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Resumo

A familia Loricariidae € uma das mais diversificadas da ordem Siluriformes, com espécies
distribuidas entre sete subfamilias: Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae,
Neoplecostominae, Lithogeninae, Delturinae e Ancistrinae. As espécies do género
Ancistrus Kner, 1854, pertencem a subfamilia Ancistrinae, tém mostrado grande variacéo
cariotipica, além de caracteristicas interessantes do ponto de vista citogenético como a
presengca de cromossomos sexuais e polimorfismos cromossomicos. Desta forma o
objetivo do presente trabalho foi caracterizar os cromossomos de quatro espécies do
género Ancistrus (Ancistrus sp. 1 “cupim”, Ancistrus sp. 2 “cupim”, Ancistrus sp.
“mutuca” e Ancistrus sp. “soberbo”) pertencentes a bacia do Paraguai utilizando técnicas
de citogenética classica e molecular para melhor compreensdo da evolugédo cariotipica
dessas espécies. As espécies estudadas apresentaram numero diploide variando de 2n=42
a 2n=54, NOR localizadas em regiGes pericentroméricas e terminais, além de
heteromorfismo de tamanho dessas regides (NOR) em um dos homologos nas quatro
espécies estudadas. O bandamento C mostrou presenca de pouca heterocromatina com
excecdo das espécies Ancistrus sp. 2 “cupim” e Ancistrus sp. “soberbo’ que apresentaram
dois blocos grandes de heterocromatina em um par de cromossomos, tanto nos machos
quanto nas fémeas. Um exemplar fémea da espécie Ancistrus sp. 1 “cupim” também
apresentou um bloco grande de heterocromatina em um dos homologos do par 7, sendo
esses resultados indicativos de provavel relacdo entre esses blocos de heterocromatina e
a diferenciacdo de cromossomos sexuais. Os resultados obtidos pela técnica de FISH
utilizando sondas de DNAr 18S e 5S mostraram que o DNAr 18S esta localizado na
mesma regido da NOR, o DNAr 5S esta distribuido em quatro e cinco pares
cromossomicos e 0 double FISH ndo mostrou co-localizacdo desses genes. No entanto as
espécies Ancistrus sp. 2 “cupim” e Ancistrus sp. “soberbo” mostraram variacdo nos
resultados com marcacdes de DNAr em blocos de heterocromatina. O uso de sonda
telomérica mostrou marcaces nos telémeros dos cromossomos das quatro espécies
estudadas e marcacao pericentromérica em um par de cromossomos da espécie Ancistrus
sp. 2 “cupim”. Nossos resultados evidenciam possiveis rearranjos cromossémicos do tipo
fusdo céntrica, contribuindo com a redugdo do numero diploide e inversdes pericéntricas

e paracéntricas resultando na localizacao dos sitios de DNAr.

Palavras-chave: Ancistrus, rearranjos cromossémicos, evolucéo cariotipica.



Abstract

The Loricariidae family is one of the most diversified of the Siluriformes order, with
species distributed in seven subfamilies: Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Hypostominae, Neoplecostominae, Lithogeninae, Delturinae and Ancistrinae. The
species of the genus Ancistrus Kner, 1854, belong to the subfamily Ancistrinae, have
shown great karyotype variation, and interesting features of the cytogenetic point of view
as the presence of sex chromosomes and chromosome polymorphisms. Thus the aim of
this study was to characterize the chromosomes of four species of Ancistrus genus
(Ancistrus sp. 1 "cupim”, Ancistrus sp. 2 "cupim", Ancistrus sp. "mutuca" and Ancistrus
sp. "soberbo") belonging to Paraguay basin using techniques of classical and molecular
cytogenetics to better understand the karyotype evolution of these species. The species
showed diploid number ranging from 2n = 42 to 2n = 54, NOR located in pericentomeric
and terminal regions, and these regions size heteromorphism (NOR) in one of the
homologous in the four species. The C-banding showed the presence of few
heterochromatin with the exception of species Ancistrus sp. 2 "cupim" and Ancistrus sp.
"soberbo" that had two large blocks of heterochromatin in a pair of chromosomes in both
males and females. An exemplary female of the species Ancistrus sp. 1 "cupim" also
presented a large block of heterochromatin in one of the pair of 7 homologous, and these
results indicating probable relationship between these heterochromatin blocks and
differentiation of sex chromosomes. The results obtained by FISH technique using probes
18S rDNA and 5S showed that the 18S rDNA is located in the same region of NOR, the
5S rDNA is distributed in four and five chromosome pairs and double FISH showed
colocalization of these genes. However of Ancistrus species sp. 2 "cupim” and Ancistrus
sp. "soberbo" showed variation in results with rDNA markings in heterochromatin blocks.
The use of telomeric probe showed markings on the telomeres of the chromosomes of
four species studied and pericentromeric marking on a pair of chromosomes of the species
Ancistrus sp. 2 "cupim™. Our results indicate possible chromosomal rearrangements type
fusion centric, contributing to the reduction of the diploid number and pericentric

inversions and paracentric resulting in the location of rDNA sites.

Key-words: Ancistrus, chromosomal rearrangements, evolution karyotype.
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1 Introducéo Geral

1.1 Peixes Neotropicais e Ordem Siluriformes

Os peixes representam o maior grupo animal entre os vertebrados e sao encontrados
em diversos ambientes marinhos ou de agua doce. A ictiofauna de agua doce neotropical
(América Central e do Sul) é muito diversificada com 8.000 espécies de um total de
24.600 peixes taxonomicamente descritos (KAVALCO; PAZZA, 2007), coorrespondem
a 24% de todas as espécies de peixes validas e sdo encontrados em menos de 0,003% dos
habitats de &gua doce disponiveis no mundo (VARI; MALABARBA, 1998).

A destruicdo e fragmentacdo de ecossistemas aquéaticos neotropicais tém causado a
diminuicdo das populacdes de peixes, e muitas vezes a taxa de reducdo é tdo alta que os
exemplares restantes ndo conseguem restabelecer seu habitat natural. Essas
fragmentacgdes populacionais geram a perda de recursos genéticos causando a extincao de
muitas espécies, sendo irreversivel, pois limita a variabilidade genética dentro de uma
espécie (VONO et al, 2002; ARTONI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009).

Devido a quantidade e variedade de espécies de peixes e as consequéncias geradas
pela destruicdo e fragmentacdo dos habitats, as pesquisas envolvendo a ictiofauna
neotropical estdo em crescente desenvolvimento e sdo indispensaveis para 0
conhecimento e preservacao da biodiversidade das espécies (RYDER, 1986; MORITZ et
al., 1996; VARI; MALABARBA, 1998; TORRES et al., 2004; KAVALCO; PAZZA,
2007; MARIOTTO, 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Dados provenientes da citogenética
classica e molecular tém sido Uteis para auxiliar no esclarecimento de duvidas relativas a
identificacdo e caracterizacdo de espécies de peixes. Além disso, 0s peixes neotropicais
tém mostrado caracteristicas interessantes do ponto de vista citogenético como por
exemplo grande variacdo cariotipica, ocorréncia de polimorfismos cromossémicos,
variacdo no numero diploide, presenca de sistemas de cromossomos sexuais e de
cromossomos supranumerarios (CENTOFANTE et al., 2001; FERRO et al., 2003;
GARCIA et al., 2003; de OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; VENERE et
al, 2008; ARTONI et al., 2009; BELLAFRONTE et al., 2010; HASHIMOTO; FORESTI,
2010; daCRUZ et al., 2011; VICARI et al., 2011; SANTOS et al., 2012; BLANCO et al.,
2013; PARISE-MALTEMPI et al., 2013; CASTRO et al., 2015).



A ordem Siluriformes, juntamente com os Characiformes, sdo as ordens mais
representativas da ictiofauna neotropical. A ordem Siluriformes possui 3707 espécies
validas divididas em 39 familias (ESCHMEYER, 2016). As espécies representativas
desta ordem sdo conhecidas popularmente como bagres e cascudos, possuem habitos
bentbnicos e noturnos, vivem escondidas entre rochas e vegetagdo, e variam tanto na
forma quanto no tamanho. Algumas espécies ndo apresentam escamas, sendo chamadas
de peixes de couro, ou também podem apresentar o corpo parcialmente ou totalmente
coberto por placas Osseas (doradideos e loricariideos) (BRITSKI et al., 1999; FISCH-
MULLER, 2003).

A maioria das espécies da ordem Siluriformes habita ambientes de agua doce, sendo
apenas as familias Ariidae e Plotosidae compostas por espécies marinhas (LOWE
McCONNELL, 1999). Os Siluriformes tém grande importancia econdmica e ecoldgica,
contudo ha poucos estudos sobre a variabilidade genética e diferenciacdo das populacdes
de bagres e cascudos no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009).

1.2 Familia Loricariidae e Género Ancistrus

Dentre os Siluriformes, Loricariidae é considerada a segunda familia com maior
namero de espécies, representada por 919 espécies descritas até o momento
(ESCHMEYER, 2016). As espécies representativas desta familia constituem um grupo
monofilético e estdo distribuidas entre sete subfamilias: Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Hypostominae,  Neoplecostominae, Lithogeninae, Delturinae e  Ancistrinae
(ESCHEMEYER, 2016).

Os peixes representativos destas subfamilias sdo conhecidos popularmente como
cascudos ou acaris, na regido amazonica, e apresentam o corpo dorso/ventralmente
achatado e coberto por placas 6sseas, possuem dentes dérmicos chamados odontodes e se
alimentam de algas e pequenos invertebrados presentes nos fundos de rios e lagos
(BRITSKI, 1972; ISBRUCKER, 1980; BRITSKI, et al., 1999). As espécies pertencentes
a familia Loricariidae possuem grande capacidade adaptativa e sdo encontradas por todo
0 neotropico, em diferentes tipos de habitat como, por exemplo, cérregos distantes da area

urbana e cérregos poluidos de areas urbanas (REIS et al., 2003).

Estudos citogenéticos das espécies da familia Loricariidae tém mostrado grande
diversidade no numero diploide, na formula cariotipica e na localizacdo da Regido



Organizadora do Nucléolo (NOR). Grande parte dos estudos dos cariotipos em
Loricariidae se limita a descri¢gdo do nimero de cromossomos e a formula cariotipica,
sendo necessario o uso de marcadores moleculares, para melhor compreensdo da
evolucdo cariotipica das espécies (ZIEMNICZAK et al., 2012).

A espécies da familia Loricariidae possuem grande variacdo no namero dipl6ide que
vai desde 2n=34 em Ancistrus claro (MARIOTTO et al., 2009) a 2n=96 em Upsilodus
sp. (KAVALCO et al., 2005). Em Loricariidae, espécies com numero diploide 2n=54 e
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos sdo consideradas supostamente basais
(ARTONI, 1996; ARTONI; BERTOLLO, 2001; KAVALCO et al., 2005).

As espécies das subfamilias Neoplecostominae, Hemipsilichthiinae e
Hypoptopomatinae sdo consideradas hipoteticamente basais, por apresentarem
predominancia do numero diploide 2n=54 e NOR Unica na regido intersticial (ALVES,
2000). Em um trabalho realizado por Alves et al (2005) nove espécies estudadas da
subfamilia Hypostominae apresentaram 2n=54 e sete dessas espécies possuem a mesma
estrutura cariotipica observada em espécies de Neoplecostomus da subfamilia
Neoplecostominae.

A NOR Unica localizada na regido intersticial parece ser uma caracteristica ancestral
na familia Loricariidae (ALVES, 2003, 2005 e 2006), sendo esse padréo é observado em
espécies da subfamilia Neoplecostominae e Hypoptopomatinae. Ja foi descrita a NOR
Unica na regido terminal por exemplo na espécie Upsilodus sp., enquanto que ja foi
descrito NORs mudltiplas em espécies da subfamilia Hypostominae (ARTONI,
BERTOLLO, 2001), como é o caso da espécie Hypostomus affinis que possui a NOR
distribuida em cinco pares de cromossomos (KAVALCO et al., 2005).

Rearranjos cromossémicos como inversdes pericéntricas e acUmulo de
heterocromatina sdo condi¢fes importantes na diversificagdo dos cromossomos da
familia Loricariidae e contribuem com a evolucéo cariotipica das espécies desta familia
(MARIOTTO et al.,, 2011). Uma forma de detectar regides que podem sofrido ter
rearranjos cromossdmicos € a utilizacdo de sondas para localizacdo dos teléomeros que
podem detectar as sequéncias teloméricas em regibes intersticiais teloméricas internas
(ITS) (MEYNE et al., 1990, OCALEWICZ et al., 2011; OCALEWICZ, 2013).

Os ITS podem estar co-localizados em regides de quebra cromossémica, tornando-se
sitios chamados de “hot spots” para recombinag¢do (ASHLEY; WARD, 1993). A presenca

de sequéncias teloméricas em regides internas dos cromossomos pode indicar locais nos



quais rearranjos cromossdmicos como fusdes ou inversdes podem ter ocorrido ao longo
da evolucdo do genoma (NANDA; SCHMID, 1994; GO et al., 2000). Entretanto, ndo séo
todos os locais de rearranjos cromossdmicos que apresentam sequéncias teloméricas
(GARAGNA et al., 1995; NANDA et al., 1995).

Rosa e colaboradores (2012) identificaram a presenca de ITSs em Rineloricaria lima,
pertencente a subfamilia Loricariinae, presente em diferentes locais. Os autores
descreveram oito cariotipos diferentes para essa espécie, variando de 2n=66 a 2n=70. Dos
cariotipos estudados, quatro apresentaram ITSs em regides centroméricas e intersticiais
levando os autores a sugerir varias hipoteses de rearranjos cromossdémicos, como fusdes,
translocacdes e inversdes. Os autores também identificaram a presenca de ITS e DNAr
5S encontradas juntos em locais de fusédo cromossémica, sugerindo que estas sequéncias
de DNA repetitivo poderiam agir como sitios de fusdo de cromossomos.

Uma outra espécie de Rineloricaria lanceolata estudada por Porto et al (2014)
mostrou variacdo no numero diploide de 2n=48 a 2n=45. Regides de ITS foram detectadas
em regides pericentroméricas de espéecies com caridtipos 2n=47, 2n=46 e 2n=45 e além
de ITS, em algumas espécies foi detectado também a presenca de heterocromatina.
Segundo os autores, a hipoOtese de rearranjo cromossémico do tipo fusdo pode ser
sustentada pela presenca de ITS da regido pericentromérica de dois pares de cromossomos
submetacéntricos de tamanho médio e em um cromossomo submetacéntrico maior, onde
os ITS pré-existentes teriam sido preservados durante a fusdo. Os autores acreditam que
0 cromossomo submetacéntrico de tamanho médio que resultou de fusdo
pericentromérica pode ter locais de maior suceptibilidade a quebras, facilitando a
ocorréncia de uma outra fusdo que originaria 0 cromossomo submetacéntrico maior.

O género Ancistrus Kner, 1854 um dos mais diversificados da tribo Ancistrini,
pertence a subfamilia Ancistrinae e possui atualmente 68 espécies reconhecidas como
vélidas (ESCHMEYER, 2016). As especies do género Ancistrus se diferenciam das
demais da familia Loricariidae por ndo possuirem placas e odontodes, possuindo apenas
pequenos tentaculos carnudos e odontodes interoperculares bem desenvolvidos. O género
também é caracterizado pela ocorréncia de cuidado parental de ovos e larvas, de modo
gue este comportamento ocorre principalmente entre os individuos machos que protegem
0 ninho de predadores e machos rivais durante 10 dias apds a ecloséo dos ovos (SABAJ
etal., 1999).

Em algumas espécies ha dimorfismo sexual nas quais os barbilhdes dos machos sdo
mais desenvolvidos do que os das fémeas (ISBRUCKER; NIJSSEN, 1992; SABAJ et al.,



1999). Sabaj e colaboradores (1999) acreditam que os barbilhdes mais desenvolvidos nos
machos de algumas espécies tem aparéncia das larvas e desta forma poderiam ser usados
para fingir a presenca de larvas no ninho e se tornarem mais atrativos para as fémeas.

As espécies do género Ancistrus apresentam grande similaridade morfologica,
transformando-o em um grupo taxonomicamento complexo (de OLIVEIRA, 2009),
possuem pouca vagilidade, permanecem escondidos em troncos e pedras durante o dia e
possuem habitos noturnos (BURGESS, 1989; ZUANON, 1999). Embora as espécies de
Ancistrus sejam amplamente distribuidas pelos rios e riachos neotropicais, as bacias dos
rios Amazonas e Paraguai nos estados do Amazonas, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul

abrigam o maior nimero e diversidade de espécies do género (FISCH-MULLER, 2003).

1.3 Citogenética no género Ancistrus

Informacdes cariotipicas relacionadas ao numero dipldide e localizacdo do
centrdmero, distribuicdo de heterocromatina constitutiva, numero e localizacdo das
regides organizadoras de nucléolo e localizacdo de DNAr 18S e 5S podem ser usadas para

melhor compreensédo da evolucdo cromossdmica das espécies de Ancistrus.

As espécies do género Ancistrus possuem grande diversidade no nimero diploide que
varia de 2n=34 a 2n=54 cromossomos (ALVES et al., 2003; MARIOTTO et al., 2004;
SOUZA et al., 2004; ALVES et al., 2005; MARIOTTO; MIYAZAWA, 2006; de
OLIVEIRA et al., 2006, 2007 e 2008; MARIOTTO, 2009; MARIOTTO et al., 2011;
MARIOTTO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015) (Tabela 1). Os trabalhos envolvendo os
cromossomos dos Ancistrus até 2003 relatavam o nimero diploide de 2n=52 como sendo
supostamente ancestral nas espécies analisadas e a presenca predominante de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (ARTONI; BERTOLLO, 2001;
SOUZA, 2003; de OLIVEIRA, 2006). Estudos realizados posteriormente evidenciaram
espécies com numero diploide 2n=54, sendo que os caridtipos apresentaram grande
quantidade de cromossomos acrocéntricos indicando a ocorréncia de possiveis
rearranjos cromossdémicos (de OLIVEIRA, 2009; MARIOTTO, 2011).

Em Ancistrini, os principais rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolugdo
cariotipica das espécies sdo as inversdes pericéntricas e paracéntricas (ALVES et al.,

2003) e alguns autores sugerem que fusdes céntricas sejam responsaveis pela reducao do



numero dipldide encontrado em algumas espécies de Ancistrus (LARA, 1998; ALVES et
al., 2003; SOUZA, 2003).

O unico estudo utilizando sondas teloméricas em espécies de Ancistrus foi realizado
por Favarato e colaboradores (2016) e as espécies estudadas, Ancistrus sp. ‘‘Purus,”’
Ancistrus sp. ‘“Cataldo,”” Ancistrus dubius, Ancistrus maximus, Ancistrus ranunculus e
Ancistrus aff. dolichopterus, apresentaram apenas marcacgdes nas regides terminais dos
cromossomos. Ja a espécie Ancistrus dolichopterus mostrou marcacdo na regido
intersticial em um par de cromossomos metacéntricos e na regido intersticial nos
Cromossomos sexuais Z2Z2 nos machos e Z2W2 nas fémeas.

Além da interessante variagdo no numero diploide encontrada nas espécies de
Ancistrus, ja foi também descrita a presenca de sistemas de cromossomos sexuais do tipo
ZZIZW e XXIXY em populacdes de Ancistrus cf. dubius do pantanal do Mato Grosso
(MARIOTTO et al. 2004; MARIOTTO; MIYAZAWA, 2006), XX/XO em Ancistrus n.
sp. 1 (ALVES et al., 2006) e sistemas mdultiplos dos tipos XX/XY1Y2 e
Z71717272/717Z2\W1W?2 para as espécies Ancistrus sp. 1 “Balbina” e Ancistrus sp. 2
“Barcelos” provenientes da Amazonia (de OLIVEIRA et al. 2008).

A diferenciacdo dos cromossomos sexuais Z e W ja foi relatada para outras
espécies de peixes neotropicais, sendo descrito cinco diferentes processos para a
diferenciacdo: 1- acumulo de heterocromatina no braco longo do cromossomo W,
causando um aumento desse cromossomo em relacdo ao Z; 2- acUmulo de
heterocromatina seguido da diminuicdo de tamanho durante a diferenciacdo do W, 3-
substituicdo de heterocromatina no Z e W sem alteracdo de tamanho; 4- rearranjo
cromossomico do tipo inversdo sem mudanca na heterocromatina; 5- rearranjo
cromossémico do tipo inversdo com perda de heterocromatina. Das diferentes hipoteses
sobre a origem de cromossomos sexuais em peixes, 0S rearranjos cromossdémicos e a
heterocromatizacdo sdo os mais aceitaveis (HAAF; SCHMID, 1984; PHILLIPS;
IHSSEN, 1985; GALETTI JR.; FORESTI, 1986; MOREIRA-FILHO et al., 1993,
ARTONI et al., 2001; VICARI et al., 2006; ROSA et al., 2006; DINIZ et al., 2007).

Em sistemas simples de cromossomos sexuais, 0 acumulo de sequéncias
repetitivas seguido de duplicacdo em tandem destas € um passo importante, pois diminui
a possibilidade da recombinacao entre cromossomos que carregam genes de determinacgéo
do sexo, causando como consequéncia a diferenciacdo dos cromossomos (HAAF;
SCHMID, 1984; MOLINA, 1995; NANDA, et al., 1990; KOEHLER et al., 1997;
CHARLESWORTH et al., 2005; CIOFFI et al., 2010a; CIOFFI et al., 2012). A



diferenciacdo dos homologos em sistemas simples de cromossomos sexuais pode ocorrer
através de inversdes pericéntricas, adicdo ou delecdo de heterocromatina nos
cromossomos X, Y, Z e W (ANDREATA et al., 1992; MESTRINER et al., 1995;
ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000; CENTOFANTE et al., 2002; MOLINA et al., 2007;
VICARI et al., 2008; CIOFFI et al., 2010b; PAZIAN et al., 2013).

Nos sistemas mdaltiplos sexuais, 0s rearranjos cromossémicos, como fissdes,
fusbes céntricas, inversdes e translocacdes, sdo responsaveis pela diferenciacdo desses
Cromossomos, uma vez que esses rearranjos favorecem a ligacdo de genes dispersos pelo
genoma, acarretando na fixacdo desses sistemas de cromossomos sexuais (UYENO;
MILLER, 1972; WHITE, 1973; BERTOLLO et al., 1997; BLANCO et al., 2013;
BLANCO et al., 2014).

Na espécie Ancistrus sp. 1 “Balbina” que possui sistema multiplo de cromossomos
sexuais com machos apresentando ndmero diploide 2n=39, Renildo e colaboradores
(2008) acreditam que fusdo céntrica seguida por inversdes pericéntricas nos Cromossomos
Y1 e Y2 sejam responsaveis pela diferenciacdo de cromossomo sexuais. Os autores
propGem duas vias para origem dos caridtipos nos machos desta espécie: na primeira via
ocorreu a fusdo de cromossomos acrocéntricos seguido por fissdo de um dos homdlogos
do par 2, gerando dois cromossomos acrocéntricos pequenos seguido de inversoes
pericéntricas gerando cromossomos metacéntricos pequenos que seriam 0 Y1 e Y2.
Poderia também ter ocorrido fusdo cromossdmica apenas de um dos homologos do par
2, seguida de translocacdo em dois acrocéntricos, gerando dois C€romossomos
metacéntricos pequenos que seriam 0 Y1 e Y2. Nas fémeas com 2n=38 a fusdo do
conjunto de cromossomos acrocéntricos poderia ter originado o X.

Além de sistemas sexuais, outra caracteristica interessante descrita para o grupo
dos Ancistrus é a presenca de polimorfismo cromossémico relacionado a regido
organizadora de nucléolo (NOR), como descrito para Ancistrus cuiabae, para o qual
foram descritos trés citétipos diferentes em fungdo deste polimorfismo. Esta espécie
apresenta nimero dipléide 2n=34, sendo o citétipo A com a NOR em par metacéntrico,
0 citétipo B com a NOR em um cromossomo metacéntrico e em um acrocéntrico e o
citétipo C com NOR em um par de cromossomos acrocéntricos (MARIOTTO et al.,
2009). NOR unica é considerada por alguns autores como uma caracterisica conservada
nas espécies do género Ancistrus, sendo que na maioria das espéecies este sitio esta
localizado na regido intersticial (MARIOTTO et al., 2004; MARIOTTO; MIYAZAWA,
2006; de OLIVEIRA et al., 2008; MARIOTTO et al., 2009; MARIOTTO et al., 2013).



Porém, NORs multiplas ja foram descritas para espécies da tribo Ancistrini como em
Peckoltia sp. 1 e Peckoltia sp. 2 (SOUZA, 2003) e Hemancistrus spilomma (de
OLIVEIRA, 2006).

As regifes organizadoras de nucléolos (NOR) s&o sitios cromossdmicos onde o
DNA ribossomal 45S é transcrito.O DNAr 45S possui trés genes: RNAr 18S, 5,8S e 28S,
estes genes sdo sequéncias de DNA repetitivo, dispostos em tandem. O DNAr 5S é uma
sequéncia de DNA intercalada com espacadores ndo transcritos e que ndo esta localizado
na NOR. Tanto a localizacdo fisica do DNAr 5S quanto do DNAr 18S tem sido bastante
usadas para melhor caracterizacdo de diferentes espécies de peixes, contribuindo com
estudos evolutivos dos cromossomos de diversas espécies de peixes neotropicais
(GALETTIJR., 1998).

Embora em grande parte dos eucariotos, 0s genes 45S e 5S estejam organizados
separadamente, j& foram encontradas sintenias entre esses dois genes em diferentes
espécies de peixes, como é o caso descrito no trabalho realizado por Mariotto e
colaboradores (2011), no qual os autores hibridaram sondas de dois genes (5S e 18S) em
espeécies de Ancistrus de trés bacias hidrograficas do Mato Grosso e encontraram sintenia
nas espécies Ancistrus claro, Ancistrus sp. 04, Ancistrus sp. 08 e Ancistrus cf. dubius.
Ziemniczak (2011) sugere que a sintenia entre o0 DNAr 18S e 5S em um par de
cromossomos seja uma condic¢do primitiva para Loricariidae.

Além de importantes como marcadores citotaxonémicos, as sequéncias repetitivas
de RNAr 18S e 5S podem também fornecer dados interessantes do genoma, como o
descrito por Favarato e colaboradores (2016). Esses autores estudaram estas sequéncias
junto com sequéncias teloméricas em espécies de Ancistrus da regido Amazodnica e
conseguiram identificar regiGes frageis no genoma conhecidos como hotsposts. Nesse
caso, a localizacdo dos genes ribossomais atuou como marcador para identificacdo de
rearranjos cromossomicos permitindo aos autores uma melhor compreensdo dos
processos de rearranjos cromossomicos e a fixacdo dos mesmos.

Diante do exposto, 0 género Ancistrus pode ser considerado um grupo bastante
interessante do ponto de vista cromossomico. Além de mostrarem caridtipos pouco
conservados, estdo presentes no grupo, espécies com caracteristicas interessantes como
presenca de cromossomos sexuais e polimorfismos estruturais (MARIOTTO et al., 2004),

além de muitas espécies ainda ndo descritas. Resultados obtidos por meio de estudos



envolvendo a citogeneética classica e molecular sdo de grande importancia para o

entendimento da diversidade cariotipica, evolucdo e sugestdes de espécies cripticas.
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Tabela 1. Espécies de Ancistrus estudadas do ponto de vista cromossémico, com Nudmero diploide (2n), Numero fundamental (NF), Sistema de cromossomos
sexuais (SCSex.), localizacéo (rio/Estado) e referéncia..

Espécies N° NF | NOR S C. Sex. Rio/Estado Referéncia

diploide
Ancistrus cf. dubius 2n=42 84 16° sm (intersticial) Rio Coxipé — MT Mariotto et al., 2006
Ancistrus cf. dubius 2n=42 84 16° sm (intersticial) XXIXY Corrego Pari — MT Mariotto et al., 2006
Ancistrus cf. dubius 2n=42 84 16° sm (intersticial) XXIXY Corrego Flechas — MT Mariotto et al., 2006
Ancistrus cf. dubius 2n=42 84 16° sm (intersticial) XXIXY Corrego Fundo — MT Mariotto et al., 2006
Ancistrus cuiabae 2n=34 68 2° m (terminal) Corrego Arrombado — MT  Mariotto et al., 2009
Ancistrus cuiabae 2n=34 67 2°m (terminal)/ 2°a (intersticial) Corrego Arrombado — MT ~ Mariotto et al., 2009
Ancistrus cuiabae 2n=34 66 2° a (intersticial) Corrego Arrombado — MT ~ Mariotto et al., 2009
Ancistrus abilhoai 2n=48 90 13° sm (terminal) Rio lguagu — PR Ribeiro et. al., 2015
Ancistrus claro 2n=54 84 21° a (intersticial) Rio Coxipé — MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 03 2n=54 84 21° a (intersticial) Corrego Pari — MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 01 2n=54 84 21° a (intersticial) Corrego Pipa—MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 04 2n=52 82 22° a (intersticial) Corrego Sédo José —-MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 06 2n=50 86 21° a (intersticial) Rio Matrixa -MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus tombador 2n=50 84 20° a (intersticial) Rio Preto - MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus sp. 13 2n=40 80 18° sm (terminal) Corrego Salgadinho — MT Mariotto et. al., 2013
Ancistrus n.sp.1 2n=38 5° m (intersticial) Rio S&o Francisco - AC Alves et. al., 2003
Ancistrus n. sp. 2 2n=52 24° st (terminal) Rio Betari— SP Alves et. al., 2003
Ancistrus multispinnis 2n=52 17¢ st (terminal) Rio Itapocu — SC Alves et. al., 2003
Ancistrus sp."Piagagu” 2n=52 78 3 26° a (intesticial) ZZ|ZWN Rio Purus — AM de Oliveira et. al., 2007

79 ¢

Ancistrus ranunculus 2n=48 82 16° st (intersticial) ZZIZ\WN Rio Xingu — PA de Oliveira et. al., 2007
Ancistrus sp. 1 "Balbina" 2n=3934 78 4 12° m (terminal) Corrego Barretinho - AM de Oliveira et. al., 2008

2n=38 ¢ 76 ¢ 23°a(intersticial)
Ancistrus sp. 2 "Barcelos” 2n=52 80 &
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Ancistrus cf. dubius

Ancistrus sp. 08
Ancistrus sp. Purus
Ancistrus sp. Macoari

Ancistrus sp. Dimona
Ancistrus sp. Vermelho
Ancistrus sp. Trombetas
Ancistrus n sp. 1

Ancistrus n sp. 2
Ancistrus sp. 1 "Cupim

Ancistrus sp. 2 "Cupim”
Ancistrus sp. "Mutuca”
Ancistrus sp. "Soberbo™

2n=44

2n=44
2n=34
2n=46

2n=52
2n=42
2n=38
2n=3943
2n=409
2n=52
2n=42
2n=50
2n=54
2n=54

79 2

80

84
88
92
94

13° sm (intersticial)
4° m (terminal)
19° a (terminal)

13° st (intersticial)
20° a (terminal)

19° a (terminal)

20° sm (subterminal)

15° st (subterminal)

9° m (pericentromérica)
17¢ st (pericentromérica)
9° m (terminal)

17° m (terminal)

Z1717272/7172W1
w2
ZZIZ\WN

ZZ]Z\WN
XXIXY
XXIXY

XXIXO

Rio Demeni —-AM

Corrego proximo a Serra
das Araras — MT

Rio Currupira— MT

Rio Purus - AM

Rio Branco — RR

Rio Dimona - AM
Rio Demeni — AM
Rio Trombetas — PA
Rio Vermelho - GO

Rio Guaruva - SC
Corrego Cupim — MT
Corrego Cupim — MT
Corrego Mutuca — MT
Rio Soberbo - MT

de Oliveira et. al., 2008
Mariotto et. al., 2004

Mariotto et. al., 2011
de Oliveira et al., 2009
de Oliveira et al., 2009

de Oliveira et al., 2009
de Oliveira et al., 2009
de Oliveira et al., 2009
Alves et al., 2006

Alves et al., 2006
presente trabalho
presente trabalho
presente trabalho
presente trabalho
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2 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo, identificar e descrever os cromossomos das espécies
de Ancistrus encontradas nos corregos Cupim e Mutuca e rio Soberbo, uma vez que ndo ha
ainda dados cromossdmicos das espécies encontradas nesses locais. As andlises foram
conduzidas utilizando técnicas de citogenética classica e molecular, focando principalmente na
busca por cromossomos marcadores para O @énero, polimorfismos cromossémicos,
Cromossomos sexuais e Cromossomaos supranumerarios, que pudessem contribuir para aumentar
os dados para comparacOes entre diferentes espécies do género aumentando assim o
entendimento da historia evolutiva do grupo, além de fornecer dados que pudessem auxiliar na

descri¢cdo taxondmica das espécies deste grupo de peixes.



13

3 Material e Métodos
3.1 Material

3.1.1 Locais de coleta

No presente trabalho foram estudadas quatro espécies do género Ancistrus, coletadas no
cdrrego Cupim, corrego Mutuca e rio Soberbo, pertencentes a Bacia do Paraguai, no Mato
Grosso (Figura 1).

A Bacia do Paraguai abrange os estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, além de
trés paises vizinhos: Paraguai, Argentina e Bolivia. A regido do Mato Grosso abriga um grande
numero de espécies do género Ancistrus e as espécies estudadas até 0 momento mostraram
grande diversidade cariotipica. O estado do Mato Grosso possui grande diversidade de sistemas
aquéticos e vegetacdo de trés ecossistemas: Cerrado, Amazonia e Pantanal, favorecendo a
grande diversidade ictiofaunistica dessa regido (MARIOTTO, 2008).

Figura 1. Pontos de coletas: A — Corrego Cupim localizado na Serra de Sado Vicente, no
municipio de Santo Antdnio do Leverger; B — Corrego Mutuca localizado na Chapada dos
Guimarées, no municipio de Cuiaba; C — Rio Soberbo localizado na Chapada dos Guimaraes,
no municipio de Cuiaba.

Barra do Bugres

Chapada dos Gumardes

CUIABA Cusbé
| Vérzes Grande

MATO GROSSO

Nogza Senhors do Uwamento

Sanio Antinio do Leverger

dacam
530 Pedro da Cpa
Aomeeag o A

s vt Bardo de Meigago

Fonte: Agéncia Nacional das Aguas (ANA).
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O cdérrego Cupim esta localizado na Serra de S&o Vicente, no municipio de Santo
Antoénio do Leverger. O acesso a este corrego € dificil, pois a estrada é bastante ingreme e de
terra. O coOrrego possui vegetacdo em sua volta, grande quantidade de pedras, além de uma
pequena queda d’agua de agua limpida (Figura 2 A e B). O cdrrego Mutuca e o rio Soberbo
ficam localizados na regido da Chapada dos Guimarées e as coletas foram realizadas em locais
utilizados para o lazer de banhistas, possuindo até restaurantes proximo de ambos.. O cérrego
Mutuca possui grande quantidade de pedras e agua limpida (Figura 2 C e D). Ja o rio Soberbo

apresenta menor quantidade de pedras e maior volume de agua (Figura 2 E).

As coletas foram realizadas com auxilio da Profa. Dra. Sandra Mariotto (Instituto
Federal do Mato Grosso) e do Prof. Dr. Liano Centofante (Universidade Federal do Mato
Grosso) entre outubro/2014 a novembro/2015. Para captura dos peixes foram utilizadas tarrafas.
Foram analisados 93 exemplares divididos entre as quatro espécies estudadas do corrego
Cupim, Corrego Mutuca e Corrego Soberbo (Tabela 2). A maioria dos exemplares estudados
das quatro espécies foram fémeas e nas trés coletas realizadas elas apresentavam ovocitos

maduros.

Tabela 2. Nimero de exemplares estudados de cada espécie.

Bacia Espécie N° de Coérrego/ Rio — Local
exemplares

Paraguai Ancistrus sp. 1 “cupim” 62/73 Corrego Cupim — Serra de S&o
Vicente

Paraguai Ancistrus sp. 2 “cupim” 199/11 43 Corrego Cupim — Serra de Séo
Vicente

Paraguai Ancistrus sp. “mutuca” 2092/8¢3 Corrego Mutuca — Chapada dos
Guimardes

Paraguai Ancistrus sp. “soberbo” 140/843 Rio Soberbo — Chapada dos

Guimaraes
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Figura 2. Corregos e rio em que as espécies foram coletadas. A e B cdrrego Cupim localizado
na Serra de Sdo Vicente; C e D cdrrego Mutuca localizado na regido da Chapada dos
Guimarées; E: rio Soberbo localizado na regido da Chapada dos Guimarées. Todos 0s corregos
e 0 rio estudados fazem parte da bacia do Paraguai.

Fonte: propria autora.
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3.1.2 Caracteristicas morfoldgicas das espécies estudadas

A maioria das espécies do género Ancistrus apresenta dimorfismo sexual em relagéo ao
tamanho do barbilh&o, sendo esses maiores nos machos e mais curtos nas fémeas. Além do
tamanho dos barbilhdes, os machos costumam ter o focinho mais largo do que as fémeas. A
coloracdo das espécies é bastante variavel do preto ao marrom esverdeado, podendo apresentar
pintas ou manchas pelo corpo, sendo que a tonalidade da coloracéo pode variar de acordo com
0 ambiente (dentro da 4gua adquirem uma coloracao diferente quando colocados fora da agua)
(MARIOTTO, 2008).

As espécies Ancistrus sp. 1 “cupim” ¢ Ancistrus sp. 2 “cupim” sdo morfologicamente
semelhantes, contudo observando a coloracdo destas espécies e a distancia dos olhos é possivel
diferencia-las: Ancistrus sp. 1 “cupim” possui coloracdo dorsalmente escura, ndo possui
manchas e pintas, os olhos sdo mais distantes uns dos outro e as nadadeiras sdo escuras com
bordas amareladas, enquanto que Ancistrus sp. 2 “cupim” possui colorag¢do dorsalmente escura
com pintas amareladas distribuidas por todo corpo, olhos mais juntos e nadadeiras amareladas

com manchas escuras (Figura 3: A e B).

A espécie Ancistrus sp. “mutuca” possui coloragdo dorsalmente escura com manchas
disformes marrons por todo corpo, nadadeiras amareladas com pintas escuras (Figura 3 C). Ja
a espécie Ancistrus sp. “soberbo” apresenta coloragdo dorsalmente escuro/marrom com
pequenas manchas marrons e nadadeiras amareladas com manchas escuras (Figura 3D). Tanto
a espécie Ancistrus sp. “mutuca” quanto Ancistrus sp. “soberbo” possuem dimorfismo sexual,

onde o0 macho apresenta barbilhGes maiores do que as fémeas .
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Figura 3. Espécies de Ancistrus estudadas no presente trabalho. A: Ancistrus sp. 1 “cupim”
com coloragdo escura; B: Ancistrus sp. 2 “cupim” com pintas amareladas; C: Ancistrus sp.
“mutuca” com manchas marrons; D: Ancistrus sp. “soberbo” com poucas manchas marrons.

Fonte: prépria autora.
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3.2. Métodos
3.2.1. Inducéo de Mitose

Para uma maior quantidade de células mitdticas, foi realizada a inducdo de divisdo
celular utilizando fermento biologico. O fermento bioldgico foi feito com acgucar e agua e, apos
a fermentacdo, foi injetado proximo a nadadeira dorsal dos exemplares, que permaneceram em

aquério variando o tempo de 24 horas a 48 horas.

3.2.2 Obtencdo de Cromossomos Mitdticos

Para obtencdo dos cromossomos mitéticos foi aplicada a técnica descrita por Foresti et
al (1993):

Foi injetado colchicina 0,025% na regido intraperitonial numa propor¢éo de 0,1 mL/10
g do animal. Apds 25 minutos os exemplares foram sacrificados para retirada do rim anterior e
posterior. O rim foi colocado em solucdo hipotonica de KCI 0,075 M e dissociado com seringa
de vidro sem agulha até a obtencdo de uma solucdo homogénea. O material foi mantido durante
20 minutos em estufa a 37°C. Passados 20 minutos, o material foi suspenso com pipeta Pasteur
de vidro e foram acrescentadas 20 gotas de fixador Carnoy (3: Metanol/1: Acido Acético). Com
auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro o material foi ressuspendido novamente e este foi
centrifugado durante 10 minutos a 900 rpm. O sobrenadante foi descartado com auxilio de
pipeta Pasteur de vidro e foi acrescentado 7 mL de fixador Carnoy, ressuspendendo o material
com auxilio de pipeta Pasteur e centrifugado durante 10 minutos a 900 rpm. O material foi
novamente fixado com Carnoy e, ap6s a ultima fixacdo, o sobrenadante foi descartado e o

material foi armazenado em microtubo de 1,5 mL em freezer.

3.2.3 Bandamento C

A técnica de bandamento C, para deteccéo de heterocromatina constitutiva, foi realizada
conforme descrito por Sumner (1972), com algumas modificacdes:
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Foram pingadas duas gotas de prepara¢do cromossémica em laminas em banho Maria a
60°C. As laminas com preparacdo cromossomica foram hidrolisadas em HCI 0,2 N durante 15
minutos em temperatura ambiente e apds a hidrdlise, foram lavadas com agua destiladas e secas
em temperatura ambiente. Apds estarem secas, as laminas foram tratadas com Hidroxido de
Bério (Ba(OH)2) a 2,5 % a 50°C durante 1 minuto. Em seguida foram lavadas com &gua
destilada e passadas rapidamente em HCI a 1N a 50°C. As laminas foram lavadas novamente
com &gua destilada e incubadas em 2xSSC a 50°C durante 45 minutos. Posteriormente as
laminas foram lavadas e coradas com Giemsa em Tampdo Fosfato pH 6,8 (1:10) durante 30

minutos.

3.2.4 Impregnagéo por nitrato de prata (Ag-RON)

Para deteccdo da regido organizadora de nucléolo (NOR) foi utilizado o protocolo
descrito por Howell e Black (1980), com algumas alteragdes:

As preparagdes cromossdmicas foram pingadas em laminas em banho Maria a 60°C e
hidrolisadas em HCI 1N durante 3 minutos em temperatura ambiente. Sobre cada lamina foi
pingada uma mistura de duas gotas de gelatina (1g de gelatina + 50 mL agua deionizada + 0.5
mL &cido férmico) e 3 gotas de nitrato de prata (1g nitrato de prata (AgNO3) + 2 mL &gua
destilada). As laminas foram incubadas a 60°C durante aproximadamente 3 minutos, em
seguida foram lavadas com agua destilada e coradas com Giemsa e tampdo fosfato pH 6,8 (1:10

respectivamente) durante 30 segundos.

3.2.5 Extracdo do DNA genbémico

O DNA genodmico foi obtido a partir de figado e nadadeira, utilizando o kit NucleoSpin

Tissue (Macherey-Nagel). O protocolo utilizado foi segundo recomendacdes do fabricante.

3.2.6 Obtencao das sondas de DNAr 18S e 5S

Para obtencéo da sonda de DNAr 18S foi realizado primeiramente uma PCR utilizando
Mix PCR (Qiagen) a partir de DNA total de cada espécie estudada. Foram utilizados os primers
NS1 5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3' e NS2 5-GGCTGCTGGCACCAGACTTGC-3’
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(WHITE et al. 1990) conforme o protocolo que segue: 6,25 ul. Mix PCR, 5, 25 uL H20, 0,5
uL Primer 18S NS1, 0,5 pLL Primer 18S NS2, 1,0 uL. DNA. Volume total 13,5 pL.

O programa utilizado para PCR foi:

94°C -5
94°C — 45~
30 ciclos 52°C - 45>
68°C — 1’30
68°C -5’
Hold 12°C

A sonda foi marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science ) por Nick
Translation e a deteccdo foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied
Science). O protocolo para marcacdo da sonda foi: 2,78 ulLL H20; 2 uLL NTB Buffer 10x; 2 uL
dCTP (0,4 mM); 2 puL dATP (0,4 mM); 2 uL dGTP (0,4 mM); 0,70 pL dTTP; 0,52 uL
digoxigenina 11-dUTP; 3 uL DNA pol I; 5 uL PCR 18S.

A sonda de DNAr 5S foi obtida a partir de PCR utilizando Mix PCR (Qiagen) a partir
de DNA total de cada espécie estudada, utilizando os primers NS1 5°-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3> e NS2 5-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’
descritos por Pendas et al. (1994) e Martins e Galetti (1999). O protocolo utilizado foi: 6,25 uL
Mix PCR, 5, 25 uL. H20, 0,5 pL Primer 5S NS1, 0,5 uL. Primer 5S NS2, 1,0 uL. DNA. VVolume
total 13,5 pL. O ciclo utilizado para PCR foi:

94°C -5
95°C-1’
30 ciclos 61°C - 30>
72°C — 45>
Hold 4°C

Apos obtencdo do produto de PCR, este foi usado para marcacdo da sonda com

digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science ) por Nick Translation e a deteccdo foi
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realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). O protocolo para
marcacao da sonda foi 0 mesmo utilizado na marcacao da sonda de DNAr 18S, porém utilizando
PCR 5S.

3.2.7 Hibridacao Fluorescente in situ (FISH)

A técnica de FISH foi realizada seguindo protocolo de DA SILVA et al (2012), com

algumas modificaces.

Passo 1: Desidratacao das laminas e incubacdo com RNAse:

As laminas com preparagdo cromossémica foram passadas em série alcodlica 70%, 90%
e 100% durante 5 minutos cada em temperatura ambiente e colocadas em estufa a 37°C para
secagem. Apos estarem secas, foi colocado sobre as [aminas 100 uL de RNAse (2,5 uL RNAse
20 mg/mL + 997,5 uL 2xSSC) e estas foram incubadas em cadmara Umida a 37°C durante uma
hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas trés vezes em 2xSSC durante 5 minutos cada
lavagem em temperatura ambiente e desidratadas novamente em série alcoolica 70%, 90% e

100% 5 minutos cada a temperatura ambiente;

Passo 2: Desnaturacdo dos cromossomos e desnaturacdo das sondas

Os cromossomos foram desnaturados em formamida 70% (70 mL de formamida + 30
mL 2xSSC) durante 50 segundos a 70°C. Apos desnaturacdo, as laminas foram passadas em
série alcodlica gelada (70%, 90% e 100%) durante 5 minutos cada. Para desnaturacéo da sonda
foi utilizado 24ul. de Hybuffer + 6 pulL de sonda (18S ou 5S). A desnaturacdo ocorreu em
termociclador durante 10 minutos a 95°C;

Passo 3: Hibridacéo

Cada lamina foi montada com 30 uL da sonda, coberta com laminula e incubada em
camara Umida a 37°C overnight;
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Passo 4: Lavagem em 2xSSC
As laminas foram lavadas em 2xSSC a 72°C durante 10 minutos;
Passo 5: Detec¢do com anticorpo e lavagem

Para deteccdo da sonda, foi aplicado em cada lamina 4 uL de anti-digoxigenina-
rodamina + 26 pL de PBD (20xSSC + Triton + leite em p6 + 4gua destilada) durante 40 minutos
em camara Umida a 37°C. Apds a detecgdo, as laminas foram lavadas por 3x em PBD a 45°C,

5 minutos cada lavagem;
Passo 6: Montagem das laminas

As laminas foram montadas com 15 pL de solucdo DAPI + antifading (Vectashiled),
cobertas com laminula de vidro e mantidas em geladeira até 0 momento da visualizacdo em

microscapio.

3.2.8 Double FISH

O protocolo utilizado para o Double FISH foi o mesmo utilizado para o FISH para
localizar o DNAr 18S e 5S, diferindo apenas na desnaturacdo da sonda e na deteccdo. O
protocolo para marcacdo da sonda também foi 0 mesmo, contudo a sonda de 18S foi marcada
bom biotina 16 dUTP (Roche Applied Science) e a sonda 5S foi marcada com digoxigenina 11-
dUTP (Roche Applied Science ). A detec¢do da sonda de 18S foi feita utilizando Alexa (Thermo

Fisher Scientific) e para a sonda 5S anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science).

Para o Double FISH foi utilizado o protocolo descrito no item 3.3.8, com as seguintes

modificacdes:

Desnaturacdo da sonda: a sonda foi desnaturada com 24 pL de Hybuffer + 3 uL de sonda
18S + 3 uL de sonda 5S em termociclador a 95°C durante 10 minutos. Para detecgéo da sonda
foi aplicada sobre cada lamina 100 uLL de PBD + 0,5 uL de Alexa + 0,5 pL de anti-digoxigenina-

rodamina e as laminas foram incubadas durante uma hora em camara Umida a 37°C.
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3.2.9 FISH Telomérica

Para o FISH telomérica foi utilizado o kit Telomere PNA FISH KIT/FITC
(DakoCytomation) (TTAGGG)n, com protocolo descrito pelo fabricante com algumas

modificagdes, que consiste nas seguintes etapas:

Primeiramente as laminas com preparacdo cromossémica foram mantidas em estufa a

37°C durante 4 horas. Apos este tempo, as laminas foram submetidas a um pré-tratamento:
Passo 1: Pré-tratamento

As laminas foram colocadas em TBS (Tris-Buffered Saline pH 7,5) por
aproximadamente 2 minutos. Em seguida foram incubadas em formaldeido 37% em TBS por
exatos 2 minutos. As laminas foram lavadas duas vezes em TBS por 5 minutos cada lavagem.
Depois foram passadas em série alcoolica gelada (70%, 90% e 100%) por 2 minutos cada e

foram secas em estufa a 37°C;
Passo 2: Desnaturacao e hibridacdo

Foram adicionados 15 pL da sonda telomérica PNA/FITC (7 uL de sonda + 23 pL de
Hybuffer) em cada lamina que foram cobertas com laminula de vidro 18x18 e em seguida
incubadas em banho Maria a 80°C por 5 minutos. As laminas foram mantidas em camara Umida

por 1 hora em temperatura ambiente;
Passo 3: Lavagens

Posteriormente, as laminas foram passadas em solugdo de Rinse por 1 minuto para
remocdo das laminulas. Em seguida foram colocadas em solucdo de lavagem por 5 minutos a
45°C. Apos solucdo de lavagem, as laminas foram passadas em série alcodlica gelada (70%,
90% e 100%) por 2 minutos cada. Depois de estarem secas, as laminas foram montadas com 15

uL de solucdo de antifade com DAPI e laminula de vidro.

3.3 Sequenciamento

Os PCRs foram sequenciados para confirmacdo se as regibes amplificadas
correspondiam aos genes 18S e 5S. Os produtos de PCR foram purificados utilizando a enzima
ExXoSAP-IT (GE Healthcare), seguindo o protocolo: 10 puL do produto de PCR + 2 uLL ExoSAP

e 2 L H20 milli-Q autoclavada. A reacdo ocorreu em termociclador utilizando o ciclo:
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1x: 37°C —1 hora
1x: 80°C — 15 minutos

Os produtos de PCR purificados foram enviados para serem sequenciados pela empresa

Macrogen Inc. (Seoul, Coréia).

Apo6s o sequenciamento, as sequéncias foram alinhadas pelo programa Clustal W no
Bioedit e colocadas no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) no site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

3.3.1 Anélise dos cromossomos mitoticos

As preparagdes cromossomicas foram escolhidas quanto a qualidade das metafases para
montagem dos cariétipos e para realizacdo das demais técnicas de citogenética classica e
molecular. Foram analisadas também preparacdes antigas que estavam armazenadas no
Laboratorio de Genética Animal da UFMT.

Para isto, as preparacdes foram pingadas em laminas limpas em banho Maria a 60°C,
coradas com Giemsa e tampé&o fostato pH 6,8 (1:10, respectivamente) durante 10 minutos e

observadas em microscopio optico.

As melhores metafases foram fotografadas em fotomicroscopio Olympus BX51
acoplado com uma cémera digital Olympus (modelo D71) e as imagens foram capturadas
utilizando o programa DP controller. Para montagem dos cari6tipos, foi utilizado o programa
Corel Draw X6 e os cromossomos foram classificados do maior para 0 menor, levando em

consideracdo a posi¢do do centrémero.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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4 Resultados

As espécies estudadas apresentaram nimero diploide variando de 2n=42 a 2n=54, além
de variacdo relacionada a localizacdo da NOR e do DNAr 5S, que estdo distribuidos em

diferentes pares cromossémicos (Tabela 3).

A espécies Ancistrus sp. 1 “cupim”, possui niamero diploide 2n=42, com formula
cariotipica 12 m, 20 sm, 8 st e niumero fundamental (NF) igual a 84. A regido organizadora de
nucléolo (NOR) esta localizada na regido pericentromérica do braco longo do par 9 . Ancistrus
sp. 2 “cupim” apresentou numero diploide 2n=50, férmula cariotipica 12 m, 16 sm, 10 st, 12 a,
NF igual a 88 e a NOR foi localizada na regido pericentromérica do braco longo do par 17,
coincidindo com uma regido de constricao secundaria.

Ja a espécie Ancistrus sp. “mutuca” apresentou numero diploide 2n=54, férmula
cariotipica 6 m, 18 sm, 14 st, 16, NF igual a 92 e a NOR foi identificada na regido terminal do
brago longo do par 12. Ancistrus sp “soberbo” apresentou nimero diploéide 2n=54 sendo sua
férmula cariotipica 6 m, 20 sm, 14 st e 14 a, com NF igual a 94 e a regido organizadora de
nucleolo nesta espécie foi localizada na regido terminal do brago longo do par 18.

Comparando os resultados das quatro espécies estudadas, pode-se perceber que as
espécies com maiores numeros diploide apresentaram grande quantidade de cromossomos
acrocéntricos, enquanto a espécie 2n=42 apresentou predominancia de cromossomos

metacéntricos e submetacéntricos (Figura 4).

Tabela 3. Tabela descritiva dos resultados obtidos de cada espécie. NF: Numero fundamental;
NOR: Regido organizadora de nucléolo.

Espécies 2n NF NOR 18S 5S
Ancistrus sp. 1 “cupim” 2n=42 84 2m 2m 4m, 4sm
Ancistrus sp. 2 “cupim” 2n=50 88 2a 2a 2m, 2st, 6a
Ancistrus sp. “mutuca” 2n=54 92 2m 2m 2m, 4sm, 2a

Ancistrus sp. “soberbo” 2n=54 94 2m 2m 4sm, 2st, 2a
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Figura 4. Caridtipos das quatro espécies estudadas. Ancistrus sp. 1 cupim com 2n=42;
Ancistrus sp. 2 “cupim” com 2n=50; Ancistrus sp. “mutuca” com 2n=54 e Ancistrus sp.

“soberbo” com 2n=54. Cromossomos corados com Giemsa. Em destaque 0s cromossomos
portadores da NOR.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Em relagdo aos resultados obtidos pela técnica de bandamento C, as fémeas da espécie
Ancistrus sp. 2 “cupim” apresentaram marcagoes de heterocromatina na regido centromérica
dos pares 1, 2, 4, 8, 14, 16 e 19. Os pares 4 e 14 além das centroméricas, também apresentaram
marcacgdes terminais e o par 6 mostrou dois grandes bloco de heterocromatina no braco longo
de um par de cromossomos acrocéntricos (Figura 5 Al). Nos machos foi possivel observar
heterocromatina na regido centromérica dos pares 1, 2, 4 e 8, e 0 par 6 apresentou dois grandes
blocos de heterocromatina no braco longo de um par de cromossomos acrocéntricos (Figura 5
A2), igual ao observado nas fémeas. Esse grande bloco de heterocromatina encontrado tanto
nos machos quanto nas fémeas ocupa quase todo o brago longo do par de cromossomos, exceto

uma pequena regido pericentromérica.

Em Ancistrus sp. “mutuca” os cromossomos apresentam pouca heterocromatina. Nos
cromossomos das fémeas foi possivel observar regides heterocrométicas apenas nos
centrémeros dos pares 3, 9, 16 e 19 (Figura 5 B1), e nos machos foi observada heterocromatina
nos centromeros dos pares 9, 11 e 13, sendo possivel observar marcacdo terminal neste ultimo
par. Além disso, o par 20 apresentou marcagdo terminal em apenas um dos cromossomos

homologos (Figura 5 B2).

As fémeas da espécie Ancistrus sp. “soberbo” apresentaram marcagdes centroméricas
nos pares 2, 3, 5 e 9, marcacdes terminais nos pares 17, 25 e 26 e além dessas marcacdes foi
possivel observar também dois blocos grandes de heterocromatina no brago longo do par 11
(Figura 5 C1). Os machos dessa espécie apresentaram heterocromatina na regido terminal do
par 25 e um bloco grande no brago longo do par 11 (Figura 5 C2). O bloco grande de
heterocromatina encontrado em ambos 0s sexos abrange quase todo o braco longo com excecao

de uma pequena regido pericentromérica e terminal.

Os cromossomos da espécie Ancistrus sp. 1 “cupim” apresentaram pouca
heterocromatina tanto nos machos quanto nas fémeas, contudo apenas um exemplar fémea
apresentou um bloco de heterocromatina que se destaca em um dos homoélogos do par 7, além
de marcacBes centroméricas nos pares 2 e 4 (Figura 5 D3). Nas fémeas, em geral, foi possivel
observar marcacdes centroméricas nos pares 1, 4, 5, 7, 8 e 11 (Figura 5 D1) e os machos

apresentaram apenas marcagoes centroméricas nos pares 1, 2, 3,5, 6, 7, 9 e 13 (Figura 5 D2).
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Figura 5 . Bandamento C das quatro espécies estudadas: Al: Ancistrus sp. 2 “cupim” fémea e
A2 Ancistrus sp. 2 “cupim” macho; Bl e B2 Ancistrus sp. “mutuca” fémea e macho,
respectivamente; C1 e C2 Ancistrus sp. “soberbo” fémea ¢ macho, respectivamente; D1 e D2
Ancistrus sp. 1 “cupim” fémea e macho, respectivamente; D3 Ancistrus sp. 1 “cupim” unico
exemplar fémea que apresentou um cromossomo com um bloco grande de heterocromatina no

braco longo do par 7.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O FISH com sonda de DNAr 18S mostrou marca¢Ges no mesmo sitio da NOR,
evidenciado pela técnica de Ag-RON, nas quatro espécies. A espécie Ancistrus sp. 1 “cupim”
possui DNAr 18S localizado na regido pericentromérica do par 9 (Figura 6 A). Em Ancistrus
sp. 2 “cupim” o DNAr 18S esta localizado na regido pericentromérica do par 17 (Figura4 B) e
em Ancistrus sp. “mutuca” e Ancistrus sp. “soberbo” o DNAr 18S esta localizado em regido
terminal nos pares 12 e 18 respectivamente (Figura 6 C e D). Vale ressaltar que as quatro
espécies apresentaram heteromorfismo de tamanho do sitio de DNAr 18S em um dos

homologos, sendo essa caracteristica observada tanto nos machos quanto as fémeas.
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Figura 6. FISH com sonda de DNAr 18S nas quatro espécies estudadas. Todas as espécies
apresentaram marcacdo DNAr 18S coincidente com a marcacgdo obtida pela técnica de Ag-
RON. A: Ancistrus sp. 1 “cupim”; B: Ancistrus sp. 2 “cupim”; C: Ancistrus sp. “mutuca”; D:

Ancistrus sp. “soberbo”.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O DNAr 5S foi encontrado em diferentes pares e localizagGes cromossémicas. A espécie
Ancistrus sp. 1 “cupim” apresentou DNAr 5S distribuido por 4 pares de cromossomos, estando
localizado na regido centromérica dos pares 3 e 9, e na regido terminal dos pares 7 e 11 (Figura
7 A). Ancistrus sp. 2 “cupim” apresentou marca¢do de DNAr 5S em 5 pares de cromossomos,
localizado na regido centromérica dos pares 1, 9, e 22, e na regido terminal do par 18 (Figura 7
B). Ancistrus sp. “mutuca” possui DNAr 5s na regido centromérica dos pares 8, 10 ¢ 12 ¢ na
regido terminal do par 9 (Figura 7 C). Na espécie Ancistrus sp. “soberbo” o DNAr esta
distribuido em 4 pares, localizado na regido centromérica do par 5, 13 e 18, e na regido terminal
do par 6 (Figura 7 D).
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Figura 7. Cari6tipos das quatro espécies estudadas com marcacGes de DNAr 5S. A: Ancistrus
sp. 1 “cupim” 4 pares de cromossomos marcados; B: Ancistrus sp. 2 “cupim” 5 pares de
cromossomos marcados; C: Ancistrus sp. “mutuca” 4 pares de cromossomos marcados; D:
Ancistrus sp. “soberbo” 4 pares de cromossomos marcados.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O double FISH utilizando sonda de DNAr 18S e 5S mostrou que nas quatro espécies o
par portador do sitio de DNAr 18S, também possui sitio de DNAr 5S, entretanto esses genes
ndo estdo co-localizados. Esses sitios estdo no par 9 da espécie Ancistrus sp. 1 “cupim” (Figura
8 A), no par 17 em Ancistrus sp. 2 “cupim” (Figura 8 B), no par 12 em Ancistrus sp “mutuca”
(Figura 8 C) e no par 18 em Ancistrus sp. “soberbo” (Figura 8 D). Vale ressaltar que estes genes
apesar de ndo estarem co-localizados, estdo no mesmo bragco cromossémico, localizados muito

préximos um do outro.

Foram observadas um total de 360 metéfases de FISH das espécies Ancistrus sp.
2“cupim” e Ancistrus sp. “soberbo”. Do total de metafases observadas, 141 mostraram
resultados diferentes dos descritos acima, tanto para FISH 5S (Figura 9 e 10: A, B e C) como
para o FISH 18S (Figura 9 e 10: D, E e F) e para o Double FISH (Figura 11). Neste caso, tanto
a sonda de 18S quanto a de 5S hibridaram nos blocos grandes de heterocromatina encontrados
nessas espécies. Os produtos de PCR foram sequenciados, as sequéncias amplificadas foram
colocadas no BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e os genes amplificados eram
mesmo de DNAr 18S e 5S. Apo6s vaérias repeticdes da técnica, foram observados os dois
resultados, sendo que em algumas ldminas havia metafases com DNAr localizado em blocos de
heterocromatina e em outras os resultados ndo mostraram marcacdes nos blocos de

heterocromatina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Figura 8. Double FISH com as sndas de DNATr 18S e 5S nas espécies de Ancistrus. As quatros
espécies apresentaram par de cromossomos portador de DNAr 18S (verde) com sitio de DNAr
5S (vermelho) e esses genes ndo estdo co-localizados, contudo estdo no mesmo braco
cromossémico.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9. FISH 5S (A, B e C) e 18S (D, E e F) na espécie Ancistrus sp. 2 “cupim” com
marcagdes em blocos de heterocromatina (cabeca de seta).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10. FISH 5S (A, B e C) e 18S (D, E e F) na espécie Ancistrus sp. “soberbo” com
marcagdes em blocos de heterocromatina (cabeca de seta).

E

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 11. Double FISH com sondas de DNAr 18S (verde) e 5S (vermelho) nas espécies
Ancistrus sp. 2 “cupim” (A, B, C e D) e Ancistrus sp. “soberbo” (E, F, G e H), ambas as espécies
apresentaram DNAr localizado em blocos de heterocromatina (cabeca de seta).

E

Fonte: Elaborada pela autora.
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Apos a FISH telomérica, todas as espécies apresentaram marcaces nos teldmeros
(Figura 12 A, B, C e D), com excecdo da espécie Ancistrus sp. 2 “cupim” que mostrou

marcacdes teloméricas e marcacdo pericentromérica no par 3 (Figura 12 B).
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Figura 12. FISH telomérica das quatro espécies de Ancistrus: A: Ancistrus sp. 1 “cupim”; B:
Ancistrus sp. 2 “cupim”; C: Ancistrus sp. “mutuca’; D: Ancistrus sp. “soberbo”, evidenciando
apenas marcagoes nos teldmeros e marcacgdo pericentromeérica no par 3 da espécie Ancistrus sp.
2 “cupim” (B).

Fonte: Elaborada pela autora
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5 Discussao

Os resultados obtidos evidenciam uma grande variacdo cariotipica para as espéecies de
Ancistrus, tanto em relacdo ao nimero diploide (2n=42 a 2n=54) como no nimero fundamental,
na distribuicdo das regides de heterocromatina constitutiva e no nimero e localizagéo de sitios
de DNAr 18S e 5S. Qutras espécies de Ancistrus da bacia do Paraguai ja foram estudadas por
Mariotto (2008) que também relatou variacGes cariotipicas, porém algumas das espécies
estudadas pela autora apresentaram nameros diploides semelhantes aos encontrados no presente
trabalho como, por exemplo, Ancistrus claro, Ancistrus sp. 03 e Ancistrus sp. 01 que mostraram

numero diploide de 2n=54 e Ancistrus cf. dubius com 2n=42.

No presente trabalho foi observado que a morfologia dos cromossomos variou de acordo
com o numero diploide, sendo que as espécies com maiores nimeros diploides mostraram maior
nimero de cromossomos acrocéntricos, enquanto que a espécie 2n=42 apresentou
predominancia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Comparando os resultados
do presente trabalho com aqueles descritos por Mariotto (2008) para espécies de Ancistrus da
bacia do Paraguai, percebe-se que essa diferenca na morfologia dos cromossomos em relacéo

ao numero diploide é caracteristica para as espécies desta regiao.

Trabalhos realizados até 2003 evidenciavam espécies de Ancistrus com no maximo
2n=52 cromossomos e predominéncia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos
(ARTONI; BERTOLO, 2001; SOUZA, 2003; de OLIVEIRA, 2006). No presente trabalho foi
mostrada a existéncia de espécies com numeros diploides maiores, como o de 2n=54 indicando
a ocorréncia de possiveis rearranjos dos tipos fusdes ou fissdes céntricas, contribuindo para a
reducdo ou aumento do numero diploide. Nas espécies com 2n=54 observa-se a presenca de
Cromossomaos acrocéntricos, que ndo estdo presentes na espécie com 2n=42. Uma hipédtese para
tal fato seria a ocorréncia de fusdo centromérica dos cromossomos acrocéntricos levando a uma
reducdo no nimero diploide. Contudo, ao observar a férmula cariotipica destas espécies, apenas
a fusdo céntrica de cromossomos acrocéntricos nao levaria a um cariétipo com nimero dipldide
2n=42. Desta forma outros rearranjos cromossdmicos podem estar envolvidos na reducdo no

namero dipldide da espécie Ancistrus sp. 1 “cupim”.

As quatro espécies estudadas no presente trabalho, apresentaram NOR Unica, porém
foram localizadas em diferentes posicGes de diferentes pares cromossémicos. Nenhuma dessas

espécies apresentou NOR intersticial, sendo que a maioria das espécies de Ancistrus ja
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estudadas apresentam NOR intersticial. De Oliveira e colaboradores (2009) sugeriram que a
NOR na regido intersticial das espécies de Ancistrus pode ter sido resultado de varios rearranjos
cromossoémicos, principalmente de fusGes céntricas, que possivelmente ocorreram na evolucao

cromossOmica das espécies.

Ao comparar 0s resultados da localizacdo da NOR obtidos no presente trabalho com as
espécies da Bacia do Paraguai estudadas por Mariotto (2008), observa-se a ocorréncia de
possiveis rearranjos do tipo fusdo e inversao, uma vez que as espécies do presente trabalho com
2n=54 apresentam NOR terminal em um par de cromossomos metacéntricos e as espécies
estudadas por Mariotto (2008) com numero diploide 2n=54 possuem NOR intersticial em

Cromossomaos acrocéntricos.

A espécie Ancistrus sp. “mutuca” possui nimero diploide 2n=54 com NOR na regido
terminal e foi coletada no corrego Mutuca localizado na Chapada dos Guimaraes. A espécie
Ancistrus claro possui 0 mesmo ndmero diploide e foi estudada Mariotto e colaboradores
(2011), sendo que esta espécie também foi coletada na Chapada dos Guimardes contudo no
corrego Coxipd, e os autores a consideram como sendo basal. Uma das diferencas da espécie
estudada no presente trabalho e da espécie estudada por Mariotto e colaboradores (2011) € a
localizacdo do DNAr 18S e 5S, onde em Ancistrus sp “mutuca” foi encontrado na regido
terminal e regido pericentromérica, respectivamente, em um par de C€romossomos
metacéntricos, enquanto que em Ancistrus claro os genes foram co-localizados na regido
intersticial de um par de cromossomos acrocéntricos. Comparando as duas espécies, podemos
criar uma possivel hipdtese de rearranjos cromossémicos que podem ter ocorrido em relacéo a
localizacdo da NOR. Pode ter ocorrido fusdo cromossémica do par portador da NOR com outro
par de cromossomos acrocéntricos da espécie Ancistrus claro gerando um par de cromossomos
metacéntricos, seguida de inversdo paracéntrica do sitio do DNAr 18S originando a localizacéo
na regido terminal, assim como encontrada na espécie Ancistrus sp. “mutuca”, vale ressaltar
que outros rearranjos cromossdmicos podem estar envolvidos na evolucdo cariotipica destas

espécies.

Além da diferenca na localizacéo e no par de cromossomos portadores da NOR, também
é possivel observar um heteromorfismo de tamanho da regido organizadora de nucléolo em um
dos homologos das quatro espécies estudadas, tendo como consequéncia um heteromorfismo
de tamanho deste homdlogo. Este tipo de heteromorfismos de tamanho ja foi observado também

em outras espécies de Ancistrus, como Ancistrus ranunculus (de OLIVEIRA et al., 2007) e em
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quatro espécies de Ancistrus da bacia do Paraguai estudadas por Mariotto e colaboradores
(2011).

No presente trabalho, os resultados obtidos pela técnica de FISH usando a sonda de
DNAr 18S foram iguais aqueles obtidos pela técnica de Ag-RON, porém o FISH mostrou com
maior clareza o heteromorfismo de tamanho observado principalmente nas espécies Ancistrus

sp. 1 “cupim”, Ancistrus sp. “mutuca” e Ancistrus sp. “soberbo”.

Polimorfismos de tamanho da regido organizadora de nucléolo s&o comuns em peixes
neotropicais (FORESTI et al., 1981) e j& foram bastante relatados para espécies da familia
Loricariidae (ARTONI; BERTOLLO, 1996; ALVES et al., 2003). Uma possivel explicacdo
para esse heteromorfismo seria rearranjos cromossémicos, como por exemplo, duplicacdo em
tandem das sequéncias de DNAr em um dos homologos, gerando um heteromorfismo da NOR
e consequentemente aumentando o tamanho do cromossomo portador desse heteromorfismo
(GOLD, 1984).

As espécies estudadas no presente trabalho mostaram também varia¢do na quantidade e na
localizagdo da heterocromatina constitutiva, mostrando que este marcador pode ser utilizado
para diferenciar espécies de Ancistrus. As espécies Ancistrus sp. 1 “cupim” (2n=42) e Ancistrus
sp. “mutuca” (2n=54) estudadas no presente traballho apresentaram baixa quantidade de
heterocromatina, desta forma em Ancistrus ndo ha um padrdo entre namero diploide e
quantidade de heterocromatina. Espécies de Ancistrus com numero diploide alto e pouca
heterocromatina ja foi observado por Mariotto e colaboradores (2013). Em um trabalho
realizado por Artoni e Bertollo (1999) com Hypostomus, foram observados dois padrbes de
distribuicdo de heterocromatina. Os autores associaram espécies com maior nimero diploide
com maior quantidade de heterocromatina e as espécies com menor nimero diploide com
menos heterocromatina, sugerindo uma relacédo entre heterocromatina e nimero diploide.

As espécies Ancistrus sp. 2 “cupim” e Ancistrus sp. “soberbo” apresentaram dois
grandes blocos de heterocromatina no braco longo dos cromossomos do par 6 e par 11,
respectivamente,tanto nos machos quanto nas fémeas, mostrando um padrao de distribuicdo de
heterocromatina ainda ndo descrito para nenhuma outra espécie de Ancistrus. A presenca desses
blocos de heterocromatina pode estar associada a diferenciagdo de cromossomos sexuais ou

pode ser também utilizada como um par macardor para estas espécies.

Vaérias espécies de Ancistrus ja mostraram a presenca de cromossomos sexuais do tipo
simples e multiplos (Tabela 1). Ancistrus cf. dubius, por exemplo, tem um sistema sexual do

tipo XX/XY, sendo que o macho é heteromorfico e esse heteromorfismo foi observado a partir
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do resultado de bandamento C, que nos machos um dos cromossomos, provavelmente o Y,
mostra um bloco grande de heterocromatina em um dos homdlogos (MARIOTTO;
MYAZAWA, 2006). De Oliveira (2006), descreveu a presenca de cromossomos sexuais do tipo
XX/IXY em Ancistrus sp. 5 “Rio Branco”, observando a presenca desses cromossomos na
meiose, uma vez que no bandamento C esses cromossomos ndo se mostraram heterocromaticos.
Nesse caso, 0 par sexual apresentou um heteromorfismo de tamanho cromossémico nos
machos.

Sistema sexual do tipo ZZ/ZW também ja foi descrito para espécies do grupo dos
Ancistrus. Ancistrus cf. dubius mostra um acumulo de heterocromatina no cromossomo Z,
enquanto que o W aparece bem menor comparado ao Z e em relagdo a heterocromatina
(MARIOTTO et al., 2004). Ja em Ancistrus ranunculus, o cromossomo W possui o bra¢co longo
quase todo heterocromatico e o0 Z apresenta um pequeno bloco de heterocromatina na regiao
centromérica (de OLIVEIRA, 2007).

Apenas um exemplar fémea da espécie Ancistrus sp. 1 “cupim”, estudado no presente
trabalho, apresentou o braco longo de um dos homélogos quase todo heterocromatico de um
par de cromossomos subtelocéntricos, enquanto que os machos ndo apresentaram blocos de
heterocromatina (Figura 4 D1), esse resultado pode indicar a ocorréncia de polimorfismo

cromossémico nesta espécie.

Mariotto e colaboradores (2011) acreditam que as espécies da bacia do Paraguai sejam
mais derivadas por possuirem mais heterocromatina e presenca de sistemas de cromossomos
sexuais, como ja descrito em Ancistrus cf. dubius e Ancistrus sp. 08. Apesar da regido
organizadora de nucléolo e a heterocromatina constitutiva serem importantes marcadores
citotaxondmicos para Ancistrus, a grande variabilidade e distribuicdo entre as espécies
prejudica o uso desses marcadores em estudos de reconstrucdo filogenética (de OLIVEIRA et
al., 2009).

A Hibridag&o in situ tendo como sonda o0 DNAr 5S mostrou diferentes resultados para
as espécies estudadas, tanto em pares cromossémicos diferentes, quanto na sua localizacdo. Nas
quatro espeécies estudadas foram observadas marcagdes centroméricas e terminais em diferentes
pares cromossdmicos, distribuido entre 4 pares e 5 pares de cromossomos. A distribui¢do do
DNAr 5S se mostra diversificada entre as diferentes espécies de Ancistrus ja estudadas,
podendo ser encontrado em 2 pares de cromossomos em Ancistrus sp. 13 (MARIOTTO et al.,
2011) até 13 pares de cromossomos em Ancistrus dolichopterus (FAVARATO et a., 2016). A

localizacdo do gene ribossomal 5S em varios sitios ja foi descrita em outros grupos de peixes,
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como em Astyanax scabripinnis (FERRO et al., 2001) e Hoplerythinus unitaeniatus (DINIZ;
BERTOLLO, 2003). A localizagéo de um unico cromossomos portador do DNAr 5S parece ser
uma caracteristica ancestral em peixes (PENDAS et al., 1994; MARTINEZ et al., 1996).

De acordo com nossos resultados, 0 DNAr 5S localizado em regifes centroméricas e
terminais nos permite fazer inferéncias sobre possiveis rearranjos cromossémicos envolvidos
na distribuicdo desse gene. Poderia ter ocorrido fusdo céntrica nos pares de cromossomos
acrocéntricos portadores do DNAr 5S na regido centromérica, ocasionando a origem de
cromossomos metacéntricos com marcagfes centroméricas. Outra hipdtese seria a ocorréncia
de inversdes pericéntricas onde o cromossomo com marcagéo na regido terminal do brago curto
daria origem a marcacdo na regido terminal do braco longo, e inversdes paracéntricas nos

cromossomos com marcacOes centroméricas, dando origem a marcagdes terminais.

Mariotto e colaboradores (2011) hibridaram sondas dos genes 5S e 18S em espécies de
Ancistrus de trés bacias hidrograficas do Mato Grosso e os resultados evidenciaram rearranjos
cromossdmicos nas espécies de Ancistrus sp. da bacia do Paraguai. Algumas espécies de
Ancistrus sp. apresentaram marcagdes cromossomicas do gene 18S em regides intersticiais.
Outras espécies de Ancistrus sp. apresentaram marca¢des cromossdmicas terminais do gene
18S, sugerindo que ocorreram possiveis fusdes cromossdmicas nestas espécies. Além da
variacdo de marcacao do gene 18S, as espécies envolvidas no estudo apresentaram variacdo nas
marcagBes do DNAr 5S, que foram localizadas em varios pares de cromossomos. Além disso,
algumas espécies apresentaram sintenia entre 0o DNAr 18S e 5S. Neste estudo os autores propde
que a espécie Ancistrus claro (2n=54) seja primitiva e que ocorreram inimeros rearranjos
cromossémicos, como fusdo, inversdo, delecdo e duplicacdo que contribuiram para a reducéo

no numero diploide das espécies de Ancistrus.

Em um trabalho realizado por Favarato e colaboradores (2016), foram localizados os
genes de DNAr 45S e 5S em espécies de Ancistrus da regido Amazénica, do Para e de Roraima.
Com os resultados obtidos, os autores utilizaram a espécie Ancistrus claro (MARIOTTO et al.,
2011) como basal para hipotetizar possiveis rearranjos cromossémicos em dois cendrios
evolutivos para o género Ancistrus relacionados a localizacdo do 45S e 5S. No primeiro,
algumas espécies estudadas apresentaram sintenia entre o DNAr 45S e 5S e outras nao
apresentaram essa sintenia, de forma que poderia ter ocorrido fusdes céntricas causando a
reducao do nimero diploide, onde véarias espécies mantiveram a sintenia dos genes ribossomais.

O outro cenério seria a quebra dessa sintenia caracterizando um sitio fragil no genoma.
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As espécies estudadas no presente trabalho ndo apresentaram sintenia dos genes
ribossomais 18S e 5S, contudo esses genes estdo localizados em um mesmo par cromossémico
e no mesmo braco. A sintenia de genes ribossomais nos cromossomos parece ser uma
caracteristica primitiva em Loricariidae (BERTOLLO et al., 1978). A auséncia de sintenia dos
genes de DNAr 18S e 5S e a reducdo no numero diploide pode representar uma condigdo
derivada para o grupo de Ancistrus (FAVARATO et al., 2016). A localiza¢do dos genes 18S e
5S em um mesmo par cromossdmico corroroba com as hipoOteses de que as espécies de
Ancistrus sofreram intensos rearranjos cromossdémicos gerando a enorme variedade de

cariotipos encontrados entre as espécies.

A localizacdo do DNAr 18S e 5S em regides de blocos de heterocromatina ja foi relatada
para Ancistrus abilhoai, no qual tanto o DNAr 18S quanto o 5S estavam em sintenia e co-
localizados em regido heterocromética (RIBEIRO et al., 2015). No presente trabalho, os genes
de DNAr 18S e 5S ndo mostraram co-localizacéo e sintenia entre si, na maioria dos resultados,
no entando em Ancistrus sp. 2 “cupim”, o par 1 possui marcagdo de heterocromatina na regido

centromeérica e marcacdo de DNAr 5S nesta regido.

Nos resultados em que esses genes apresentaram co-localizagdo com blocos de
heterocromatina nas espécies Ancistrus sp. 2 “cupim” e Ancistrus sp. “soberbo” nao € possivel
afirmar se realmente esta correto, ja que mostrou variacao nos resultados. O que poderia estar
occorrendo € hibridacdo em alguma sequéncia parecida,e, para confirmacao, sera necessario a

realizacdo de FISH utilizando outras sondas de DNAr.

Os resultados de FISH utilizando sonda telomérica mostrou marcacgédo pericentromérica
no par 3 da espécie Ancistrus sp. 2 “cupim”. Em peixes ITSs pericentroméricas podem estar
associados a regides de heterocromatina constitutiva (MEYNE et al., 1990; GO et al., 2000;
MILHOMEM et al., 2008; CIOFFIl etal., 2010; SCACCHETTI etal., 2011; ROSA et al., 2012),
contudo o par cromossdmico que apresenta ITS pericentromérica estudado no presente
trabalho, ndo possui heterocromatina constitutiva nessa regido.

Caso semelhante foi observado em Ancistrus dolichopterus no qual o sitio de DNAr 5S
hibridaram na regido intersticial de cromossomos e também em co-localizagdo com regifes de
ITS, nos pares 1 e 8, Favarato e colaboradores (2016) sugerem que a localizagéo dos genes de
DNAr e sequéncias teloméricas atuaram como marcadores para a identificacdo de rearranjos
cromossOmicos nas espécies estudadas, e além disso, os autores propdem que 0s sitios com
sequéncias repetitivas se tratam de pontos frageis no genoma para a ocorréncia de possiveis

rearranjos cromossomicos. No presente trabalho, a espécie Ancistrus sp. 2 “cupim” apresentou



45

ITS em regido pericentromérica, porém este sitio ndo estd co-localizado com o gene de DNAr
5S. No entando, essa regido de ITS pode indicar possivel rearranjo cromossémico ocorrido no
par de cromossomos, mesmo ndo estando co-localizado com outras sequéncias de DNA

repetitivo.

Se os telébmeros perdem sua fungdo, mas continuam nas extremidades dos cromossomos,
que sofreram fusGes podem mostrar sequéncias teloméricas repetitivas nos pontos de fuséo.
Desta forma sequéncias teloméricas localizadas em regides pericentroméricas e intersticiais sao
considerados como resquicios de rearranjos cromossomicos (MEYNE et al., 1990). A presenca
de ITS naregido pericentromérica da espécie Ancistrus sp. 2 “cupim” pode indicar um possivel

rearranjo do tipo fusdo ou inversao.

A presenca de sequéncias teloméricas apenas nos teldmeros das outras espécies nao
significa que ndo houve rearranjos cromossdmicos na evolucéo cariotipica. Pode ocorrer perda
e degenaracdo de sequéncias teloméricas presentes nos sitios de fusao, levando ao encurtamento
ndo funcional dessas sequéncias (SLIJEPCEVIC, 1998). Desta forma, sequéncias ITSs muito
curtas podem ndo ser identificadas pelas técnicas de FISH (OCALEWICZ, 2013).

O uso de técnicas de citogenética classica e molecular nos permitiu caracterizar as
quatro espécies de Ancistrus estudadas, e sugerir a ocorréncia de possives rearranjos
cromossémicos envolvidos na evolucdo cariotipica das espécies estudadas. Além disso, foi
possivel comparar os resultados obtidos com cariétipos de outras espécies de Ancistrus
estudadas por Mariotto (2008) pertencentes a bacia do Paraguai e criar hipoteses de possiveis

rearranjos cromossémicos ocorridos entre as espécies.
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6 Consideracdes Finais

As espécies estudadas neste trabalho apresentaram grande variacéo cariotipica, tanto em
relagdo ao numero diploide de 2n=42 a 2n=54, quanto na morfologia dos cromossomos, onde
as espécies com maior numero diploide apresentaram cromossomos acrocéntricos e a espécie
com 2n=42 ndo apresentou cromossomos acrocéntricos. Esses resultados contribuem com as
hipoteses de rearranjos cromossdmicos do tipo fusdo céntrica estarem envolvidos na redugédo
do namero diploide nas espécies do género Ancistrus.

A espécie Ancistrus sp. “mutuca” apresentou pouca heterocromatina constitutiva tanto
nos machos quanto nas fémeas. O resultado observado na espécie Ancistrus sp. 1 “cupim”
indica a ocorréncia de polimorfismo cromossémico, pois apenas um exemplar apresentou bloco
grande de heterocromatina em um dos cromossomos homdlogos. J& nas espécies Ancistrus sp.
2 “cupim” e Ancistrus sp. “soberbo” podemos observar a ocorréncia de um possivel processo
de diferenciacdo de sistemas de cromossomos sexuais, j& que estas espécies apresentaram
blocos grandes de heterocromatina, ou os blocos grandes de heterocromatina podem ser usados
como marcadores para estas espécies.

As espécies estudadas apresentaram heteromorfismo em relacdo ao tamanho da NOR,
sendo esse heteromorfismo melhor observado no FISH com a sonda de DNAr 18S.
Heteromorfismos de tamanhos ja foram encontradas em outras espécies de Ancistrus e parece
ser uma caracteristica ja estabelecida entre as espécies desse grupo.

O DNAr 5S mostrou estar distribuido em diferentes sitios cromossémicos sendo
encontrado em 4 pares e 5 pares de cromossomos nas espécies estudadas. Essa caracteristica
reforca a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos nessas espécies do tipo fusdo céntrica e
inversdes pericéntricas e paracéntricas.

O double FISH com as sondas de DNAr 18S e 5S mostrou que essas espécies nao
possuem co-localizacdo e sintenia desses genes, contudo um padréo interessante observado é
que todas as espécies apresentaram cromossomo portador do DNAr 18S com sitio de DNAr 5S
no mesmo brago cromossdmico. Esses resultados contribuem ainda mais com as hipoteses de
rearranjos cromossodmicos, juntamente com os dados obtidos com a sonda telomeérica, que
mostrou uma regido de ITS na espécie Ancistrus sp. 2 “cupim”que pode estar envolvida em

rearranjos cromossémicos do tipo fusdo ou inversao.

A teécnica de FISH é bastante fidedigna, contudo mostrou diferenca nos resultados,

possivelmete alguma sequéncia muito parecida com DNA repetitivo da heterocromatina esta



47

resultando nessa diferenca de hibridacdo. Desta forma é necessario a hibridagdo de outras
sondas de DNAr, como por exemplo 28S, para tentar descobrir qual sequéncia de DNA esta

hibridando nos blocos de heterocromatina.

Neste trabalho foi possivel caracterizar quatro espécies de Ancistrus, contribuindo com
maior nimero de dados cromossdémicos a respeito do grupo e os resultados obtidos nos permitiu
fazer inferéncias sobre possiveis rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolucgédo

cromossOmica das espécies.
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