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RESUMO
Os dados citogenéticos fornecem informag6es importantes sobre a diversidade de Loricariidae,
pois eles corroboram as andlises de classificacdo das espécies ndo descritas e ajudam na
compreensdo da diversidade inter-intraespecifica. No entanto, entre as espécies do clado
Peckoltia, somente a determina¢do do numero de cromossomos ndo resolve essas questdes,
porque a maioria das espécies exibe um numero diploide (2n) estavel. Assim, o uso de outros
marcadores cromossdmicos, sdo necessarios para esclarecer a organizacdo genémica dessas
espécies e entender sua diversidade. O mapeamento fisico de DNAs repetitivos tem sido
amplamente utilizado como uma ferramenta importante no estudo de problemas taxonémicos e
evolutivos em peixes, bem como para entender os processos de organizacdo gendmica e
diversificacdo. O objetivo do presente trabalho foi mapear sitios ribossdémicos (rDNA) 5S e 18S
em Ancistomus feldbergae e cinco espécies de Peckoltia: P. cavatica; P. multispinis; P.
oligospila; P. sabaji e P.vittata, e discutir os mecanismos de organizagédo e diversificacdo
dessas sequéncias. Os resultados do presente estudo demonstram que todas as seis espécies
analisadas possuem cariétipo constituido de 52 cromossomos, mas possuem formula cariotipica
divergente. Regides Organizadoras de Nucléolo (NOR) do tipo simples foram observadas em
Ancistomus feldbergae, P. cavatica, P. multispinis e P.vittata, enquanto NOR madltiplas foram
encontradas em P. oligospila e P. sabaji. Foram observadas varia¢fes extensas no numero e
localizacdo dos sitios de rDNA 5S e 18S entre as espécies. Esses dados indicam que as inversdes
ndo sdo 0s Unicos eventos mais importantes na evolucdo do cariétipo neste grupo e devem ser
uteis na identificacdo das espécies estudadas aqui. Além das inversdes, as transposicdes sao
importantes eventos evolutivos envolvidos, pelo menos, em clusters de rDNA que se espalham

em Peckoltia e provavelmente em outras espécies de Hypostominae.

PALAVRAS-CHAVES: Peckoltia, DNA repetitivo, familia multigénica evolucéo
cromossomica.
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ABSTRACT

Cytogenetic data provide important information on the diversity of Loricariidae, as they
corroborate the classification analyzes of the species not described and help in the
understanding of inter-intraspecific diversity. However, among the species of the Peckoltia
clade, the determination of the number of chromosomes alone does not resolve these questions,
since most species exhibit a stable diploid (2n) number. Thus, the use of other chromosomal
markers is necessary to clarify the genomic organization of these species and to understand
their diversity. The physical mapping of repetitive DNA has been widely used as an important
tool in the study of taxonomic and evolutionary problems in fish, as well as to understand the
processes of genomic organization and diversification. The objective of the present work was
to map ribosomal sites (rDNA) 5S and 18S in Ancistomus feldbergae and five species of
Peckoltia: P. cavatica; P. multispinis; P. oligospila; P. sabaji and P.vittata, and discuss the
mechanisms of organization and diversification of these sequences. The results of the present
study demonstrate that all six species analyzed have a karyotype composed of 52 chromosomes
but have divergent karyotype formulas. Nucleolus Organizing Regions (NOR) of the single
type were observed in Ancistomus feldbergae, P. cavatica, P. multispinis and P.vittata, while
multiple NORs were found in P. oligospila and P. sabaji. Extensive variations in the number
and location of 5S and 18S rDNA sites among species were observed. These data indicate that
inversions are not the only most important events in karyotype evolution in this group and
should be useful in identifying the species studied here. In addition to inversions, transpositions
are important evolutionary events involved, at least in rDNA clusters that spread in Peckoltia

and probably in other species of Hypostominae.

KEYWORDS: Peckoltia, repetitive DNA, multigenic family chromosome evolution.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA LORICARIIDAE

A familia Loricariidae possui componentes importantes da ictiofauna da regido
Neotropical, onde eles sdo amplamente distribuidos, com registros desde o sudeste da Costa
Rica ao nordeste da Argentina, e apresentam uma grande variagdo morfoldgica e de coloragdo
(Isbriicker, 1980; Armbruster, 2004). Loricarideos sao facilmente distinguiveis de outros peixes
por terem corpos cobertos com placas dérmicas ossificadas (figura 1), abundancia de dentes

tegumentares conhecidos como odontodes (Garg et al. 2010), e um disco oral ventral que

' .
.
b\ 24 -
3 A
= e
B afts

facilita a ligacdo a superficie e a alimentacdo (Geerinckx et al. 2011).

Figura 1: Exemplares do género Peckoltia. A- Placas dérmicas ossificadas. B- Odontodes e disco oral

ventral. (Fonte: Acervo préprio).

E um grupo de peixes bastante diverso, cerca de 971 espécies validas, da regido
Neotropical (Eschmeyer & Fong, 2018), sendo a maior familia da ordem dos Siluriformes. Estes
sdo agrupados em seis subfamilias: Delturinae, Hypoptopomatinae, Hypostominae,
Lithogeninae, Loricariinae e Neoplecostominae (Armbruster, 2004; Reis et al. 2006; Lujan et
al. 2015), sendo a sistemética dessas subfamilias bastante controvertida, constantemente
revisada, tanto por analises osteoldgicas, morfométricas como moleculares (Cramer et al. 2011;
Lujan et al. 2017).
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1.2. ESTUDOS CITOGENETICOS DA SUBFAMILIA HYPOSTOMINAE

A subfamilia Hypostominae € composta por sete clados, Chaetostoma, Pseudancistrus,
Lithoxus, Pseudancistrus, Ancanthicus, Hemiancistrus e Peckoltia, e duas tribos, Ancistrini e

Hypostomini, (figura 2; Lujan et al. 2015).



; Peckoltia sabaji (Xingu) PECKOLTIA
5 ! Peckoltia sabaji (Orinoco) CLADE

Peckoltia furcata
Peckoltia n.sp. Madeira L210
5 Etsaputu relictum (Marafion) * ¥
Elsapuru relictum (Huallaga) t
10 Peckoltia lineola *
® peckoltia vitiata (Xingu) *
Peckoltia compta
Peckoltia braueri *
Peckoltia vittata (Madeira) * +
111 Peckoltia n.sp. Orinoco L127
I:{ Peckoltia aff. vittata (Orinoco)
‘Hemiancistrus' pankimpuju *
7 Panaqolus n.sp. Tacutu L306
15~ Panagolus gnomus 1'
- Panaqolus nocturnus *
i Panaqolus albomaculatus
Panaqolus maccus *
+—— ‘Panagqolus’ koko *
Scobinancistrus pariolispos t
A Scobinancistrus aureatus
b, L Scobinancistrus n.sp. Xingu L082
29 ﬂ{ ‘Peckoltia’ feldbergae (Bacaja)
‘Peckoltia’ feldbergae (Irirf)
Hypancistrus debilittera *
Hypancistrus lunaorum *
Hypancistrus contradens *
Hypancistrus furunculus *
Micracanthicus vandragti * T
Hypancistrus n.sp. Xingu L174
Peckoltichthys bachi t
‘Spectracanthicus’ immaculatus
‘Spectracanthicus’ immaculatus
Isorineloricaria spinosissima * T
Aphanotorulus squalinus
34 .
35 Aphanotorulus emarginatus
Aphanotorulus ammophilus
‘Hemiancistrus' landoni *
5 Hvpostomus (Hyp.) boulengeri HYPOSTOMINI
Hypostomus (Hyp.) commersoni A
T Hypostomus (Hyp.) sp. Madre de Dios
j-lypastomus (Hyp.) rhantos *
Hypostomus (Hyp.) robinii
Hypostomus (Hyp.) sp. Xingu
a7 - Hypostomus (Coch.) pyrineusi
Hypostomus (Coch.) macushi *
Hypostomus (Coch.) taphorni *
lypostomus (Coch.) plecostomoides
lypostomus (Coch.) hondae
‘Hypostomus’ nigromaculatus
‘Hemiancistrus’ fuliginosus
‘Hemiancistrus’ meizospilos
51l ‘Hemiancistrus’ votuoro
‘Hemiancistrus’ punctulatus
‘Hemiancistrus’ aspidolepis
‘Hemlanclstrus maracaiboensis
Pterygoplichthys gibbiceps
Pterygoplichthys disjunctivus
Pterygoplichthys multiradiatus I
Baryam:/srrus xanthellus * HEMIANCISTRUS
Baryanctsrrus chrysolomus * CLADE
Baryancistrus niveatus t
Spectracanthlcus zuanoni *
M bpectracanthlcus punctatissimus
Parancistrus nudiventris *
Hemiancistrus medians *
s ‘Baryancistrus’ beggini *
& 'Hemiancistrus’ subviridis *
‘Baryancistrus’ demantoides *
‘Hemiancistrus' guahiborum
Panaque schaeferi *
= Panaque armbrustgri
| Panaque bathyphilus
Panaque nigrolineatus *
Panaque cochliodon *
751 Leporacanthicus triactis *
76 Leporacanthicus galaxias T
Leporacanthicus heterodon
EPseudacanthicus n.sp. Xingu L025
Pseudacanthicus leopardus *
Acanthicus adonis
Acanthicus hystrix T
Megalancistrus parananus

~N

39

44

55

86

‘PSEUDANCISTRUS' GLADE

156 PSEUDANCISTRUS CLADE

CHAETOSTOMA CLADE

0.3

Figura 2: Relagdes filogenéticas da subfamilia Hypostominae. (Fonte: Lujan et al. 2015).
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O clado Peckoltia é mais rico em géneros, com nove géneros e 52 espécies validas,
comparado com os demais clado constituintes da subfamilia Hypostominae, composto pelos
géneros: Aphanotorulus, Etsaputu, Hypancistrus, Isorineloricaria, Microcanthicus, Panaqolus,
Peckoltia, Peckoltichthys, Scobnancistrus. O proprio género Peckoltia, ¢ um taxon
historicamente problematico, muitas vezes confundido com Hemiancistrus (Armbruster, 2004;
2008). Segundo Lujan et al. (2015) Ancistomus € um género valido para o clado Peckoltia,

incluindo ‘Peckoltia’ feldbergae neste género.

Poucas espécies para este clado foram descritas citogeneticamente, um clado que inclui
varios géneros, que se mostram mais conservados, principalmente em relacdo ao numero
dipléide (2n = 52). Foram observados casos de NOR (Regido Organizadora de Nuclélo) simples
e multiplas e a presenca de um cromossomo B (Souza et al. 2009; Cardoso et al. 2013, 2016;
Silva et al. 2014, Ayres-Alves et al. 2017) e até o presente estudo nédo foi identificado nenhum

tipo de sistema sexual para esse clado (tabela 1).



Tabela 1: Levantamento de dados citogenéticos das espécies do clado Peckoltia

Espécie 2n Fc_')rrpu_la A
criotipica NOR rDNA 18S rDNASS Referéncia
Hypancistrus cf. debilittera 52 34m/sm+18st multipla 2,23 1,29 Silva et al. 2014
Hypancisttrus zebra 52 38m/sm+14st Simples 13(q,t) 1(p,t)4(q,t) Silvaetal. 2014

Hypancisttrus zebral066 52  4Om/sm+12sta  Simples  221(qt)  1()i(qy) Cordosoetal.

2016

Hypancisttrus zebra 333 52  40m/sm+12st/a  Simples  221(qt)  1(i)1(q.) ggicéoso etal
Panaqolus sp. 52 42m/sm+10st/a  Simples 14(i) 14(i) /zbgllrss-Alves etal.
Peckoltia sp.1 52 44m/sm+8st/a+1B multipla - - Souza et al. 2009
Peckoltia sp.2 52 32m/sm+20st/a  multipla - - Souza et al. 2009
Peckoltia vittata 52 36m/sm+l6st/a  simples - - Souza et al. 2009
Scobinancistrus aureatus 52 42m/sm+10st  mdltipla 3(i) - ggigoso etal.
Scobinancistrus aureatus 52 42m/sm+10st  mdltipla - 5(i) :zﬂgllrgs-Alves etal.
Scobinancistrus pariolispos 52 42m/sm+10st ~ mdltipla  3(q,t) - ggigoso etal.
Scobinancistrus pariolispos 52  42m/sm+10st ~ mdltipla - 6(i) :zﬂgllrgs-Alves etal.

*2n- nimero diploide; m- metacéntrico; sm- submetacéntrico; st- subtelocéntrico; a- acrocéntrico; NOR- Regido
Organizadora de Nucléolo; g- braco longo do cromossomo; p- braco curto do cromossomo; t- regido terminal; i-
regido intersticial.
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1.3.DNA REPETITIVOS: ASPECTOS GERAIS E CLASSIFICACAO

As sequéncias de DNA repetitivos representam uma grande parte do genoma da maioria
dos organismos, sendo uma caracteristica comum no genoma dos eucariotos, apresentando alta
variabilidade e constituindo, em alguns casos, mais de 80% do teor de DNA da célula
(Charlesworth et al. 1994). Atualmente, sabe-se que estas sequéncias podem ser transcritas,
mas por um longo periodo, elas foram consideradas por consenso, como ndo-codificantes, DNA
lixo (junk DNA) (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998). No entanto, diferentes estudos tém
sugerido que estas sequéncias repetitivas estdo envolvidas nos processos de recombinacéao (Biet
et al. 1999), expressdo génica (Liu et al. 2001), replicagdo do DNA (Li et al. 2002) e na
diferenciacdo de cromossomos sexuais em peixe (Parise-Maltempi et al. 2007), ou seja, séo
importantes na organizacéo estrutural e funcional do genoma de forma geral (Kazazian, 2004;
Biemont & Vieira, 2006).

Neste contexto, as sequéncias codificantes sdo constituidas pelas familias multigénicas
de RNA ribossomal e histonas (que s&o as mais estudadas) entre outras (Flavel, 1986; Kedes,
1979; Nagoda et al. 2005; Prokopowich et al. 2003) e as nao codificantes, que sdo compostas
por sequéncias idénticas ou similares organizadas in tandem e incluem DNAs satélites e
repetices interespacadas dispersas, compostas pelos elementos transponiveis (transposable
element - TE), que possuem a capacidade de se mover no genoma (Charlesworth et al. 1994;
Long & Dawid, 1980; Sumner, 2003).

Em eucariotos superiores, 0s genes ribossomais, que sdo responsaveis pela organizacao
do nucléolo, estdo distribuidos em duas familias multigénicas: rDNA 45S que codifica as
fracbes dos rDNAs 18S, 5,8S e 28S; e o rDNA menor, composto pela familia génica que
codifica as moléculas de rRNA 5S (Long & Dawid, 1980). Outra familia multigénica contém
as sequéncias responsaveis por codificar cinco tipos de proteinas histénicas: H1, H2A, H2B,
H3 e H4 (Nagoda et al. 2005) (figura 3).
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A) tDNa 458
Unidade fDNA i ETS 185 IT5 s3s ITS 285
B) rDNa 58
Unidade tDNA NTS | o | NIS
C) Histonas
— Hi H3 |~ p4 [ HA [~ HB ——

Figura 3: Esquema da organizacéao das familias multigénicas em eucariotos superiores: A- Genes
ribossomais rDNA 45S; B- genes ribossomais rDNA 5S; C- Histonas. (Fonte: adaptado de Martins et
al. 2011).

1.4 ESTUDOS CITOGENOMICO NA SUBFAMILIA HYPOSTOMINAE: DNAs
REPETITIVOS

Este grupo demonstra uma grande variacdo no ndmero diploide que varia de 34
cromossomos em Ancistrus cuiabae, Ancistrus sp. “Cataldo”, Ancistrus sp. Purus (Mariotto et
al. 2009; Favorato et al. 2016) a 80 cromossomos em Hypostomus iheringii e H. tapavae (Traldi
et al. 2012; Bueno et al. 2014), apresentando 2n=54 como numero dipléide ancestral (Artoni &
Bertollo, 2001). Essa grande variacdo cariotipica sugere a ocorréncia de varios rearranjos
cromossémicos, direcionando para uma evolucdo cariotipica bastante divergente (Artoni &
Bertollo, 2001). Estudos citogenéticos na subfamilia Hypostominae tém sido realizados com
sondas de rDNAs 18S e 5S em diversos géneros: Ancistrus (Mariotto et al. 2011; Konerat et al.
2015; Ribeiro et al. 2015; Favorato et al. 2016; Primo et al. 2016), Hypancistrus (Silva et al.
2014; Cardoso et al. 2016), Hypostomus (Rubert et al. 2011; Pansonato-Alves et al. 2013;
Traldi et al. 2013; Bueno et al. 2014), Scobnancistrus (Cardoso et al. 2013), Panaque
armbrusteri e Panaqolus sp. (Ayres-Alves et al. 2017), entre outros. Tais estudos tém
demonstrado grande variagéo, tanto no numero desses sitios, quanto na sua localizacdo. DNAs

repetitivos vém sendo bastante utilizados em estudos citogendmicos. Atualmente sabe-se que
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as sequéncias repetitivas podem estar envolvidas na organizagédo estrutural e funcional do

genoma em geral (Kazazian, 2004; Biémont & Vieira, 2006).

Para sequéncias de DNAs satélites esta sendo atribuido o envolvimento na replicacao,
transcricao e recombinacao do DNA (Li et al. 2002; Liu et al. 2001). Estas sequéncias tém sido
isoladas de diferentes espécies de peixes, realizando mapeamento cromossémico (Hatanaka &
Galetti Jr., 2002; Jesus et al. 2003; Xu et al. 2013), as quais tem evidenciado a localiza¢ao
destes elementos repetitivos preferencialmente em regides heterocromaticas do genoma dos
peixes (Martins, 2007). Em Loricariidae ha poucas descri¢bes da organizacdo, composicao e
localizacdo de sequéncias satélites, sendo descritas para poucas espécies: Hisonotus
leucofrenatus (Andreata et al. 2010), Hypostomus ancistroides, H. iheringii, H. nigromaculatus
e H. tapijara (Traldi et al. 2013), Rineloricaria latirostris, R. pentamaculata (Primo et al.
2016).

Outra classe de DNAs satélites sdo as sequéncias teloméricas, que consistem em
repeticdes de microssatélites. Essas sequéncias tém sido bastante utilizadas em estudos
citoldgicos no grupo de peixes, sendo uma ferramenta Gtil na identificacdo de rearranjos
cromossémicos relacionados a reducdo do numero diploide ou geracéo de cromossomos sexuais
(Cioffi et al. 2010). No que se refere a0 mapeamento cromossdmico das sequéncias teloméricas
em Loricariidae as analises sdo escassas, sendo identificadas em poucas espécies, entre elas
Hypostomus ancistroides, H. strigaticeps, H. nigromaculatus (Pansonato-Alves et al. 2013),
Hypostomus ancistroides, H. iheringii, H. nigromaculatus e H. tapijara (Traldi et al. 2013),
Scobinancistrus aureatus, Scobinancistrus pariolispos (Cardoso et al. 2013), Rineloricaria
lanceolata (Porto et al. 2014), Spatuloricaria sp. (Ferreira et al. 2014), Ancistrus aff.
dolichopterus, A. dolichopterus, A. dubius, A. maximus, A. ranunculus, Ancistrus sp. "Cataldo”
e Ancistrus sp. Purus (Favarato et al. 2016), Hartia kronei, H. longipinna, H. gracilis, H.

punctata, H. loricariformis, H. torrenticola, H. carvalhoi (Blanco et al. 2017).

Os dados disponiveis sobre as distintas classes de DNASs repetitivos permitem
inferéncias importantes no entendimento de organizagcdes cromossdmicas, diversificagcdo de
cromossomos sexuais, além de consideracGes de natureza filogenética, disperséo e biogeografia
de populag6es naturais em peixes da familia Loricariidae. O conhecimento sobre a organizacao
desses elementos ainda é muito reduzido, em proporcéo a grande diversidade de peixes. Por

isso, com o isolamento destes elementos, caracterizacdo e posterior mapeamento destes e de
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outros elementos em um maior nimero de espécies, analises comparativas poderdo contribuir

para a compreensao da origem, evolucéo e fungédo destes elementos no genoma.
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos citogenéticos ja realizados evidenciam a grande diversidade cromossdmica
inter-intraespecificas em varias espécies da familia Loricariidae. Entretanto estes dados ainda
ndo sdo suficientes para resolver os problemas de ordem taxonémica, evolutiva e sistematica

deste grupo.

Neste contexto, mapeamentos de familias de DNAS repetitivos tém sido amplamente usados
em estudos taxonémicos e evolutivos em alguns grupos de eucariontes. A utilizacdo desta
abordagem visa compreender os mecanismos de organizacao e diversificacdo do genoma, uma
vez que estas sequéncias de DNAs podem estar envolvidas em eventos de rearranjos
cromossomicos. Portanto, considerando a grande variabilidade cromossémica encontrada nas
espeécies de Loricariidae, bem como a escassez de dados referentes ao mapeamento dos DNAS
repetitivos, aliada a sua funcionalidade, faz-se necessario elucidar sua localizacéo, estrutura e

funcdo em Loricariidae para melhor compreenséo da sua evolucdo genémica.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar seis espécies do género Peckoltia, destacando o papel dos DNA repetitivos
na organizagdo e dinamica desses elementos na diversidade cariotipica, para compreender a

evolugéo do grupo.

3.2. OBEJETIVOS ESPECIFICOS
a. Determinar o numero diploide e a formula cariotipica das espécies analisadas;
b. Identificar as NORs;

c. Isolar, caracterizar e mapear fisicamente as sequéncias repetitivas de DNA ribossomais

em Peckoltia.

d. Fazer uma analise cariotipica comparativa com os dados citogenéticos disponiveis na

literatura;

e. Contribuir com novos dados citogenéticos para o auxilio da identificacdo taxondmica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. AMOSTRAS

Foram analisados 37 espécimes do clado Peckoltia distribuidas em seis espécies, todas
coletadas nos municipios pertencentes ao Estado do Para, Brasil. A localizacao e quantidade de

espécimes coletados podem ser observados na figura 4 e tabela 2.

@ Altamira
W Portel
AOurém

Figura 4: Mapa das localidades de coleta. Ao lado as espécies coletadas: A- Ancistomus. feldbergae

B-Peckoltia cavatica; C- P. oligospila; D- P. multispinis; E- P. sabaji; F- P. vittata.



Tabela 2-Espécimes coletados nos rios do Estado do Para

Espécies Localidade

Quantidade

A. feldbergae  Rio Xingu (Altamira, PA)  03°06'12.8"S/51°43'53.9"0

P.cavatica Rio Camaraipi (Portel, PA) 02°2'38.70"S/50°49'0.29"0

P. multispinis  Rio Xingu (Altamira, PA)  03°06'12.8"S/51°43'53.9"0

P.oligospila  Rio Guama (Ourém, PA) 01° 35'51'S/47° 17'23.8'0

P. sabaji Rio Xingu (Altamira, PA)  03°06'12.8"S/51°43'53.9"0

P. vittata Rio Xingu (Altamira, PA)  03°06'12.8"S/51°43'53.9"0

4 machos e 3 fémeas

4 machos e 1 fémea

3 machos e 1 fémeas

3 machos e 2 fémeas

4 machos e 3 fémeas

7 machos e 2 fémeas

4.2. OBTENCAO DOS CROMOSSOMOS
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No estudo dos cromossomos mitéticos utilizou o rim cefalico, que é o 6Orgdo

hematopoiético nos peixes, preparado segundo a técnica de “air drying” modificada, para peixes

por Bertollo et al. (1978). Segue o protocolo:

1. Injetar, intraperitonialmente, uma solucdo aquosa de colchicina 0,025% na propor¢édo

de 1 mL/100 g de peso do animal.

2. Manter o peixe em tanque aerado por um periodo de 45 minutos.

3. Em seguida sacrificar o animal e retirar o rim.

4. Colocar o rim em placas de Petri de vidro contendo 10 mL de solugdo hipotdnica de

cloreto de potassio (KCI) a 0,075M.

5. Para melhor separacdo dos blocos celulares, dissociar bem os pedacos de tecido com

um macerador, para obter uma suspensédo celular e homogénea.

6. Levar a suspenséo obtida para estufa a 37°C por 30 minutos.
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7. Ressuspender, cuidadosamente, o material com auxilio de uma pipeta Pasteur, em
seguida transferir para um tubo de centrifuga e adicionar 4 gotas de fixador Carnoy
(&lcool metilico: &cido acético 3:1), para interromper o processo de hipotonizacao.

8. Centrifugar durante 5 minutos a 900 rpm, descartando o sobrenadante.

9. Adicionar, com cuidado, 5 mL do fixador Carnoy, deixando escorrer através da parede
do tubo.

10. Ressuspender cuidadosamente o material com auxilio de uma pipeta Pasteur.

11. Repetir os itens 7 a 9 por mais duas vezes.

12. Apos a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, adicionar fixador em
quantidade suficiente para obter uma suspensdo celular de boa concentragdo (cerca de
1 mL de fixador para cada 0,5 mL de sedimento).

13. Ressuspender com cuidado e guardar em tubos de Ependorff no freezer (-18°C) ou

trabalhar.
4.3. PREPARACAO DAS LAMINAS

1. Limpar as laminas.

2. Secar as laminas com auxilio de um papel toalha.

3. Pingar 10 pl da suspenséo celular gelada sobre a 1amina e deixar secar em temperatura
ambiente.

4. Armazenar em caixas de plastico até o momento da aplicacdo das diferentes técnicas

citogenéticas.
4.4. COLORACAO CONVENCIONAL

1. Laminas com material citologico sdo coradas com Eosina Azul de Metileno, segundo
Giemsa (Merck).

2. Para este procedimento diluir 0,4 mL de corante em 3 mL de tampé&o fosfato pH 6,8
(solucdo final a 10%, quantidade estabelecida para cada lamina).

3. Despeja-se sobre a ldmina a solucdo, deixando corar por 10 minutos.

4. Lavar com agua destilada e deixa-se secar.
4.5. IDENTIFICACAO DAS REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS (NOR)

A técnica de Ag-NOR consiste em evidenciar as Regides Organizadoras de Nucléolo

(NOR-nucleolus organizer regions) que estavam ativas na interfase precedente através da
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marcacdo com nitrato de prata. A técnica seguiu o protocolo de Howell & Black (1980), com

adaptacdes.

Colocar as laminas sobre um suporte e sobre elas pingar em média duas gotas de solucéo
de gelatina (0,2g de gelatina + 10 ml de agua deionizada a 60 °C + 0,15ul de acido
férmico) e duas gotas de solucdo de nitrato de prata (1g de AgNO3 + 2ml de agua
destilada) a 50%.

Cobrir a lamina com uma laminula.

Inverter a ldmina e colocar em uma cdmara Umida escura, devidamente fechada.
Colocar em um banho-maria a 60 °C, por um tempo em torno de 5 minutos, até a lamina
adquirir uma coloragcdo marrom escuro.

Lavar a lamina e deixar secar

Corar a lamina por 1 minuto com solucdo de Giemsa diluida em tampao fosfato pH 6.8

a uma diluicdo de 3:1.

4.6. EXTRACAO DE DNA

O DNA gendmico foi extraido de tecido muscular fixado em etanol 100% utilizando o

método de fenol-cloroférmio descrito por Sambrook & Russel (2001) que consiste em:

© © N o g bk~ o

Colocar 20 mg de tecido muscular macerado em um tubo eppendorf.

Adicionar 300 pL de tamp&o de homogeneizacao + 300 pL de tampéo de lise + 20 pL
de proteinase K (10ng/mL).

Homogeneizar e incubar em banho-maria por 30 minutos a 55° C.

Agitar delicadamente a cada dez minutos.

Deixar em overnight, para que haja uma melhor digesté&o.

Retirar do banho-maria e deixar resfriar em temperatura ambiente.

Adicionar 700 pL de fenol tamponado, misturar suavemente por dez minutos.
Centrifugar a 1400 rota¢Bes por minuto (rpm) por 15 minutos.

Transferir cuidadosamente o sobrenadante para outro eppendorf.

. Adicionar 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1).
11.
12.
13.
14,

Misturar por dez minutos e centrifugar a 1400 rpm por dez minutos.
Retirar a camada superior e transferir para um novo eppendorf.
Adicionar 100 pL de acetato de sodio (3m, pH = 4,8), e misturar.
Adicionar 700 pL de isopropanol para precipitar o DNA.
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15. Centrifugar por dez minutos a 1400 rpm e descartar o sobrenadante.

16. Secar o DNA a 37° C (15 a 25 minutos).

17. Dissolver em tampédo TE (tris—THCI 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 8,0; tris =
hidroximetilaminometano).

18. Depois de completamente dissolvido, manter o DNA a -20°C em tubos de 1,5 mL.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA obtidas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampdo TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA),
corado com corante GelRed (0,1 pL/mL) (Sambrook & Russell, 2001) e visualizado em
transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta. A quantidade e a qualidade do DNA
obtido foram também avaliadas em espectrofotbmetro (Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer -Thermo Fisher Scientific), por meio da comparacdo de absorbancia a 260-
280 nm.

4.7. ISOLAMENTO DE DNAS REPETITIVOS

As sequéncias dos genes ribossomais foram amplificadas por Reacdo de cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos descritos por Komiya & Takemura
(1979): primers 5SF (5°-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC) e 5SR (5°-CAG GCT GGT
ATG GCC GTA AGC). Para os genes de RNAr 18S foi utilizado o conjunto de primers 18SF
(5°CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT) e 18SR (5°CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA),
construido a partir da sequéncia do gene RNAr 18S descrita no NCBI (n° de acesso: AF021880)

para o peixe Ictalurus punctatus.

Os produtos de PCR obtidos foram analisados em gel de agarose 1%, imerso em tampao
TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA), corado com corante GelRed (0,1 pL/mL) (SAMBROOK
& RUSSELL, 2001), e submetidos a eletroforese a 110 VV/150A. Os produtos de amplificacdo
foram visualizados em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta e a foto-
documentacdo destes foi realizada com o programa computacional EDAS (Electrophoresis
Documentation and Analysis System 120 -Kodak Digital Science 1D). Os pesos moleculares
dos fragmentos amplificados foram estimados por meio de comparagdo com marcador de peso

molecular conhecido.

4.8. MARCACAO DAS SONDAS
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Apo6s padronizagdo das PCRs para cada um dos iniciadores, foram obtidas as sondas
através de PCR utilizando incorporacdo de dUTP biotinilado (Invitrogen), ou por Nick-
Translation com o kit Bionick (Invitrogen) para marcagdo com biotina, e Dig-nick (Roche) para

as marcagdes com digoxigenina.

4.9. TECNICA DE HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE COM SONDAS DE DNAS
REPETITIVOS

Esta técnica foi realizada segundo Pinkel et al. (1986) com modificacdes:

1. Sobre uma lamina citologicamente preparada pingar 200 puL de solucdo contendo
RNAse (1 uL de RNAse para cada 100 puL de 2 x SSC).

2. Cobrir a lamina com parafilme por 20 min.

3. Colocar a lamina em uma solugdo de pepsina (50 mL de HCI 4,8 N para 500 pL de
pepsina) por 10 minutos.

4. Lavar alaminaem 2 x SSC por 3 vezes por 2 minutos em cada.

5. Desidratar os cromossomos em uma bateria de alcool (2x70% por 2 minutos, 2x90%
por 2 minutos cada e 1x100% por 15 minutos).

6. Deixar as laminas em estufa a 60° C por 1 hora.

7. Paraa desnaturacdo cromossomica, mergulhar a lamina em uma solucgdo de formamida
70%, imersa no banho maria a 65°C por 55 segundos.

8. Desidratar novamente 0s cromossomos em uma bateria de alcool (1x70% gelado por 4
minutos, 1x70% por 2 minutos, 2x90% por 2 minutos cada e 1x100% por 15 minutos).

9. Desnaturar a sonda previamente preparada (2uL de sonda + 10pL de tampao de
hibridizag&o) a 70° C por 15 minutos.

10. Pingar os 12puL de solucao contendo a sonda na ldmina, cobrir com laminula e deixar
hibridizar durante 48 horas em estufa a 37° C.

11. Retirar a laminula e colocar a lamina em formamida 50% a 42° C por 5 minutos.

12. Colocar a lamina em 2 x SSC a 42° C por 2 vezes por 5 minutos em cada.

13. Colocar a lamina em detergente 4 X Tween (200 mL de 4 x SSC para 100 pL de Tween)
a 42° C por 5 minutos.

14. Pingar 200 pL de solugao de detecgdo (0,3uL de Cy3 —avidina para 100uL de 4 Tween),
cobrir com laminula e deixar em estufa a 37° C por 30 minutos.

15. Retirar a laminula e lavar a lamina em 4 Tween em temperatura ambiente 3 vezes por 3

minutos cada.
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16. Adicionar 7ul de DAPI-Anti-fading Vectashield, colocando-se uma laminula sobre a
lamina e realizando a retirada do excesso de Anti-fading com papel absorvente.
17. Selar a laminula com esmalte e levar para observacdo em microscopio de fluorescéncia

em ambiente escuro.
4.10. CAPTURA DE IMAGENS

Metafases coradas pela técnica de coloracdo convencional foram capturadas em
microscopio Olympus BX41 e com camera digital CCD 1300QDS. Metafases de laminas
previamente hibridizadas foram capturadas utilizando o software Nis-Elements no microscopio
Nikon H550S.

4.11. MONTAGEM E DISPOSICAO CROMOSSOMICA

Os caridtipos foram montados e organizados de acordo com a classificagdo morfolégica
dos cromossomos (metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos),
proposta por Levan et al. (1964), dispostos aos pares e em ordem decrescente de tamanho. A
edicdo das imagens foi feita com auxilio do programa Adobe Photoshop CS6.
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5. RESULTADOS

Artigo publicado na revista Zebrafish. Fator de impacto: 2,242. (Anexo 1)

Localizacdo in situ de sitios ribossémicos em Peckoltia e Ancistomus (Loricariidae:

Hypostominae) da bacia Amazonica.

RESUMO

Loricariidae é um diversificado grupo de peixes da regido neotropical, ocupando uma grande
variedade de ambientes de agua doce. Os dados citogenéticos trouxeram informacdes
importantes sobre a diversidade de Loricariidae porque ajudaram a validar espécies ainda ndo
descritas, bem como a nossa compreensao da diversidade inter-intraespecifica. No entanto, as
abordagens citogenéticas convencionais sdo limitadas na sua capacidade de detectar a
variabilidade em algumas linhagens, como se observa no clado Peckoltia, devido ao seu
caridtipo aparente conservado. Assim, o objetivo do presente trabalho foi mapear sitios
ribossémicos (rDNA) 5S e 18S em cinco espécies de Peckoltia e uma espécie de Ancistomus
da bacia amazénica e discutir os mecanismos de organizacdo e diversificacdo desses clusters.
As espécies analisadas foram encontradas com 2n = 52 e compartilham FC = 38m-sm + 14st-a
cromossomos, exceto P. vittata com FC = 34m-sm + 18st-a. Foram observadas variagoes
extensas no numero e localizacéo dos sitios de rDNA 5S e 18S entre as espécies. Esses dados
indicam que as inversdes ndo sdo 0s Unicos eventos mais importantes na evolugdo do cariotipo
neste grupo e devem ser Uteis na identificacdo das espécies estudadas aqui. Além das inversoes,
as transposigdes sao importantes eventos evolutivos envolvidos, pelo menos, em clusters de

rDNA que se espalham em Peckoltia e provavelmente em outras espécies de Hypostominae.

Palavras-chave: DNA repetitivo, familia multigénica, genes sinténicos, peixes ornamentais da

Amazonia.
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ABSTRACT

Loricariidae is a diverse group of fish from the neotropical region, occupying a wide variety of
freshwater environments. Cytogenetic data have brought important insights into Loricariidae
diversity because they help validate undescribed species as well as our understanding of inter-
and intraspecific diversity. However, conventional cytogenetic approaches are limited in their
ability to detect variability in some lineages, as seen in the Peckoltia clade, owing to their
apparent conserved karyotype. Thus, the aim of the present work was to map 5S and 18S
ribosomal (rDNA) sites in five species of Peckoltia and one species of Ancistomus from the
Amazon basin and discusses the mechanisms of organization and diversification of these
clusters. The species analyzed were found to have 2n = 52 and share KF = 38m-sm+14st-a
chromosomes, except P. vittata with KF = 34m-sm+18st-a. Extensive variations in the number
and location of 5S and 18S rDNA sites were observed among species. These data indicate that
inversions are not the most important events in karyotype evolution in this group and should
prove useful in identifying the species studied here. In addition to inversions, transpositions are
important evolutionary events that are involved at least in rDNA clusters spreading in Peckoltia

and probably in other species of Hypostominae.

Key-words: repetitive DNA, multigene family, syntenic genes, ornamental Amazon fish.
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INTRODUCAO

Loricariidae € um diversificado grupo de peixes (cerca de 951 espécies validas) da
regido neotropical, ocupando uma grande variedade de ambientes de agua doce (Isbricker,
1980; Armbruster, 2004; Eschmeyer & Fong, 2017). Esta familia € composta por seis
subfamilias, sendo Hypostominae a mais rica em espécies € 0 maior nimero de espécies
cariotipadas (Kavalco et al., 2005). Hypostominae, por sua vez, é composta por sete clados
(Chaetostoma, Pseudancistrus, Lithoxus, Pseudancistrus, Acanthicus, Hemiancistrus e
Pekoltia) e duas tribos (Ancistrini e Hypostomini) (Lujan et al., 2015). As tribos Hypostomini
e Ancistrini as mais estudadas em termos citogenéticos, indicam uma ampla divergéncia de
cariétipo entre Hypostomini (2n = 64 - 80) e Ancistrini (2n = 34-54) (Mariotto et al., 2011,
Traldi et al., 2012; Bueno et al., 2014; Favarato et al., 2016).

Os dados citogenéticos fornecem informacgbes importantes sobre a diversidade de
Loricariidae, pois eles validam espécies ndo descritas e ajudam na compreensao da diversidade
inter-intraespecifica (Cardoso et al., 2013, 2016; Silva et al., 2014). No entanto, entre as
espécies do clado Peckoltia, somente a determinacdo do nimero de cromossomos ndo é
suficiente para resolver essas questdes, porque a maioria das espécies exibe um nimero diploide
(2n) estavel (Cardoso et al., 2013, 2016; Silva et al., 2014; Ayres-Alves et al., 2017). Assim, 0
uso de outros marcadores cromossdmicos, é necessario para esclarecer a organizagao genémica

dessas espécies e entender sua diversidade.

O mapeamento fisico de DNASs repetitivos tem sido amplamente utilizado como uma
ferramenta importante no estudo de problemas taxondmicos e evolutivos em peixes, bem como
para entender os processos de organizacao gendmica e diversificacdo (Kazazian, 2004; Martins
& Wasko, 2004; Biémont, 2002). De acordo com Kidwell (2002), tais sequéncias também
podem estar envolvidas em rearranjos cromossémicos, como delecdes, duplicacoes, inverses
e translocacdes, sendo responsaveis pelas variacdes cariotipicas observadas em muitos grupos.
Desta forma, os DNAS repetitivos constituem um importante marcador cromossémico, sendo
util para estudos citogenéticos. Foram realizados estudos citogenéticos em Loricariidae com
sondas de rDNAs 18S e 5S em varios géneros de Loricariidae: Ancistrus (Mariotto et al., 2011;
Favarato et al., 2016), Harttia (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2014; Blanco et al., 2017)
Hypancistrus (Cardoso et al., 2016; Silva et al., 2014) Hypostomus (Traldi et al., 2012, 2013,
Pansonato et al., 2013; Rubert et al., 2016), entre outros. Tais estudos mostraram grande

varia¢do no nimero desses sitios e em suas localizacGes.
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Peckoltia € um género do clado Peckoltia com 18 espécies reconhecidas distribuidas
nas bacias Amazonica e do Orinoco e no escudo da Guiana, varias das quais sdo exploradas no
comércio ornamental (Armbruster, 2008; Armbruster & Werneke, 2015; De Oliveira et al.,
2012). Os dados citogenéticos classicos sé estdo disponiveis para P. vittata do rio Xingu e
Peckoltia sp. 1 e Peckoltia sp. 2 do rio Jari, ambos com 52 cromossomos e divergéncias na
férmula do caridtipo (Tabela 3) (Souza et al., 2009). O género Peckoltia em si € um taxon
historicamente problematico que muitas vezes é confundido com Hemiancistrus (Armbruster,
2004, 2008). De acordo com Lujan et al. (2015), Ancistomus € um género valido para o clado
Peckoltia, incluindo o "Peckoltia" feldbergae neste género. Portanto, € necessario cariotipar
outras espécies e usar outros marcadores cromossdmicos para entender o processo de
diversificacdo cariotipica neste género. Assim, os objetivos do presente trabalho foram mapear
os sitios de rDNA menores e maiores nos cariétipos de cinco espécies de Peckoltia mais uma
espécie de Ancistomus da bacia Amazdnica e discutir os mecanismos de organizacao e

diversificacao desses clusters.

Tabela 3: Compilacéo de dados cromossdmicos de espécies de Peckoltia.

Espécies 2n FC Referéncias

Ancistomus feldbergae 52 38m+sm, 14st Presente trabalho
Peckoltia vittata 52 36m+sm, 14st,2a  Souza et. al., 2009
Peckoltia sp.1 52 44m+sm, 6st, 2a; +1B Souza et. al., 2009
Peckoltia sp. 2 52 32m+sm, 18st,2a  Souza et. al., 2009
Peckoltia cavatica 52 38m+sm, 14st Presente trabalho
Peckoltia multispinis 52 28m+sm, 24st Presente trabalho
Peckoltia oligospila 52 38m+sm, 14st Presente trabalho
Peckoltia sabaji 52 38m+sm, 14st Presente trabalho

Peckoltia vittata 52 32m+sm, 18st, 2a Presente trabalho
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MATERIAL E METODOS

No presente estudo, analisamos amostras de uma espécie do género Ancistomus e cinco
especies do género Peckoltia (Figura 5 e 6). As coletas das amostras foram autorizadas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBIo) e Secretaria de Estado de
Meio Ambiente do Pard (SEMA-PA); licenca 020/2005. Os animais foram anestesiados com
eugenol e os cromossomos foram obtidos como descrito por Bertollo et al., (1972), Regides
Organizadoras de Nucléolos (NOR) foram detectadas usando AgNOs, conforme descrito por
Howell e Black (1980), e a hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada seguindo o
método de Martins e Galetti (1999), utilizando sondas para rDNA 5S e 18S, marcados com
biotina ou digoxigenina usando a técnica de Nick-Translation e detectados com avidina-Cy3 ou
anti-digoxigenina-FITC, respectivamente. Os cariotipos foram classificados como descrito por
Levan et al., (1964), dispostos aos pares e em ordem decrescente de tamanho. A edicdo das

imagens foi feita com auxilio do programa Adobe Photoshop CS6.
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Figura 5: Localidades das amostras analisadas no presente estudo. No municipio de Altamira (A.
feldbergae, P. multispinis, P. sabaji e P. vittata), no municipio de Portel (P. Cavatica) e no municipio
de Ourém (P. oligosipla)

RESULTADQOS

As seis espéecies analisadas no presente estudo apresentaram um namero diploide (2n)

de 52 cromossomos. Além disso, a maioria das espécies possui 38 cromossomos meta-
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submetacéntricos e 14 subtelo-acrocéntricos, exceto P. vittata, que tém 34 cromossomos meta-

submetacéntricos e 18 subtelo-acrocéntricos (Figura 6).

A impregnagdo de NOR com AgNO:z indicou uma NOR simples em A. feldbergae na
regido terminal de 20g, em P. cavatica na regido terminal de 9q, em P. multispinis na regido
terminal do homologo de 5q e em P. vittata na regido terminal de 10g, enquanto que NOR
multiplas foram indicadas em P. oligospila para cada regido terminal nos homdlogos de 10q e

20q e em P. sabaji nas regides terminais de 7q e 20q (Figura 6).
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Figura 6: Espécies de Ancistomus e Peckoltia analisadas no presente trabalho (esquerda, escala = 1
cm) e seus respectivamente cariotipos (direita, Bar = 10 pm). AFE - A. feldbergae; PMU - P.
multispinis; POL - P. oligospila; PCA - P. cavatica; PVI - P. vittata; PSA - P. sabaji.
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A localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S foi divergente entre as seis espécies (Figura
7). Em P. multispinis, 18S e 5S rDNA foram colocalizados no par 5q; em A. feldbergae, os
sitios de rDNA 18S no par 20q e sitios de rDNA 5S nos pares 1q e 15q; em P. oligospila, os
sitios de rDNA 18S nos pares 10qg e 20q e sitios de rDNA 5S no par 11q; em P. cavativa, 0s
sitios de rDNA 18S nos pares 99 e 11q e sitios de rDNA 5S nos pares 99 e 21q; em P. vitatta,
os sitios de rDNA 18S no par 10q e sitios de rDNA 5S nos pares 10q e 21q; em P. sabaji, 0s
sitios de rDNA 18S nos pares 7¢, 14q e 20q e sitios de rDNA 5S nos pares 7q, 9q e 20q. A
maioria dos sitios de rDNA estd em uma localizacdo terminal, com excecdo de um sitio de
rDNA 5S que esta localizado na regido proximal em P. cavatica e P. vitatta. Além disso, o0s
sitios das duas classes de rDNA estdo localizados em diferentes cromossomos como em A.
feldbergae e P. oligospila. No entanto, os sitios de rDNA 18S e 5S no mesmo cromossomo,
como em P. cavatica e P. vitatta, e alguns foram colocalizados, como em P. multispinis e P.
sabaji. Além disso, os heteromorfismos de tamanho intraespecificos dos clusters de rDNA

foram observados nas seis espécies.

Figura 7: Mapeamento cromossdmico do rDNA 18S (verde) e 5S (vermelho) em espécies de
Ancistomus e Peckoltia. AFE - A. feldbergae; PMU - P. multispinis; POL - P. oligospila; PCA - P.
cavatica; PVI - P. vittata; PSA - P. sabaji. Bar = 10 um.
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DISCUSSAO

As seis espécies analisadas no presente estudo exibiram um cario6tipo 2n = 52, que se
supde ser uma sinapomorfia de Ancistrini (Artoni & Bertollo, 2001) e é compartilhada com
espécies congéneres (Tabela 1) (Alves et al., 2003). Apesar disso, existem algumas
divergéncias na morfologia cromossdmica, que devem resultar de inversdes, principalmente as
pericéntricas. As inversdes foram identificadas como a principal fonte de evolucéao do cariotipo
em Ancistrini. No entanto, as inversdes ndo sdo 0s Unicos eventos envolvidos na reorganizagédo
cromossdmica em Ancistrini. Os eventos de fusdo Robertsoriana e a reducdo no numero
dipléide sdo fontes de diversificacdo na evolugdo cromossémica das espécies do clado (Figura
8) (Mariotto et al., 2011; Favarato et al., 2016; Cardoso et al., 2013, 2016; Silva et al., 2014;
Ayres-Alves et al., 2017; De Oliveira et al., 2006; Prizon et al., 2016; Rocchi et al., 2012). A
reposicdo centromeérica também poderia explicar essa variacdo, pois esse mecanismo pode
alterar a morfologia do cromossomo sem modificar o nimero cromossémico (Artoni &
Bertollo, 2001; Prizon et al., 2016; Montefalcone et al., 1999).

Uma pequena diferenca na formula cariotipica também foi detectada entre P. vittata
analisada no presente estudo e as descritas por Souza et al., (2009), considerando que ambas as
amostras eram do rio Xingu. E possivel que a inversdo cromossémica tenha ocorrido durante a
divergéncia simpatrica dos dois cariomorfos. No entanto, a combinacdo de gametas em
cromossomos de populagdes polimérficas pode levar a uma diferenga no cariétipo (Rosa et al.,
2012).

O mapeamento de FISH e a analise Ag-NOR revelaram a ocorréncia de locais inativos
de rDNA 18S em P.cavatica, P. multispinis e P. sabaji. Da mesma forma, 0 mapeamento de
sequéncias de rDNA 5S revelou uma organizacao dinamica dessas sequéncias entre espécies:
enquanto P. multispinis e P. oligospila tém um unico sitio, as outras espécies tém dois ou trés
sitios (Bueno et al., 2014; Ayres-Alves et al., 2017; De Oliveira et al., 2006; Prizon et al.,
2016). Além disso, identificamos casos em que os sitios do rDNA menor (5S) e do maior (18S)
estavam em diferentes pares cromossémicos e casos em que essas duas classes de rDNA eram
sinténicas e mesmo colocalizadas, como observado em Neopleocostominae,
Hypoptopomatinae (Ziemniczak et al., 2012), Loricarininae (Kavalco et al., 2005),
Hypostominae (Mariotto et al., 2011; Favarato et al., 2016; Pansonato-Alves et al., 2013; Rosa
et al., 2012) e a familia Trichomycteridae (Ziemniczak et al., 2012). Este tipo de rearranjo

dessas sequéncias ndo é comum em espécies de peixes, uma vez que tende a favorecer eventos
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de crossing over desiguais e conversdo de genes (Rosa et al., 2012). Apesar disso, a
colocalizagdo de rDNA 5S e 18S foi observada em algumas espécies de Loricariidae, incluindo
os Ancistrini (Mariotto et al., 2011; Favarato et al., 2016; Prizon et al., 2016). No entanto, a
organizacdo ndo sinténica de sitios de rDNA menor e maior é a organizagdo mais
frequentemente observada em espécies desta tribo. De acordo com Zienmiczak et al., (2012), a
sintenia entre as duas classes de rDNA em um Unico par de cromossomo é uma condicao
plesiomorfica para Loricariidae. Como proposto por Mariotto et al., (2011) o cari6tipo ancestral
no género Ancistrus é semelhante ao apresentado por Ancistrus claro (Figura 4), que possui 2n
=54 cromossomos, um alto nimero fundamental e um par de cromossomos com sitios de rDNA
5S e 18S sinténicos. Para as mesmas caracteristicas, exceto para o 2n, podemos observar em P.
cavatica e P. vittata a presenca de um sitio de rDNA 5S na regido intersticial no mesmo
cromossomo com uma NOR simples, que pode ser uma condi¢do primitiva remanescente para
o0 clado Peckoltia, como encontrado em Hypancistrus cf. debilittera (Silva et al., 2014) e
Panagolus sp.(Ayres-Alves et al., 2017), pertencentes ao mesmo clado, e no género Ancistrus
(Mariotto et al., 2011; Favarato et al., 2016; Prizon et al., 2016, Ribeiro et al., 2015), que é da

mesma subfamilia Hypostominae (Lujan et al., 2015).

Os dados relativos a organizacao dos clusters de rDNA indicam que outros tipos de
rearranjos cromossdmicos, além de inversdes, deveriam ter ocorrido durante a divergéncia do
cariotipo dessas espécies. As translocacdes cromossémicas, por exemplo, poderiam explicar a
diferenca na localizacdo cromossomica dos sitios de rDNA. Esses eventos foram
presumivelmente mediados por mecanismos de transposicao, que foram documentados para se
aplicar a esses tipos de sequéncias devido a presenga comum de elementos transponiveis em
associacdo com rDNAs (Dover, 1986; Eickbush & Eickbush, 2007). Os eventos de reposicéo,
por exemplo, poderiam explicar a diferenca no nimero de sitios de rDNA entre as espécies,
uma vez que esses mecanismos podem produzir novas cépias (Zhang et al., 2008). Por outro
lado, é possivel que a degeneracgdo desses sitios de rDNA tenha ocorrido em algumas espécies.
Além disso, foram observados heteromorfismos de tamanho inespecifico de clusters de rDNA
entre as seis especies. Isso pode ser explicado por eventos de duplicagdo mediados por crossing
over desiguais, eventos que sdo comumente descritos em espécies de vertebrados (Pendas et
al., 1993).

Os dados atuais sobre 2n, FC e localizacdo dos clusters de rDNA sugerem que 0
cariotipo de Peckoltia, bem como o de outras espécies de Hypostominae, ndo € estavel. Assim,

as inversdes podem nao ser o mecanismo mais importante de rearranjo do cariétipo nesse grupo,
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como se supunha anteriormente. Por sua vez, transposic¢des e duplica¢fes também parecem ser
eventos evolutivos importantes, envolvidos na dispersdo desses clusters de rDNA que se
espalham nesse grupo. Além disso, o conjunto de dados gerado aqui pode fornecer marcadores
taxonémicos e, portanto, deve ser muito util na identificacdo de espécies de Peckoltia. Eles
também podem fornecer evidéncias de um mecanismo de isolamento reprodutivo pds-zigotico
entre espécies simpatricas do rio Xingu, como sugerido para Scobnancistrus aureatus e S.

pariolispos (Cardoso et al., 2013).
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Figura 8: Hipdtese da dindmica cromossdmica no clado de Peckoltia. (A) Espécies que mantiveram a condigdo sinténica ancestral. (B) Espécies que
quebraram a sintenia. * Dados obtidos de Mariotto et all (2011). ** Condicéo ancestral com NOR simples e sitios de rDNA 58S sinténicos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho foram as primeiras descricbes para as

espécies Ancistomus feldbergae, P. cavatica, P. multispinis, P.oligospila e P. sabaji.

O conjunto de dados cromossdmicos obtidos para as espécies de Peckoltia indica a
conservacdo do numero dipldide igual a 52 cromossomos, sendo uma caracteristica

compartilhada com as espécies congéneres, porém com divergéncia na férmula cariotipica.

Observou-se uma variagdo no numero e localizacdo das NORs. No entanto, todas as
marcacgdes encontram-se na regido terminal do braco longo dos cromossomos portadores,

demonstrando uma caracteristica conservada para as espécies desse género.

As espécies estudadas apresentaram heteromorfismo em relacdo ao tamanho da NOR,
sendo esse heteromorfismo melhor observado no FISH com a sonda de rDNA 18S.
Heteromorfismos de tamanhos ja foram encontradas em outras espécies do clado Peckoltia e

parece ser uma caracteristica ja estabelecida entre as espécies desse grupo.

O double FISH com as sondas de rDNA 18S e 5S mostrou que essas espécies possuem
colocalizacdo (P. multispinis e P. sabaji) e sintenia (P. cavatica e P. vittata) desses genes. Esses

resultados contribuem ainda mais com as hipéteses de rearranjos cromossémicos.

Neste trabalho foi possivel caracterizar seis espécies do clado Peckoltia, contribuindo
com maior nimero de dados cromossdmicos a respeito do grupo e os resultados obtidos nos
permitiu fazer inferéncias sobre possiveis rearranjos cromossémicos envolvidos na evolugdo
cromossdmica das espécies. No entanto, devido ao seu grande ndmero de espécies, sao

necessarios mais estudos para que possa se compreender a historia evolutiva deste grupo.
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Abstract

Loricariidae is a diverse group of fish from the neotropical region, occupying a2 wide variety of freshwater
environments. Cytogenetic data have brought important insights into Loricariidas diversity because they help
validate undescribed species as well as our understanding of inter- and intraspecific diversity. However, con-
ventional cytogenetic approaches are limited in their ability to detect variability in some lineages, as seen in the
Peckoltia clade, owing to their apparent conserved karyotype. Thus, the aim of this work was to map 55 and
185 ribosomal (rDNA) sites in five species of Peckoltia and one species of Ancistoms from the Amazon basin,
and discusses the mechanisms of organization and diversification of these clusters. The species analyzed were found
to have 2n=>52 and share EF =38 m-sm +14st-a chromosomes, except Peckoltia vittata with KF =34 m-sm +
18st-a. Extensive variations in the number and location of 55 and 188 rDINA sites were observed among
species. These data indicate that inversions are not the most important events in karvotype evolution in this
group, and should prove useful in identifying the species studied here. In addition to inversions, transpositions
are important evolotionary events that are involved at least in rDNA clusters spreading in Peckoltia and

probably in other species of Hypostominae.

Keywords: repetitive DNA, multigene family, syntenic genes, ormamental Amazon fish

Introduction

ORICARIIDAE IS A DIVERSE GROUP of fish (951 valid species)
from the neotropical region, ocoupying a wide variety of
freshwater environments '™ This family is composed of six
subfarmlies, with Hypostominae being the most species-rich
and harboring the largest number of karyotyped species ®
Hypostominae, in turn, 15 composed of seven clades (Chae-
tostoma, Pseudancistries, Lithoxus, Preudancistrus, Acanthi-
cus, Hemiancistrus, and Pekoliia) and towo tribes {Ancistring
and H}-pcstnminij.s Drata for Hypostornin and Ancistrini, the
most studied in cytogenetic terms, indicate a wide divergencs
of karyotype among Hypostornim (2n=64-80) and Ancistrini
(In=3454%"
Cytogenetic data have provided important insights into
Loricariidae diversity becanse they validate undescribed
species and aid understanding of inter- and intraspecific

d.i"f":nit}'.m_]:' However, among Fecholtia species, the de-
termnination of number of chromosomes alone is not wseful for
resolving these istues, becanse most species exhibit a stable
In karyotype.'™ Thus, the use of other chromosomal
markers 15 necessary to clanfy the genomic organization of
these species and understand their diversity.

The physical mapping of repetitive DN As has been widely
used as an important tool in the stody of taxonomic and
evolutionary problems in fish, as well as to understand the
processes of genomic organization and diversification ™%
According to Kidwell," such sequences may also be imvolved
in chromosomal rearrangements, such as delstions, duplics-
tions, inversions, and translocatons, being responsible for
karvotypic variatons observed in many groups. In this way, the
repetitive DINAS constitete an important chromosomal marker,
being useful for cytogenetic studies. Cytogenetic studies in
Loricariidae have been performed with probes of 185 and 55
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2
Tasle 1. CoMPILATION OF CHROMOSOME DaTa
OF PECEOLIIA SPECIES
Species n KF Reference
Peckoltia vittata 52 36mesm, 14st, 2a Souza et al ™
Peckoltia sp.1 52 $4m+sm, Gst, Souza et al ™
2a; +1B

Peckoltia sp. 2 52 32mtem, 13t 22 Souzs et al™
Peckoltia cavatica 52 3Bm+sm, 14st Present work
Peckeltia feldbergae 52 38m+sm, 14st Present work
Peckoltta multispinis 52 28m+smm, 24st Presant work
Peckoltia oligospila 52 3Bm+sm, 1dst Present work
Peckeoltia sabajt 52 33m+sm, 14st Present work
FPeckoltia vittata 52 32m+sm, 18st, 2a Presemt work

DN As in several Lorcaridae genera: Ancistrus ¥ Haretia 50
Hypancistrus,""* Hypostoruws,”™ ™ among others. Such stud-
15 have shown great vadation both in the oumber of these sites
and in their locations.

Feckoltia 15 a genus of the Peckoltia clade with 18 rec-
ogrized species distobuted in the Amaren snd Onnoco ba-
sins and Guizna shield, several of which are exploited in the
omamental trade % Classical cytogenetic data are only
available for Peckeltia vittata from the Xingoe River and
FPecloltia sp. 1 and FPeckeoltia sp. 2 from the Jan River, both
with 52 ch:nmgs.ms and divergences in karyvotype for-
mula (Table 135" The genus Peckoltia itself 15 & historically
problematic taxen that 15 often confused with Hemian-
cistrus *** According to Lujan et al|* Ancistomues is a valid
genus for the Feckeltia clade, including “*Feckoltia™ feld-
bergae 1n this genus, Therefors, it 1s necessary to identify
other species and use other chromosomal markers to under-
stand the process of karyotype diversification in this gemmns.
Thus, the airns of this work were to map the minor and major
DN A sites in the karyotypes of five species of Peckeltio plus
one species of Arncistormus from the Amaren basin and dis-
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cuss the mechanisms of organization and diversification of
these chosters.

Materials and Methods

In this study, we analyzed samples from one species of the
genus Ancistomus and five species of the genus Pecholia
(Figs. 1 and 2). 5ample collection was sauthonzed by Insttuto
Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade (ICMBia)
and Secretaria de Estado de Meio Ambiente do Para (SEMA-
PA); permit 0202005, Animals were anesthetized with euge-
nol and chromosomes were obtaned a3 deseribed by Bertollo
et al ™ Nucleolsr organizer regions (NORs) were detectsd us-
ing AgNOs 2 deseribed by Howell and Black ™ and finores-
cent in st hybridizaton (FISH) was conducted following the
method of Marting and Galeti™ using probes for 35 and 185
tDNA, labeled with biotin or digoxigenin using mck translation
and detected wsing avidin-Cy3 or antdigoxigenin-FITC, re-
spectively. The karyotypes were classified as descrobed by
Levan er al.*!

Results

The six species analyzed in this study were found to have a
dipledd mumber (2n) of 32 chromosomes. Moreover, most
species possessed 38 meta-submetacentric and 14 sub-
teloacrocentric chromosomes, except P vittate, whichhad 34
meta-submetscentric and 18 subteleacrocentric  chromo-
somes (Fig. Z).

Impregnation of NORs with AgNO; indicated a single
NOR in A. feldbergas in the terminal regiom of 20g, in
Peckoltia cavatica in the terminal region of %, in Peckoltia
muclrispings in the termminal region of the 5q homologue, and in
F. vittata in the terminal region of 10q, whersas multiple
NORs were indicated in Peckoltia oligospila for each ho-
mologens terminal region in 10y and 20q, and in Peckolia
sabayi in the terminal regions of Ty and 20q (Fig. 2).
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FIG. 2. Species of Ancistomus and Peckoltia analyzed in this work (leff, scale bar=1cm) and their, respectively,
karyotypes (right, scale bar= 10 ym). AFE A .exdbergae PMU, P. multispinis; POL P. oligospila, PCA, P. cavatica; P\I
P. vittata; PSA, P. sabaji. Color irages available online at www.liebertpub. com/zeb
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FIG. 3. Chromosomal mapping of 185 (green) and 35 (red) rDINA 1n Ancistomus and Peckeltia species. Scale bar=10
wm. AFE. A, feldbergas; PMU, P. multispinis; POL, P. oligospila; PCA, P. cavatica; PV, P. vittata; PSA, P. sabaji. Color

images available online at www lisbertpub.com/zeb

The location of 185 and 35 DNA site: was divergent
among the six species (Fig. 3). In P. multispinis, 185 and 35
rDMNA were colocalized in 5g; in A. feldbergas, 185 tDNA
sites were in 20g and 55 TDMNA sites were in 1g and 15¢g; in P.
oligospila, 185 tDMNA sites wersin 10qg and 20q and 55 rDNA
sites wers in 11g; in P covativa, 185 fDNA sites were in 9q
and 11qg and 35 rDNA sites wers in 9q and 21q; i P vitatta,
185 rDINA sites were in 10 and 55 rDMNA sites were 1n 10g
and 21g; in P. sabgji, 185 rDMNA sites were in 7q, 14g, and
20¢y, and 55 rDINA sites were in 7q, 9, and 20q. Most tDNA
sites had a terrmnal location, except one 55 tDMNA site, which
was in the proximal region in P, cavatica and P. vitatta.
Mereover, the sites of the two classes of tDNA were in dif-
ferent chromosomes 1 A feldbergoe and P. oligospila.
Hewever, there wers also 185 and 55 :DNA sites in the same
chromosorme, sech as in P, cavatica and F. vitatta, and some
were even colocalized, st was the case in P. multispinis and
F. sabaji. In addition, intraspecific heteromorphisms i the
size of tDNA clusters were observed in the six species.

Discussion

The six spece:s analyzed in this stody exbobited a Zn=352
karyotype, which 1s purported to be a synspomerphy of An-
cistrini™ and iz shared with congenenc species (Table 1)
However, there are some divergences in chromosome
morphologies, which must result from inversions, mainly
pericentric, that are inversions that have been identified as the
main source of karyotype evolution in Ancistrini = However,
inversions are not the only events mmvelved in chromosome
reorgamzation in Ancistrini, Eobertsomian fusion events and
diploid reduction are sources of diversification in the chro-
mosormns evoluton of the clade species (Fig. 4 52107153436
Centromeric reposition could alse explain this variation,
simce this mechanism can change chromosome morphology
without modifying number of chromosames *

A small difference in karyotype formula was also detscted
among the P wiitats analyzed in this study and those described

by Souraeral ™ despte both samples being from Xingu Fiver.
It is possible that a chromosome inversion occurred during
sympatric divergence of the two karyornorphs. Hewesver, the
combination of gametss n chromosomes of polymorphic pop-
ulations may lead to a difference in the karyorype
FISH mapping and Ag-NOE analyus revealed the oc-
currence of inactive sites of 185 rDINA in P cavafica,
P. multispinis, and P. sabap. Simdlarly, the mapping of 35
rDNA sequéences revealed a dynamic orgamzation of these
sEquences among species: whersa: P omwdtispinis and
P. oligospila had a single site, the other species had two or
three sites 15545 Moreever, we identified cases wherein the
minor (35) and major (185) sites of rDNA were in different
chromosome pairs and cases wherein these two classes of
rDNA were syntenic and even colocalized, as obgerved in
Neopleocostominas, H‘_‘.‘[}UFILCII_I:JI.LI.E‘:i.L'.HE.:’D Loricarininae
H}'pasmr:ﬁnae:“_'p'n':"a and the Trnchomycteridas :’:a.r.uil}'.sp
This type of arrangement of these seguences 15 not common
in fish species, since 1t tends to favor unegual crossing over
vents and gene conversion 32 Diespite this, colocalization of
35 and 185 rDINA was observed In some species of Lor-
icaridae, mcluding Ancistring 5% However, nonsynbenic
organization of minor and major tDINA clusters is the most
frequently observed organization in species of this tribe.
According to Fienmiczak®® the synteny between the two
clazses of rDNA on a single chromesome pair 15 3 plesio-
morphic condition for Loricanidae. As proposed by Mariotto,®
the ancestral karyotype in the Ancistrus genus 15 similar to that
presented by Ancistrus clare (Figo 4), which has Zn=34
chromosemes, a high fundamental number, and one chromo-
some pair with synteme 535 and 185 rDINA sites. For the same
characteristics, except for 2o, we can observe in P, covatica
and P. vittata the presence of a 55 rDNA st in the interstitial
region in the same chromosome with the single NOE, which
may be 3 primitve remnant condiion for the Peckoltia clade,
as found in Bypancistrus of. debilittera’ and FPanagolus sp.,lz
belenging to the same clade, and in the Ancistrus™ = genms
that 15 of the same subfarmly H}pnsmminae.:
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Data relating to orgamzaton of rDNA clusters indicats
that other types of chrornosome rearrangements in addition to
mversions should have occurred during karvetype diver-
gence of these species. Chromosome translocations, for ex-
ample, could explain the difference in chromosome location
of rDMNA sites. These events were presumably medisted
by transposition mechanizms, which have been documented
to apply to thess types of sequences owing to the com-
mon presence of transposable elsments in association with
DN As *** Retroposition events, for example, could explain
the difference in the number of rDMNA sites among species,
since these mechanisms can produce new copies. In con-
trast, it is possible that degeneration of rDNA sites took place
i species with a redoced number of these sites. Moreover,
intraspecific size heteromorphisms of rfDNA clusters were
observed among the six species. These could be explained by
duplication events mediated by unegual crossing over, events
that are commonly described in vertebrate sp.-.ciEs.“

The present data on 2n, KF, and location of rDNA clusters
suggest that the karyotype of Peckoltiz, as well as that of
other Hypostominae species, is not stable. Thus, inversions
may not be the most important mechanism of karyvotype re-
arrangement in this group, as préviously supposed In turn,
transpositions and duplications also seem to be important
evolutionary events, involved at least in rDNA clusters
spreading in this group. Moreowver, the data set generated here
could provide taxonomic markers and thus should prove very
nseful i identifying Peckoltia species. They could also
provide evidence for a postzygotc reproductive isolation
mechanism among sympatric species from the Xingun River,
as suggested for Scobinancistrus aureatus and Scobinancis-
trus pariolispos.’®
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