidade do rDNA 5S possui uma
regido altamente conservada de 120 pb separada da préxima unidade por um espacador
ndo transcrito (NTS) (LONG; DAWID, 1980). O RNA 58S ¢ o menor rRNA, conta com
120 nt, uma massa molecular de 40 KDa e, sua estrutura secundéria € organizada em
cinco hélices (KENNETH et al., 1981; CIGANDA; WILLIAMS, 2011).

O género Ancistrus ¢ extremamente diverso, com numero superior a 100
espécies validas (FERRARIS, 2007) e apresentam uma ampla variagcdo de numero e
formulas cromossomicas, com tendéncia de reducdo do 2n, variando de 34 para 54
cromossomos (MARIOTTO et al., 2011). Neste grupo, a fusdo céntrica é o rearranjo
cromossomico que leva a redu¢do do numero diploide em espécies do género (ALVES
et al., 2003; MARIOTTO et al., 2011). Entretanto, as sequéncias de DNA que
propiciam esta instabilidade cromossémica em Loricariidae sdo precariamente
compreendidas.

Neste estudo, o objetivo foi de caracterizar sequéncias do rDNA 58, inferir sobre
sua funcionalidade e associar sua localizacdo cromossdmica para avaliar a atuacgdo
destes sitios cromossomicos na origem das fusdes céntricas e consequente reducdo do

nimero diploide em Ancistrus sp.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de material biologico e citogenética cldssica

Trinta e dois exemplares de Ancistrus sp. foram analisados quanto a citogenética
e organizacdo do rDNA 5S e telomero. A captura das espécies na natureza estd em
conformidade com a autorizag¢do do Instituto Chico Mendes de Conserva¢do da
Biodiversidade (Licenga permanente para coleta de material zooldgico
ICMBIio/SISBIO: 15117-1. Os procedimentos de manuseio e bem estar animal estdo de
acordo com o Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da Universidade Estadual de
Ponta Grossa e legislacdo brasileira (Protocolo CEUA: 13/2014). Os cromossomos
mitdticos foram obtidos por meio da técnica de “air drying”, descrita por Bertollo et al.

(1978) e o bandamento C seguiu o protocolo proposto por Sumner (1972).

Obtencgdo e caracterizacdo de sequéncias do rDNA 58

A extragdo de DNA gendmico foi realizada a partir do figado da espécie
Ancistrus sp., utilizando o protocolo adaptado de Doyle (1990). Sequéncias do rDNA
5S foram amplificadas por PCR utilizando os primers 5Sa (5°-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3") e 5Sb (5’- CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC -
3°) (PENDAS et al., 1994). As reacdes de amplificagio foram compostas por 40 ng de
DNA genomico, 0,2 uM de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 1x tampao da reagdo (200
mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCl). O programa da reacdo de amplificagdo consistiu de
desnaturagdo inicial por 5 min a 95 °C, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 45 s, 72
°C por 2 min e, extensdo final a 72 °C por 7 min. Os produtos da amplificagdo do rDNA
5S de Ancistrus sp. foram isolados do gel em agarose a 2% de acordo com o tamanho
das bandas obtidas e purificadas utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System” (Promega). Os produtos dos diferentes tamanhos de sequéncias purificados
foram ligados ao plasmideo Pmos “blunt ended PCR cloning Kit” (GE) segundo as
instrugdes do fabricante e transformadas em Escherichia coli Dh5a. Colonias
bacterianas recombinantes foram isoladas e posteriormente submetidas a mini-

preparagdo plasmidial. Plasmideos recombinantes foram enviados para o
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sequenciamento nucleotidico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

utilizando os primers para as regides flanqueadoras do vetor plasmidial.

Andlise das sequéncias de rDNA 58

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9
(HALL, 1999) e Geneious® 7.1.3. Posteriormente foram submetidas a uma analise de
identidade utilizando 0s bancos de dados BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e CENSOR (www.girinst.org/censor/index.php)
e submetidas a alinhamentos por similaridade no software on-line MultAlin (CORPET,
1988). As sequéncias do rDNA 5S obtidas foram submetidas a busca para as regides
TATA-Like, GC box, Box A, elemento intermediario, Box C, poli — T utilizando a base
de dados on-line N-Site (Solovyev et al., 2010) e comparadas para estas mesmas regides
propostas para Arabidopsis thaliana e Xenopus laevis (DOUET; TOURMENTE, 2007).
A estrutura 2D dos rRNA 58S obtidos foram obtidas utilizando a ferramenta RNA Fold

Geneious® 7.1.3 em temperatura para empacotamento de 22 °C.

Hibridacdo in situ fluorescente

As sequéncias de rDNA 5S obtidas neste estudo a partir do DNA genomico de
Ancistrus sp., juntamente com as sequéncias do tDNA 18S e sequéncia (TTAGGG)n
foram localizadas in situ conforme protocolo descrito por Pinkel et al. (1986) e
submetidas a Fiber-FISH conforme de Barros et al. (2011). A sequéncia do rDNA 18S
foi obtida a partir do DNA gendmico de Ancistrus sp., conforme descrito em
(SCZEPANSKI et al., 2013) e sequéncia telomérica geral dos vertebrados (TTAGGG)n
foi obtida segundo Ijdo et al. (1991). As sequéncias do rDNA 5S, rDNA 18S ¢ a
sequéncia (TTAGGG)n foram sintetizadas como sondas por PCR, utilizando os
nucleotideos biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP (Roche Applied Science). As
reacdes de PCR com primers especificos para cada sequéncia foi realizada com 20 ng
DNA molde, tampao Tag polimerase 1X =2 mM MgCl,, 40 uM dATP, dGTP e dCTP,
28 uM de dTTP, 12 uM de digoxigenina 11- dUTP ou biotina 16 dUTP, 1 uM de cada
primer e 1 U de Tag DNA polimerase.

A hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada em condi¢des de

estringéncia proxima a 87% (2.5 ng/uL de sonda, 50% formamida, 0,5xSSC e 10%
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sulfato dextrano por 18 h a 37° C). A detec¢do do sinal de fluorescéncia para sondas
biotiniladas foi realizada usando streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA) e para sondas com digoxigenina foi utilizado o composto anti
digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados
com 0.2 pg mL-1 of 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) em meio de montagem
Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA).

As hibridizagdes foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 e Camera Zeiss Axio Cam MRm de Captura Monocromatica com
sensor CCD e resolucdo de 1.4 mega pixels acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®). As imagens foram selecionadas para organizar os cariotipos, onde os
cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, e
organizados em pares de homologos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan et al. (1964).
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RESULTADOS

Citogenética convencional

O numero diploide em Ancistrus sp. foi de 50 cromossomos em todos os
individuos analisados, com NF = 88 e formula cariotipica de 20m + 12sm + 6st + 12a,
sem a presenca de heteromorfismo de cromossomos sexuais (Figura la). Foram
observados pequenos blocos heterocromaticos na regido pericentromérica da maioria
dos cromossomos, além do brago curto do par cromossomico 13 totalmente
heterocromatico (Figura 1b). O par cromossomico 13 apresentou um heteromorfismo de

tamanho (Figura 1).

Caracterizacdo das sequéncias rDNA 58

Dois tipos de sequéncias de rDNA 5S foram recuperadas a partir do
sequenciamento de 20 clones dos produtos de PCR em Ancistrus sp., as quais
apresentaram identidade ao rDNA 5S de diferentes ordens de Ostariophysi. A primeira
sequéncia, aqui denominada de rDNA 5S.1, apresentou um tamanho de 203 pb e
identidade média de 98% com a regido do gene ribossomal 5S das seguintes espécies:
Salmo trutta, Solea Solea e Xiphias gladius (GenBank: HQ681118.1, HQ681116.1 ¢
HQ681114.1, respectivamente). Esta sequéncia detém 120 pb de fase codificadora, NTS
de 83 pb, promotor interno composto de box A (50 — 65 pb), elemento intermediario
(IE), box C (81 — 98 pb), um poli T cluster (downstream a regido transcrita), uma regido
TATA-like (- 31 a — 28 pb), um GC box (-13 a — 9 pb) e a Citosina -1 (Figura 2a). A
segunda sequéncia, denominada de rDNA 5S.2, variou em tamanho de 301 a 315 pb e
apresentou identidade média de 89% com a regido do gene ribossomal 5S de Brycon
cephalus, 88% em Cyprinus carpio e 92% em Leporinus octofasciatus (GenBank:
AF250528.1, KM359669.1 e DQ009530.1, respectivamente). O rDNA 5S.2 detém fase
codificadora correspondente a 117 — 120 pb, NTS 184 - 197 pb, promotor interno
composto de box A (50 — 65 pb), elemento intermediario (IE), box C (81 — 98 pb), um
poli T cluster (downstream a regido transcrita) (Figura 2b). O rDNA 5S.2 ndo possui
regido TATA-like, GC box e Citosina -1 quando comparado a sequéncia 5S.1 (Figura
2b). Na base de dados Censor o rDNA 5S.2 apresentou identidade de 85% com a
sequéncia Carp repetitive DNA homologous to 5S rRNA (RP5S).
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Predicdo da estrutura secundaria

A predicdo da estrutura secundaria para o ¥YRNA 5S.1 demonstrou energia livre
de -67,08, uma organizag¢do caracteristica em formato de Y, composta por cinco hélices,
sete loops, dois hairpins internos e dois externos € uma dobra (Figura 3a). Por sua vez, a
predicdo para a estrutura secundaria do ¥YRNA 5S.2 demonstrou energia livre de -56,19,

uma organizagdo com sete hélices e sete loops (Figura 3b).

Localizacdo in situ

A localizacdo in situ da sequéncia rDNA 5S.1 evidenciou clusters na regido
subterminal do brago longo do cromossomo 4, regido subterminal do brago curto dos
cromossomos 13, 15 e 18, e regido proximal do brago longo do cromossomo 19 (Figura
4a). O rDNA 18S foi localizado sinténico ao rDNA 5S no cromossomo 13 (Figura 4,
box). A sequéncia TDNA 5S.2 apresentou sinais colocalizados ao rDNA 5S.1 nos
cromossomos 13, 15, 18 e 19, além de pequenas marcagdes proximais nos Cromossomos
1 e 23 (Figura 4a). Os cromossomos 13, 18 e 19 apresentam quantidades similares de
rDNA 5S.1 e rDNA 5S.2, enquanto o cromossomo 15 apresenta maior quantidade do
rDNA 5S.2 (Figura 4a). A dupla hibridagdo com sonda TTAGGGn e rDNA 5S.2
evidenciou ITS (interstitial telomeric sites) na regido proximal do cromossomo 1,
colocalizado ao rDNA 5S.2, além dos sitios TTAGGGn nos terminais cromossomicos
(Figura 4b). A fiber fish com sonda rDNA 5S.1 e rtDNA 5S.2 (Figura 4c) e tDNA 5S.2 e

TTAGGGn (Figura 4d) evidenciaram sinais intercalares.
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DISCUSSAO

Todos os tipos de rearranjos cromossomicos sdo encontrados ao estudar
Loricariidae mas, os rearranjos do tipo fusdo e fissdo céntrica sdo os responsaveis pela
ampla variagdo do 2n (ARTONI; BERTOLLO, 2001; BUENO et al., 2012). Em
Ancistrus (Ancistrini) a tendéncia de diversificacdo cariotipica inclui rearranjos de
translocacdo e inversdo, translocagdo e fusdo céntrica, que leva a reducdo numérica a
partir do 2n=54 cromossomos considerado ancestral (ARTONI; BERTOLLO, 2001). A
espécie Ancistrus sp. aqui estudada (2n=50) detém resquicios cromossOmicos que
indicam a redu¢do do 2n ancestral. As sequéncias de DNA avaliadas e suas localizagdes
cromossdmicas permitem determinar o tipo variante tDNA 5S.2 como hotspot para
quebra e origem da fusdo cromossomica.

A transcri¢do do rDNA 58S pela RNA polimerase III dd origem a um #RNA 55 de
120 nt (CLOIX et al., 2002). O conjunto de resultados apresentados demonstram que o
rDNA 5.1 de Ancistrus sp. ¢ funcional por apresentar todas as regides consenso
necessarias para o reconhecimento e transcri¢do pela RNA polimerase III. Isto consiste
de um box A, do elemento intermediario, do box C e, como demonstrado em inimeros
organismos, as unidades funcionais apresentam uma curta sequéncia TATA-Like em
aproximadamente - 30, uma regido GC rica em -13, a citosina -1 e, quatro ou mais
timinas necessarias para sinal de término da transcricio (VENKATESWARLU et al.,
1991; CLOIX et al., 2000; PAULE; WHITE, 2000). Além da organizagdo molecular do
rDNA 58.1, a predi¢@o da estrutura secundaria demonstra organizac¢do funcional para o
r*RNA 5S8.1 quando comparada com varias fontes de eucariotos (LUEHRSEN et al.,
1981; CIGANDA; WILLIAMS, 2011).

A andlise detalhada das sequéncias rDNA 5S.1 de Ancistrus sp. demonstram
pequenas substituigdes de base. Em outros organismos foi demonstrado que
substituicdes de uma ou duas bases nas sequéncias rDNA 5S diferem quanto a
expressao do major 58 RNA (aquele expresso em todos tecidos e em maior quantidade),
daqueles que sdo inativos em determinadas fases do desenvolvimento e tecidos (CHEN
et al., 1984; MATHIEU et al., 2003 ; DOUET ; TOURMENTE, 2007). Em Arabidopsis
thaliana e Xenopus laevis a transcricdo dos genes de ¥RNA 35S presentes em regides
heterocromaticas ¢ epigeneticamente controlada e envolve mecanismos de metilagdo de
sequéncias CpG e desacetilagdo de histonas (DOUET; TOURMENTE, 2007). O cluster

rDNA 58S considerado ancestral para Loricariidae ¢ sinténico ao rDNA 45S e presente
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em l6co heterocromatico (ZIEMNICZAK et al., 2012). Em Ancistrus sp. o tDNA 5S.1
esta localizado em regides heterocromaticas e sinténico ao rDNA 45S. E conhecido o
envolvimento da estrutura da cromatina na regula¢do da atividade génica do rDNA 5S
(PONTES et al., 2006) e sitios metilados dos rDNAs 5S e 45S podem ser alvos diretos
ou indiretos para RNA polimerase [V (HERR et al., 2005). Estas informag¢des apontam
para a provavel ocorréncia de regulagdo génica para sequéncias *RNA 58 principal e,
aquelas que podem estar inativas no desenvolvimento e/ou diferentes tecidos em
Ancistrus sp.

A comparacido do rDNA 5S.1 ao rDNA 5S.2 de Ancistrus sp. demonstram uma
provavel inatividade génica e funcional para o rDNA 5S.2. A sequéncia correspondente
aos 120 nt transcritos no rDNA 5S.2 apresenta substitui¢des e delegdes de base, além do
NTS maior e com inimeras mutagdes de um tnico nucleotideo (SNP). A auséncia das
sequéncias TATA-Like e GC sdo conhecidas por inatividade génica aos rDNAs 5S
(NELSON et al., 1998; CLOIX et al., 2002). As auséncias das sequéncias upstream,
especialmente a TATA-Like, indicam auséncia transcricional para o tDNA 5S.2. Ainda,
a predi¢do da estrutura secundaria para as sequéncias ¥RNA 5.2 ndo formam a estrutura
caracteristica de Y, com cinco loops e alcas necessarias para a fun¢do ribossomica
(CIGANDA; WILLIAMS, 2011). Soma-se ao fato a menor identidade genética ao
rDNA 58S de outros organismos apresentada pela sequéncia rDNA 5S.2 de Ancistrus sp.,
além desta sequéncia apresentar similaridade a sequéncia RP5S de carpa, conhecida por
ser um DNA repetitivo derivado do rDNA 5S (HUANG et al., 1993).

Em outros estudos em carpa, foram demonstradas ocorréncias de sequéncias
relacionadas ao rDNA 5S com poucas modificacdes na estrutura codificadora, porém
com indicativos de inatividade (MURAKAMI; FUJITANI, 1998). Estas sequéncias
derivadas de rDNA 5S de carpa foram propostas a ser pseudogenes ou, um short
interspaced nuclear element (SINE) derivado de rDNA 5S devido a ocorréncia de uma
regido rica em adeninas finalizando com poli A (MURAKAMI; FUJITANI, 1998). A
sequéncia tDNA 5S.2 de Ancistrus sp. possui similaridade a sequéncias de DNA
repetitivo de carpa, porém ndo apresentou em sua estrutura regides ricas em adeninas
para a retrotransposi¢do, sugerindo ter origem por pseudogene. Sua localizagdo em
clusters cromossdmicos banda C positivos também indicam um provavel processo
destes pseudogenes rDNA 5S.2 em originar um DNA satélite, como observado para

outros peixes (MARTINS et al., 2006; FERREIRA et al., 2007).
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No género Mus, quebras cromossomicas ocorrem nas proximidades do rDNA
45S e, em inameros casos, estdo envolvidas em fusdo Robertsoniana e presenga de
sequéncias rDNA em regides pericentroméricas (CAZAUX et al., 2011). Em humanos e
em plantas a presenca de sitios cromossdmicos frageis também estdo associados a
regides descondesadas de DNA, tais como o rDNA (RICHARDS, 2001; HUANG et al.,
2008). Em Loricariidae, a localizagdo cromossomica de sitios TDNA 5S em regides
colocalizadas a ITS ja demonstraram o envolvimento de multiplos clusters TDNA em
rearranjos cromossdmicos nas subfamilias Loricariinae (ROSA et al.,, 2012) e
Ancistrinae (FAVARATO et al., 2016). Dados de localizagdo in situ demonstram outras
espécies com redugdo numérica e rDNA 5S proximal (MARIOTTO et al., 2011),
indicando que estas sequéncias podem atuar como sitios frageis na familia. Em outra
via, é possivel verificar que a maioria das espécies que mantém 2n=54 cromossomos
possuem apenas um cluster tDNA 5S e um cluster rDNA 45S (ZIEMNICZAK et al.,
2012).

Em nossa hipotese, o rDNA 5S.2 de Ancistrus sp. tem origem pseudogene, uma
vez que apresenta mutagdes indicativas de inatividade e foi localizado intercalar em
todos os cromossomos que apresentam a copia rDNA 5S.1. O rDNA 5S.2 estd mais
amplamente distribuido pelo genoma, e pode estar em processo de transformacido em
DNA satélite. O nosso conjunto de dados propoem que sitios pseudogenes rDNA 58 sdo
hotspots para quebra cromossdémica e, estdo envolvidos em eventos de fusdo
Robertsoniana em Loricariidae com mecanismo similar ao proposto para a atuacdo do
rDNA 458 e regides adjacentes na diversificagdo cromossomica de espécies do género
Mus e Lolium (HUANG et al., 2008; CAZAUX et al., 2011). Inumeras caracteristicas
dos sitios de rDNA contribuem para esta proposicao. Sitios de estrutura de cromatina
compacta (heterochromatin-like) contribuem para origem de sitios frageis (HUANG et
al., 2008). Os sitios frageis sdo encontrados em sitios de DNA preferenciais de
recombinacdo e amplificacdo génica (DATSON; MURRAY et al., 2006). Quebras
nestas regides podem ser alvos do reparo pelo mecanismo de recombinagdo homologa
ou conversdo génica e, na ocorréncia de multiplos clusters, por recombinagdo ndo
homoéloga (STULTS et al., 2008; CAZAUX et al., 2011) e sitios frageis podem ser
decorrentes da alteracdo da estrutura do DNA ou da estagancdo da duplicagdo do DNA
(GERICKE, 1999).

No genoma de Ancistrus sp. o rtDNA estd localizado em regido subterminal do

braco curto ou proximal do brago longo (Figura 5). Durante o inicio da préfase, os
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cromossomos migram no nucleo e adquirem uma configuragdo em que todos os
telomeros se ligam a membrana nuclear, conhecida como orientacdo de bouquet
(DERNBURG et al., 1995). A distribuicdo dos sitios rDNA 5S em regido proximal de
cromossomos acrocéntricos € a organizagdo em bouquet facilita a proximidade dos
sitios e, na ocorréncia de DSBs, propiciaria condigdes para a recombinag¢do nao
homologa (Figura 5), onde sequéncias similares em cromossomos nao homoélogos (tais
como as sequéncias dos genes rRNA adjacentes as regides centroméricas) poderiam
promover a evolucdo em concerto (HIRAI et al., 1999). Neste contexto, por ser um sitio
fragil, quebras (double-strand breaks - DSBs) nas regides do rDNA 5S.2 tornariam os
cromossomos acrocéntricos sem a al¢a telomérica instaveis e, desta forma, suscetiveis
para fusdo Robertsoniana (Figura 5), com provavel atua¢do de mecanismos de reparo
por recombinacdo. As evidéncias de resquicios de rDNA 5S.2 intercalares a sequéncias
TTAGGGn na regido pericentromérica do par cromossdmico 1 fortalecem a atuacdo do
rDNA 5S nos mecanismos de fusdo Robertsoniana em Loricariidae. A associa¢do destas
sequéncias a elementos transponiveis (TEs) ndo pode ser descartada, embora estes TEs
ndo tenha sido encontrados na analise das sequéncias de rDNA 58S deste estudo.

A presenga de sitios ITS também ¢ conhecida por gerar instabilidade
cromossOmica e sitios frageis (PERRY et al., 2004; BOLZAN, 2012; AKSENOVA et
al., 2013). Os ITS sdo descritos pontos quentes de recombinagdo devido a T-loops
podem interagir com regides ndo teloméricas distantes por meio da proteina shelterin
TRF2 (WOOD et al., 2014) e sdo conhecidos por causar uma série de ciclos de pontes
de quebra e fusdo (BOLZAN, 2012; SLIJEPCEVIC, 2016). Estes mecanismos sdo
conhecidos por formar outros tipos de rearranjos cromossomicos (DAY et al., 1998;
AKSENOVA et al., 2013). Nesta via, a ocorréncia das fusdes Robertsonianas e a
presenca dos ITS poderiam explicar também os extensivos eventos de inversdo e
translocdo propostos para a diversifica¢do cariotipica de Ancistrus (MARIOTTO et al.,
2011).

Como ja mencionado, outros grupos de Loricariidae também apresentam fortes
evidéncias da participacdo do rDNA 5S em regido proximal do brago curto de
cromossomos acrocéntricos como sitios frageis para a quebra e fusdo Robertsoniana
(ROSA et al.,, 2012; FAVARATO et al., 2016). A caracterizagdo das sequéncias de
DNA que envolvem a regido pericentromérica destes cromossomos fusionados, assim
como do pseudogene rDNA 5S.2 deste estudo podem explicar parte da extensa variacio

do 2n encontrada em Loricariidae.
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Figura 1. Cariotipo de Ancistrus sp. em coloragdo convencional por Giemsa (a) e bandamento C

sequencial (b). Barra = 10 um.
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Figura 2. Alinhamentos das sequéncias rDNA 5S de Ancistrus sp. No rDNA 5S.1 (a) sdo mostradas as
sequéncias TATA-Like, GC box, Citosina -1 na regido upstream (NTS); sequéncias Box A, IE, Box C na
regido 120 nt transcritos e; sequéncia poli-T (Pol Il termination site) na regido downstream (NTS). O
rDNA 5S.2 (b) ndo apresenta as sequéncias TATA-Like, GC box e Citosina -1 na regido upstream. As
setas evidenciam as regides de emparelhamentos do primers. Os SNPs presentes nas sequéncias estdo

destacados em cores.
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Figura 3. Predigdo da estrutura secundaria dos »RNA 5S obtidos de Ancistrus sp. Em (a) rRNA 5S.1

evidenciando organizagdo caracteristica em formato de Y; cinco hélices (I-V); sete loops (A-QG); hairpins

internos e externos ¢ uma dobra. Em (b) rRNA 58.1 sete hélices (I-VII); sete loops (A-G); e uma dobra.
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Figura 4. Cariotipos e fibras cromatinicas de Ancistrus sp. evidenciando a localizagdo in sifu das
sequéncias rDNA 5S.1, rtDNA 5S.2, rtDNA 18S e TTAGGGn. Em (a) dupla hibrida¢do com sondas rDNA
5S.1 (vermelho) e rDNA 5S.2 (verde); em destaque, par portador da sintenia rDNA 18S (verde) e rDNA
5S (vermelho). Em (b) dupla hibrida¢do com sondas rDNA 5S.2 (verde) e TTAGGGn (vermelho). Em (c)

fibra cromatinica com localizagdo das sequéncias rDNA 5S.1 (vermelho) e rDNA 5S.2 (verde). Em (d)
fibra cromatinica com localizacdo das sequéncias rDNA 5S.2 (verde) e TTAGGGn (vermelho). Barra =

10 10 pm.
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(b)

(c)

Figura 5. Esquema linear mostrando a hipotese de quebra e fusdo Robertsoniana para cromossomos
portadores do rDNA 5S.2. Em (a) sdo mostrados dois idiogramas representativos de cromossomos de
Ancistrus sp. com a localizacdo das sequéncias TTAGGGn (vermelho) e rDNA 5S.2 (azul) em regides
proximais de cromossomos acrocéntricos. Em (b) organizagdo em bouquet da profase I mostrando a
aproximacao do rDNA 5S.2, provaveis sitios de quebra (linha tracejada) para ocorréncia da recombinago
ndo homoéloga. Em (c) idiograma representativo do par cromossomico 1 de Ancistrus sp. com ITS e

rDNA 5S.2 proximal.
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Citogenética comparativa em Isbrueckerichthys (Siluriformes: Loricariidae):
caracteres cromossomicos exclusivos

RESUMO

Isbrueckerichthys ¢ um género de Neoplecostomini que detém cinco espécies
descritas e endémicas para as bacias dos rios Ribeira de Iguape e Tibagi. Dados
citogenéticos para Neoplecostomini relatam para estruturas cariotipicas conservadas de
2n = 54 cromossomos, pouco conteudo de heterocromatina e, sintenia de rDNAs 45S e
5S. Este estudo procurou avaliar cromossomicamente trés espécies de
Isbrueckerichthys: 1. calvus, I. duseni e I saxicola em seis diferentes pontos de
amostragens nas bacias dos rios Ribeira e Tibagi, PR. O numero cromossomico de 54
cromossomos foi mantido para as espécies de Isbrueckerichthys, corroborando com a
proposta de conservacdo do 2n para esta subfamilia de Loricariidae. A localizagdo da
heterocromatina mostrou uma quantidade de blocos maior para Isbrueckerichthys
quando comparado com outros géneros de Neoplecostomini e parece ser uma
caracteristica cariotipica derivada para Isbrueckerichthys. A localizagdo sinténica dos
rDNAs 58S e 458 foi verificada para as espécies deste género, a qual € proposta para ser
caracteristica cromossdmica basal no grupo. No entanto, em Isbrueckerichthys ocorre
uma inversdo na posicdo destes sitios TDNAs e evidencia mais um rearranjo
cromossdmico exclusivo para o género. Acumulos in cis do rDNA 5S foram verificados
nas trés espécies de Isbrueckerichthys e geraram um heteromorfismo de tamanho deste
par cromossomico. Estes dados citogenéticos sdo discutidos para a organizagdo
cariotipica similar em /. calvus, I. duseni e I. saxicola, porém com diferengas exclusivas

em relacdo a outros géneros do grupo.

Palavras-chave: Isbrueckerichthys, acumulo in cis, inversdo cromossomica,

polimorfismo, FISH
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INTRODUCAO

A familia Loricariidae agrupa o maior € o mais diverso numero de espécies da
ordem Siluriformes (ESCHMEYER; FRICKE, 2016) e seus dados -cariotipicos
demonstram uma enorme diversidade de caracteres cromossémicos, no entanto, com
algumas tendéncias de evolucdo cromossdmica bem caracterizadas dentro de cada uma
de suas subfamilias (ZIEMNICZAK et al.,, 2012). O grupo apresenta uma vasta
distribuicdo geografica, estendendo-se por toda a regido Neotropical, abrangendo as
Américas: Central e do Sul, desde a Costa Rica até a Argentina (REIS et al., 2003).
Estes peixes sdo recobertos por placas dérmicas, motivo pelo qual sdo chamados
popularmente de cascudos; além disso possuem a boca em forma de ventosa na regido
ventral do corpo. Vivem na regido bentonica, alimentando-se de algas do perifiton e de
detritos. Alguns exemplares desta familia sdo apreciados como alimentos e as espécies
menores utilizadas para fins ornamentais. Podem ficar fora da 4gua por longos periodos,
pois além de respirarem pelas branquias também o fazem pela parede vascularizada do
estomago (REIS et al., 2003).

Isbrueckerichthys foi proposto por Derijst (1996) para incluir as espécies
Pareiorhaphis  duseni e Pareiorhaphis alipionis. Trés espécies descritas de
Isbrueckerichthys: Isbrueckerichthys alipionis (GOSLINE, 1947), Isbrueckerichthys
duseni (MIRANDA-RIBEIRO, 1907) e Isbrueckerichthys epakmos Pereira & Oyakawa,
2003 eram atribuidas como endémicas da bacia do rio Ribeira de Iguape.
Posteriormente, duas novas espécies, Isbrueckerichthys calvus Jerep, Shibatta, Pereira
& Oyakawa, 2006 e Isbrueckerichthys saxicola Jerep, Shibatta, Pereira & Oyakawa,
2006 foram descritas em subafluentes da bacia do rio Tibagi (Paranapanema, Alto Rio
Parand) e ampliaram na faixa de distribui¢do geografica do género (JEREP et al., 2006).
Espécies deste género sdo distinguidos de outros loricariideos devido aos caracteres:
tamanho corporal pequeno ou médio, pequena area nua atras do pterdtico supracleitro,
abdomen com pequenas placas embebidas na pele entre o arco peitoral e a base da
nadadeira pélvica, nadadeira dorsal com um espinho, sete raios ramificados e pedunculo
caudal ovoide em secdo transversal (PEREIRA; OYAKAWA, 2003). Isbrueckerichthys
sofreu realocacdes filogenéticas em diferentes subfamilias e genéros da familia
Loricariidae. Ja estiveram alocados no género Pareiorhaphis (GOSLINE, 1947) e
subfamilia Hypostominae (FERRARIS, 2007). Atualmente, Isbrueckerichthys compde

entre os Neoplecostomini, que conta com 58 espécies e outros cinco géneros
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Neoplecostomus, Kronichthys, Pareiorhaphis, Pareiorhina e Pseudotocinclus
(ARMBRUSTER 2004; CHIACHIO; OLIVEIRA; MONTOYA-BURGOS, 2008;
ROXO; OLIVEIRA; ZAWADZKI et al. 2012; LUJAN et al., 2015).

Estudos citogenéticos em peixes auxiliam na compreensdo de diversos fatores,
tais como: no estabelecimento de relagdes filogendticas, contribuem com a
citotaxonomia de grupos criticos, ajudam na das espécies e, permitem inferéncias de
biologia evolutiva e da diversifica¢do cariotipica nos mais diversos grupos (ARTONI et
al., 2009). Dados cromossdmicos em Neoplecostomini s3o escassos e evidenciaram que
as espécies desta tribo apresentam um numero diploide (2n) conservado de 54
cromossomos € poucas modificagdes estruturais em sua organizagdo cariotipica
(ZIEMNICZAK et al., 2012). Em Isbrueckerichthys, dados cariotipicos convencionais
revelaram a manuten¢@o do 2n = 54 cromossomos em /. duseni (ALVES, 2000; ALVES
et al., 2005; ZIEMNICZAK et al., 2012), além de poucos blocos de heterocromatina e
sintenia dos DNAs ribossomais 5S e 45S em I. duseni (ZIEMNICZAK et al., 2012).

Desta forma, com a lacuna de conhecimento acerca do caridtipo de espécies
pertencentes ao género Isbrueckerichthys, a possibilidade de espécies ndo descritas e a
necessidade de caracteres diagndsticos para a descricdo e elucidacdo sistematica neste
género, o presente trabalho descreveu e comparou os caridtipos de trés espécies
Isbrueckerichthys em seis pontos de amostragem de tributdrios das bacias dos rios
Tibagi e Ribeira. Assim, no presente trabalho foram analisados os cariotipos de trés
espécies do género: [. duseni, I. saxicola e I calvus, buscando caracteres
cromossOomicos diagnosticos entre elas, entender os processos evolutivos que estiveram
envolvidos nos processos de diferenciag¢@o cariotipica e auxiliar na citototaxonomia de

Neoplecostomini.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisados 10 fémeas e 10 machos, de cada um dos seis locais de
amostragem de Isbrueckerichthys, sendo: (1) L. cf. duseni, riacho da Areia, Ponta Grossa
— PR, (2) I duseni, rio Acungui, Campo Largo — PR, (3) I cf. duseni, rio Itaiacoca,
Ponta Grossa — PR, (4) I. cf. calvus, rio Charqueada, Ortigueira — PR, (5) 1. calvus, rio
Juruba, Apucarana — PR e; (6) 1. saxicola, rio Jacutinga, Londrina — PR (Figura 1). A
captura das espécies na natureza estd em conformidade com a autorizag¢do do Instituto
Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (Licenga permanente para coleta de
material zoologico ICMBio/SISBIO: 15117-1. Os procedimentos de manuseio e bem
estar animal estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Estadual de Ponta Grossa e legislagdo brasileira (Protocolo CEUA:
13/2014).

Os cromossomos mitoticos foram obtidos por meio da técnica de “air drying”,
descrita por Bertollo et al. (1978) e o bandamento C seguiu o protocolo proposto por
Sumner (1972). As sequéncias do rDNA 5S e 18S foram sintetizadas como sondas por
PCR utilizando como molde DNA nuclear de /. calvus. As reagdes de PCR com primers
especificos para cada sequéncia foi realizada com 20 ng DNA molde, tampdo Taq
polimerase 1X = 2 mM MgCl,, 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28 uM de dTTP, 12 uM
de digoxigenina 11- dUTP (Roche Applied Science) para o tDNA 18S ou 12 uM
biotina 16 dUTP (Roche Applied Science) para o rDNA 5S, 1 uM de cada primere 1 U
de Taqg DNA polimerase. A hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada em
condi¢des de estrigéncia proxima a 82% (2.5 ng/uL de sonda, 50% formamida, 2xSSC e
10% sulfato dextrano por 18 h a 42° C). A deteccdo do sinal de fluorescéncia para
sondas biotiniladas foi realizada usando streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes, Carlsbad, CA, USA) e para sondas com digoxigenina foi utilizado o composto
anti digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos foram
contracorados com 0.2 ug mL™' of 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) em meio de
montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA).

As hibridizagdes foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 e Camera Zeiss Axio Cam MRm de Captura Monocromatica com
sensor CCD e resolu¢do de 1.4 mega pixels acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®). As imagens foram selecionadas para organizar os cariotipos, onde os

cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versio CS6, e
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organizados em pares de homodlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan et al. (1964).
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RESULTADOS

O nuamero diploide observado em todas as populag¢des foi de 54 cromossomos,
com formula cariotipica constituida por 14m+26sm+14st/a ¢ NF = 108 (Figura 2). As
seis amostragens de Isbrueckerichthys evidenciaram uma distribuicdo de blocos de
heterocromatina evidentes em regido proximal e equidistante, predominantemente em
cromossomos submetacéntricos e subtelo/acrocéntricos, com destaque para o grande
bloco heterocromatico do par 8, o qual apresenta heteromorfismo de tamanho para
exemplares das trés populagdes de /. duseni da bacia do rio Ribeira e de 1. calvus do rio
Juruba (Figura 2). Nas espécies I. cf. calvus e I. saxicola dos rios Charqueada e
Jacutinga, respectivamente, apresentaram o de tamanho e a localizagdo bloco
heterocromatico nos cromossomos do par 12 (Figura 2) (Marcador). A hibridagdo in situ
fluorescente evidenciou a localizagdo do sitio de rDNA 5S correspondente ao
heteromorfismo de tamanho do bloco heterocromatico para o par cromossdémico 8 nas
tré€s populacdes de I. duseni e na populacdo de I calvus do rio Juruba e, para o par
cromossdmico 12 em /. cf. calvus (Charqueada) e 1. saxicola (Figura 2, detalhe). O sitio
de rDNA 18S se mostrou sinténico e adjacente em posicdo distal aos sitios do rDNA 5S
(Figura 2, detalhe). Os blocos de rDNA 5S evidenciados pela FISH, apresentaram
diferentes situa¢des quanto ao tamanho e acumulo de sequéncias no cistron: bloco de

tamanho grande, médio/pequeno e, auséncia de deteccdo (Figura 2, detalhe).
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DISCUSSAO

Os dados cariotipicos ja descritos para Loricariidae demonstram uma enorme
diversidade de caracteres cromossdmicos apresentando, no entanto, algumas tendéncias
evolutivas bem caracterizadas entre as distintas subfamilias. O niimero diploide de 54
cromossomos ¢ considerado 2n basal putativo em Loricariidae, visto que este nimero se
encontra presente em géneros basais da familia e no grupo irmdo da superfamilia
Loricarioidea, com dados citogenéticos descritos para Trichomycteridae (ARTONI;
BERTOLLO, 2001; ZIEMNICZAK et al., 2012). Entre os provaveis grupos basais de
Loricariidae (ARMBRUSTER, 2004), os géneros com dados cariotipicos relatados
(Isbrueckerichthys, Kronichthys, Pareiorhina, Pseudotocinclus e Neoplecostomus)
conservam esse nimero diploide e uma estrutura cariotipica geral similar, incluindo as
espécies analisadas neste estudo (Tabela 1). As poucas variagdes visualizadas na
estrutura geral dos caridtipos para Isbrueckerichthys corroboram a proposta da
estabilidade cromossdmica de Neoplecostomini (ALVES et al., 2005; KAVALCO et
al., 2005; CENTOFANTE et al., 2011; ZIEMNICZAK et al., 2012). As principais
variacdes cromossomicas descritas estdo nas pequenas variagdes de formula cariotipica
e localizagdo de blocos heterocromaticos e sitios rDNA 5S e 18S (ZIEMNICZAK et al.,
2012).

A auséncia de grandes e numerosos blocos de heterocromatina foi considerado
um caracter cariotipico plesiomorfico presente em géneros de Loricariidae com
conservagdo cariotipica € no grupo irmio Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al.,
2012). Entre os Neoplecostomini, os grandes blocos heterocromaticos detectaveis estdo
essencialmente localizados nos cistrons tDNA 5S e 18S (ALVES et al., 2005;
KAVALCO et al., 2005; ZIEMNICZAK et al., 2012). Em espécies de Neoplecostomus,
por exemplo, a heterocromatina ¢ melhor visualizada apenas em dois pares
cromossomicos detentores dos cistrons TDNA. As trés espécies de Isbrueckerichthys
deste estudo apresentaram um numero maior de blocos heterocromaticos detectaveis,
essencialmente em posi¢des equidistantes em relagdo ao centrdomero de alguns pares
submetacéntricos e subtelocéntricos. A presenga destes blocos diferencia
Isbrueckerichthys cromossomicamente das espécies de Neoplecostomus, Pareiorhina e
Kronichthys (CENTOFANTE et al., 2011; ZIEMNICZAK et al., 2012). De acordo com
Schweizer & Loidl (1987) o padrio de bandas de heterocromatina em posi¢do

equidistante em relagdo ao centromero ocorrem devido a organiza¢do cromossomica na
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interfase nucleica que facilitaria transposi¢cdes destes seguimentos. Transposi¢cdes de
sequéncias repetitivas entre pares cromossomicos foram descritas em Loricariidae pelo
mecanismo de recombina¢do ndo homologa (Non allelic homologous recombination —
NAHR) na origem e espalhamento de blocos de heterocromatina (BARROS et al., 2017,
GLUGOSKI, 2017).

O uso da dupla FISH para a localizagdo dos sitios de rDNA foi aplicada em
poucas espécies de Neoplecostomini. Essencialmente, Kronichthys lacerta e
Isbrueckerichthys duseni ja haviam sido descritos para apresentar sintenia dos rDNAs
5S e 458, assim como no grupo irmao Trichomycteridae (ZIEMNICZAK et al., 2012).
Ja algumas espécies de Neoplecostomus apresentaram sitios do rDNA 5S em
cromossomos diferentes do rDNA 45S (ZIEMNICZAK et al., 2012; DEON, 2017). A
variacdo de tamanho do sitio do rDNA 45 gerando heteromorfismo de tamanho do par
cromossomico ¢ relatada em Neoplecostomini (CENTOFANTE et al, 2011;
ZIEMNICZAK et al., 2012; DEON, 2017). Em Isbrueckerichthys foi observado que a
localizagdo dos rDNA 5S e 45S estdo em posi¢do invertida quando comparado aos
demais Neoplecostomini e Trichomycteridae (CENTOFANTE et al., 2011;
ZIEMNICZAK et al., 2012; DEON, 2017). Neste género, o rDNA 45S esta em posicio
distal e ndo apresenta varia¢do acentuada de tamanho dos sitios. No entanto, o rDNA 5S
em posicdo proximal detém acentuada variacdo do tamanho do sitio em todas as
espécies de Isbrueckerichthys analisadas neste estudo. Essa variacdo de tamanho
cromossomico atribuida ao rDNA 5S colocalizada ao bloco heterocromatico também
parece ser uma caracteristica exclusiva de Isbrueckerichthys.

Este heteromorfismo de tamanho da heterocromatina/f/DNA 5S nos pares
cromossomicos polimorficos de 1. calvus, 1. duseni e I. saxicola é resultado do acimulo
de sequéncias repetitivas in cis causado por erros no pareamento das unidades de
repeticdo do rDNA 5S e crossing-over desigual (GOLD, 1990; PENDAS et al., 1993;
MANTOVANI et al., 2000, VICARI et al., 2008, 2010). O crossing-over desigual entre
sequéncias de DNAs repetitivos ja ¢ muito estudado e frequentemente envolve unidades
de genes inteiros (WALSH; STEPHAN, 2001). Essa distribuicdo desigual dos genes
dentro dos cromossomos pode ser resultado da dele¢do da sequéncia desse gene de uma
cromatide e na duplicagdo do mesmo na outra cromatide, consequentemente
aumentando o numero de copias do gene em um cromossomo ¢ diminuindo no outro
(SMITH, 1976; SZOSTAK; WU, 1980; WALSH; STEPHAN, 2001). Estes mecanismos

tradicionalmente geram um aumento ou diminuicdo do bloco de heterocromatina
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(SMITH, 1976). Em Isbrueckerichthys, as ocorréncias destes mecanismos podem
explicar a intensa variagdo do tamanho do cistrons heterocromatina/rDNA 5S, onde em
alguns casos, o cistron rDNA 58S ndo ¢ detectado pela FISH em um dos cromossomos
do par. Em adi¢@o, a observagdo de apenas 1 cromossomo do par portando rDNAs 5S e
45S em [I. saxicola indica que eventos de dele¢do também podem estar atuando na
diversifica¢do deste par cromossomico.

As espécies de Isbrueckerichthys sdo diagnosticadas por poucos e sutis
caracteres morfoldgicos (PEREIRA; OYAKAWA, 2003; JEREP et al., 20006). E
conhecido que alteragdes cromossOmicas atuam na especiagdo por prevenir a
introgressdo génica (FARIA; NAVARRO, 2010; BARBOSA et al., aceito para
publicacdo). A comparagdo citogendtica realizada neste trabalho ndo evidenciou
variagdo cariotipica entre as espécies do género e, desta forma, a especiacio neste grupo
de cariotipos similares deve ser melhor investigada por outros mecanismos genéticos.
No entanto, a analise cariotipica de Isbrueckerichthys demonstrou que as espécies deste
género possuem divergéncias cromossomicas em relacdo aos demais Neoplecostomini,
as quais estdo correlacionadas principalmente em relacdo ao maior numero de blocos
heterocromaticos nos cromossomos ¢ a inversao dos sitios sint€nicos de rDNA 5s e 45S
quando comparados as demais espécies da tribo. Essas caracteristicas cromossomicas
sdo exclusivas de Isbrueckerichthys e devem estar na base da diversificagdo do género .

Os resultados citogenéticos encontrados para as espécies de Isbrueckerichthys
das bacias dos rios Ribeira e Tibagi demonstram um 2n conservado e corroboram a
proposta de estabilidade cariotipica em Neoplecostomini (ZIEMNICZAK et al., 2012;
DEON, 2017). Contudo, as variacdes observadas quanto aos blocos de heterocromatina,
a inversdo paracéntrica para a localiza¢do sinténica dos rDNAs 58S e 45S e o acumulo in
cis do rDNA 58S sdo exclusivos para as espécies do género, tornando-os diferenciados

cromossomicamente, at¢ o momento, dos demais Neoplecostomini.
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Figura 1. Mapa do estado do Parand com destaque para as bacias dos rios Tibagi e Ribeira. Riacho da
Areia, Ponta Grossa — PR (1), rio Agungui, Campo Largo — PR (2), rio Itaiacoca, Ponta Grossa — PR (3),
rio Charqueada, Ortigueira — PR (4), rio Juruba, Apucarana — PR (5) e rio Jacutinga, Londrina — PR (6).
(Fonte: http://www.meioambiente.pr.gov.br/ - Secretaria do Meio Ambiente e Recursos Hidricos -

SEMA).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou as primeiras evidéncias de genética molecular para sequéncias
pseudogenes do rDNA 5S com evolvimento na formagao de sitios frageis, propensos as quebras

e rearranjos cromossdmicos no género Ancistrus.

A caracterizagdo estrutural e funcional do rRNA 5S de Ancistrus sp. demonstrou a
existéncia de copias variantes do RNA ribossdmico menor e, que apenas a copia denominada de

rRNA 58.1 ¢ funcional neste genoma.

A localizacdo in situ das copias rDNA 5S.1, rDNA 5S5.2 e ITS em posicdo centromérica
de um par cromossomico metacéntrico reune todas as evidéncias capazes de explicar o rearranjo

do tipo fusdo Robertsoniana.

Copias ndo funcionais do rDNA 5S (rDNA 5S.2) foram descritas para atuar como sitios

frageis para as quebras cromossomicas.

A localizag@o de ITS em Ancistrus foi proposto também para atuar como ponto quente
para rearranjos cromossomicos no género, explicando rearranjos do tipo inversdo que sio

mapeados neste grupo.

Na tribo Neoplecostomini, os marcadores cromossdmicos foram localizados em posi¢ao

conservada, com pouca variagdo cariotipica, corroborando descri¢des citogenéticas anteriores no

grupo.

Trés espécies de Isbrueckerichthys tiveram seus caridtipos organizados, os quais se
mostraram conservados no género, com sintenia dos rDNAs e actmulos in cis do tDNA 5S

gerando variagdo de tamanho e heteromorfismo deste par cromossomico.

Apesar de conservados, os cariotipos de Isbrueckerichthys mostraram modificagdes
cromossOmicas estruturais do tipo inversao ¢ acimulo de heterocromatina quando comparados

aos demais Neoplecostomini.
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Os resultados deste estudo sdo os primeiros a tentar caracterizar sitios frageis em
Loricariidae. Com os resultados obtidos, parte da ampla variagdo cariotipica visualizada nesta
familia pode ser associada aos pontos de quebra do rDNA 5S ndo funcional, os quais

propiciaram fusdo Robertsoniana.
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7. ANEXOS

Anexo 1 - Barros, A. V., Wolski, M. A. V., Nogaroto, V., Almeida, M. C., Moreira-Filho, O.,
& Vicari, M. R. (2017). Fragile sites, dysfunctional telomere and chromosome fusions: What is
58 ¥rDNA role?. Gene, 608, 20-27.
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