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APRESENTACAO

Essa tese € composta de um artigo cientifico, que foi elaborado atravées
de estudos citogenéticos classicos e moleculares em espécies de Hypostomus,
gue abordam os resultados obtidos para Hypostomus regani, H. albopunctatus,
e Hypostomus aff. paulinus. As andlises possibilitaram a caracterizacdo de
regides heterocromaticas, o mapeamento de elementos retrotransponiveis e de

sequéncias de DNA repetitivo presente no genoma das espécies analisadas.

Capitulo | — Mapeamento e caracterizacdo de elementos transponiveis e
de sequéncias repetitivas no cariétipo de trés espécies do género Hypostomus
(Loricaridae).

Este trabalho sera submetido a revista Genetics and Molecular Biology e esta

formatado nas normas deste periédico
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RESUMO GERAL

O género Hypostomus (Loricaridae) € composto por peixes conhecidos
popularmente como cascudos, o0s quais, devido a grande similaridade
morfolégica entre si, tornam a taxonomia desse grupo um grande desafio.
Analises citogenéticas, classicas e moleculares, tém contribuido de forma
significativa como ferramenta adicional a resolucdo de questdes taxonémicas no
grupo. O numero diploide e formulas cariotipicas diversas, indicam uma evolucéo
divergente, que pode ser explicada pela frequente ocorréncia rearranjos
cromossOmicos. Nesse contexto, o estudo da por¢cdo de DNA repetitivo no
genoma pode contribuir no entendimento dessas sequéncias na diversificacao
cariotipica do grupo, uma vez que nos ultimos anos suas fun¢des estruturais ou
regulatorias nos genomas tém sido melhor compreendida. Portanto, este estudo
teve como objetivo caracterizar citogeneticamente trés espécies de Hypostomus,
sendo elas, H. regani, Hypostomus aff. paulinus e H. albopunctatus. No presente
estudo, as trés espécies foram submetidas as andlises incluindo marcadores
citogenéticos classicos, como coloracdo com Giemsa, impregnacao por nitrato
de Prata (Ag-NORs), bandeamento C, colora¢cées com fluorocromos base-
especificos (DAPI e CMA3), e através de abordagens moleculares (Hibridizagéo
In Situ Fluorescente - FISH). Realizamos o isolamento e o0 mapeamento de dois
elementos retrotransponiveis (Rex1 e Rex3) e de outras sequéncias repetitivas
presente nos genomas (repeticbes microssatélites e telomeéricas). Nossos dados
contribuem com informacg6es acerca da evolugdo cromossdmica, bem como a
diversidade cariotipica intra-especifica neste grupo, e fornecem evidéncias da
participacéo dos elementos de retrotransposicao (Rex1 e Rex3) e sequéncias de
microssatélites ((CA)ws e (GA)15) atuando na diversificagdo do genoma dessas
espécies, reforcando a hipétese de que essas sequéncias repetitivas, quando
presente no genoma, favorecem a reorganizacdo cariotipica ao longo da

evolucéo do grupo.

PALAVRAS-CHAVE: Hypostomus, Elementos Retrotransponiveis, Repeticdes
microssatélites, Heterocromatina.
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ABSTRACT

The genus Hypostomus (Loricaridae) is represented by fishes popularly known
as catfishes, which due to a great morphological similarity between them, there
is an enormous challenge regarding the taxonomy of this group. Classical and
molecular cytogenetic approach have significantly contributed as an additional
tool to cope with taxonomic issues in the group. The diploid number and several
karyotype formulas indicate a divergent evolution, which can be explained by the
occurrence of chromosome rearrangements. In this context, the study of the
repetitive portion of DNA in the genome may contribute to the comprehension of
such sequences in the karyotype diversification of the catfish group, since in the
last years its structural or regulatory functions in genomes have been better
understood. Therefore, this study aimed to cytogenetically characterize three
distinct species of the genus Hypostomus, they being H. regani, Hypostomus aff.
paulinus and H. albopunctatus. The three species were submitted to analyzes
including classical cytogenetic markers, such as Giemsa staining, silver-nitrate
impregnation (Ag-NORSs), C-banding, base-specific fluorochromes staining (DAPI
and CMA3s) and molecular approaches (fluorescent in situ hybridization - FISH).
We performed the isolation and mapping of two retrotransposable elements
(Rex1 and Rex3) and other repetitive sequences present in the genomes
(microsatellite and telomeric repetitions). Our results contribute with information
in regard to chromosome evolution as well as the intra-specific karyotypic
diversity in the catfish group. Also, our findings provide evidence of the
participation of retrotransposition elements (Rex1 and Rex3) and microsatellite
sequences ((CA)1s and (GA)1s) acting in the diversification of the genome of the
studied species, reinforcing the hypothesis that these repetitive sequences, when
present in the genome, favor the karyotypic reorganization throughout the

evolution of the catfish group.

Key words: Hypostomus, retroposable elements, microsatellite repetitions,

heterochromatin, cytogenetic
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INTRODUCAO

Hypostomus Lacépede, 1803 encontra-se amplamente distribuido desde
a América Central e do Sul, compreendendo 148 espécies vélidas (Froese e
Pauly, 2017), dentre as quais, 23 ocorrem na bacia do alto rio Parana (Zawadzki
et al., 2008). A similaridade morfologica neste grupo é grande, o que dificulta a
identificacdo de muitas espécies baseada somente em caracteres morfolégicos.
Nesse sentido, a utilizacgdo de uma variedade de fontes de evidéncias
(fenotipicas e genotipicas) tem sido determinante na resolucdo de questfes
taxondmicas no grupo. Dentre elas, destacamos o uso de marcadores
citogenéticos para a compreensdo da taxonomia e aspectos evolutivos dentro do
género Hypostomus (Alves et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013; Kamei et
al., 2017).

Em alguns casos, a utilizacdo da citogenética também é capaz de revelar
diversidade criptica em Hypostomus, fato que fica evidente quando observamos
na literatura dados cariotipicos que variam entre diferentes popula¢des de uma
mesma espécie nominal (Alves et al., 2012). Além disso, sdo inUmeros 0s casos
de descricdo de caridtipos de populacdes cujo status taxondmico ainda ndo sao
completamente definidos ou que, possivelmente, tratam-se de espécies novas.
Estas situacdes podem ser observadas em H. ancistroides (Endo et al., 2012),
H. nigromaculatus (Rubert et. al., 2008), Hypostomus aff. unae (Bitencourt et. al.,
2011), H. albopunctatus (Bueno et al., 2013). As diferengas cromossomicas,
numeéricas e estruturais, interpopulacionais tém sido relacionadas com a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos como fusdes/fissbes, inversdes
pericéntricas e translocacfes (Artoni et al.,2001; Martinez et al., 2011; Alves et
al., 2012; Bueno et al., 2012, 2013) revelando assim uma evolucéo cariotipica
divergente neste grupo.

Muitas espécies de Hypostomus da bacia do rio Parand tém seus
cariétipos conhecidos (Bueno et al., 2012, 2013), entretanto, para a grande
maioria sdo descritos apenas o numero diploide, féormula cariotipica e
bandeamentos cromossdémicos rotineiros, como determinacdo do numero e
localizacdo das Regibes Organizadoras de Nucléolos (NOR) e do padréo de
heterocromatina através do bandamento C. Além disso, a aplicacdo do método
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de Hibridizacao In Situ Fluorescente (FISH), utilizando sondas de DNAr 18S e
5S, tém gerado dados adicionais a interpretacdo dos cariotipos e revelado uma
grande variabilidade em numero e localizacdo destes sitios nos caridtipos do
género, como observado nos dados apresentados por Rubert et al. (2016), que
abrangeram o mapeamento desses marcadores cromossdmicos em 19 espécies
desse género.

Marcadores cromossdmicos mais especificos utilizando FISH com sondas
de elementos transponiveis, microssatélites e de genes para histonas ainda sdo
restritos em espécies de Hypostomus (Pansonato-Alves et al., 2013). O
mapeamento de sequéncias repetitivas, arranjadas in tandem ou dispersas no
genoma, sSao importantes para a compreensdo de sua participacdo nos
mecanismos evolutivos que resultam na diversificagdo das espécies. Em alguns
casos, podem subsidiar dados que contribuam para a complexa taxonomia deste
género, reforcando por exemplo, as diferencas cromossémicas entre espécies
sob investigacéo taxonomica (Nascimento et al., 2015; Favarato et al., 2016A).

Elementos transponiveis (ET) tém sido bem documentados no genoma
de peixes e estdo presentes nos principais ramos evolutivos deste grupo (Da
Silva et al., 2002; Ferreira et al., 2011; Favarato et al., 2016B. Estes elementos
podem estar inseridos em grandes blocos gendmicos (clusters) ou dispersos
pelos cromossomos, podendo ser associados as regides eucromaticas quanto
nas porcdes heterocromaticas (para referéncia, ver Ferreira et al., 2011).

Dentre os diferentes tipos de elementos transponiveis, destacam-se os do
grupo Rex (Rex 1, Rex 3, Rex 6), um retroelemento caracterizado pela primeira
vez em peixes no genoma de espécies do género Xiphophorus e que ocorrem
em diferentes espécies desse grupo (Volff et al., 1999; Ferreira et al., 2011;
Valente et al., 2011; Borba et al., 2013; Schneider et al., 2013, Favarato et al.,
2016A). Devido a sua capacidade de se mover dentro do genoma, os elementos
transponiveis podem induzir rearranjos cromossomicos, como inversoes,
delecbes e translocagcbes, podendo movimentar e duplicar sequéncias
codificantes do hospedeiro, sendo, portanto, importantes para evolucdo do
genoma e dos cromossomos eucariotos (Chalopin et al., 2015).

Além do mapeamento cromossomico dos elementos transponiveis, outras

sequéncias de DNA repetitivo tem sido igualmente importante como marcadores
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cromossOmicos para espécies e/ou populacdes de peixes. Os microssatélites ou
sequéncias simples repetidas (SSR) sdo compostas por sequéncias de DNA cuja
a unidade monomeérica € composta de um a seis nucleotideos, que se encontram
repetidos sequencialmente no genoma (organizacdo in tandem),
abundantemente distribuidos pelos genomas. A quantidade de suas unidades
repetitivas em um genoma demonstra um alto nivel de polimorfismo, e estudos
tém constantemente demonstrado sua contribuicdo na organizacdo da
cromatina, regulacdo da recombinacdo do DNA, transcricdo, traducéo,
expressdo génica e dinamica do ciclo celular (Dimitry et al., 2006). O
mapeamento fisico desses marcadores em peixes € ainda restrito, sendo
utilizados principalmente ao estudo de espécies portadoras de cromossomos
sexuais heteromoérficos, revelando acumulo diferencial de alguns tipos de
repeticbes microssatélites nestes cromossomos, como evidenciado em Hoplias
malabaricus (Cioffi et al., 2010, 2011) e Oplegnathus fasciatus (Xu et al., 2013)
e Leporinus elongatus (Poltronieri et al., 2013). Em outras espécies de peixes
foram demonstrados acumulos de sequéncias microssatélites em cromossomos
autossomos distribuidos por regides centroméricas, teloméricas ou intersticiais
(Vanzela et al., 2002; Cioffi et al., 2013; Cioffi et al., 2015). Em Hypostomus,
Traldi et al., (2013) demonstraram um padréo disperso da sequéncia (GATA)n
em quatro espécies (H. ancistroides, H.iheiringii, H. nigromaculatus e H. tapijara),
sugerindo que esta distribuicAo seja uma consequéncia de rearranjos
cromossdmicos ou eventos de transposicdo mediados por elementos
transponiveis ocorridos durante a evolucao do grupo.

Estudo citogenético prévio realizado por Ferreira (2016) em uma
populacdo de H. regani coletada no rio Taquari, municipio de Coxim (Mato
Grosso do Sul), pertencente a bacia do rio Paraguai, revelou um cariotipo
constituido por 2n=72 cromossomos, porém, dois cariomorfos foram
encontrados entre os individuos analisados: cariomorfo A, composto de
12m+14sm+18st+28a e o cariomorfo B com 13m+14sm+17st+28a,
caracterizado pela presenga de um cromossomo metacéntrico, 0 maior do
complemento, e um subtelocéntrico correspondente a um dos homdlogos do
parl9. Essa condicédo foi observada em 43,74% da amostra e independe do sexo
do individuo analisado. De acordo com Ferreira (2016), 0 cromossomo
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metacéntrico (heteromoérfico) apresentou o0 bragco curto totalmente
heterocromatico, composto de sequéncias ricas em GC, reveladas por coloracéo
com CMAs. A origem do grande metacéntrico do par heteromorfico foi sugerida
como resultante da amplificacdo de heterocromatina a partir de um dos
cromossomos do par 19 (st) do cariomorfo A. Esta hipotese foi testada, por meio
da microdisseccdo cromossdmica do metacéntrico grande, o qual produziu uma
sonda que hibridizou em toda a extensdo do braco superior do metacéntrico e
na regido pericentromérica de seu homalogo subtelocéntricos do cariomorfo A e
no homaologo correspondente ao par 19’ do cariomorfo B.

Assim, considerando o polimorfismo cromossomico detectado em H. regani,
0 presente estudo tem como objetivo complementar os dados citogenéticos
nesta espécie, por meio do mapeamento cromossémico utilizando FISH com
sondas de elementos retrotransponiveis do grupo Rex e de repeticdes
microssatélites em ambos cariomorfos, com énfase no par heteromérfico 19°. Em
nossa hipotese, acreditamos que a diferenciacdo do par heteromorfico
encontrado em alta frequéncia na populacdo de H. regani possa ter sido
originado a partir de acumulo de DNAs repetitivos, dentre eles, elementos de
transposicao.

Além dessa espécie, também buscamos contribuir com dados cariotipicos de
duas populagbes cujo status taxondmico deva ser melhor investigado:
Hypostomus aff. paulinus e de H. albopunctatus, ambas pertencentes a bacia do
Rio Parana e coletadas no Ribeirdo Andira, Municipio de Ourizona-PR.
Destacamos que variacfes cromossémicas numeéricas e estruturais ja foram
relatadas para outras populacfes dessas espécies (Michelle et al., 1977; Artoni
e Bertollo, 1996; Rubert et al., 2011; Bueno et al., 2012; Kamei, 2015), tanto para
individuos coletados nessa mesma bacia, quanto para populacdes de outras
bacias hidrograficas. Esses dados poderdo fornecer um panorama mais
completo sobre a variacdo genética encontrada e levantar hipéteses sobre a

natureza dessas variagdes (interpopulacionais ou intraespecificas).
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OBJETIVOS

Este interessante polimorfismo cromossémico motivou a continuidade dos
estudos para se compreender a natureza molecular e possivel origem do
heteromorfismo cromossémico encontrado no cariomorfo B, constituindo assim
um dos objetivos deste estudo.

Assim, uma vez que a participacdo do conteudo de DNA repetitivo de um
genoma pode estar diretamente relacionado com 0s mecanismos genéticos que
atuam na diversificagéo e evolugdo do genoma eucarioto, esperamos encontrar
evidéncias que provem sua participagdo na evolucdo cariotipica nessas
espécies de Hypostomus. Ao mesmo tempo, esperamos fornecer dados para
melhor compreensdo das relagcdes cario-evolutivas, biogeogréficas e
filogenéticas neste género, fornecendo subsidios para estimativa de uma

diversidade ainda desconhecida no género Hypostomus.

MATERIAIS E METODOS

Amostras Bioldgicas

Foram utilizados um total de 26 suspensdes celulares preparadas a partir
de exemplares de H. regani coletados no rio Taquari, no municipio de Coxim,
Mato Grosso do Sul (MS) e previamente utilizadas por Ferreira (2016).
Adicionalmente, seis espécimes de Hypostomus aff. paulinus e dois espécimes
de H. albopunctatus foram coletadas no Ribeirdo Andir4, no municipio de
Ourizona, sub-bacia do rio Ivai (PR). Os espécimes foram encaminhados para
identificacéo taxonémica e depositados na Colecdo do Museu do NUPELIA da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) e os dados detalhados da amostra sédo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Numero de espécimes, localidade e respectivo voucher das espécies

de Hypostomus analisadas.

Espécie Numero de espécimes Localidade/Estado Voucher
Hypostomus regani 084 +04 Q@ + 14 juvenis  Rio Taquari, Coxim/MS NUP135-141 e 150-
168
Hypostomus aff. paulinus 6 juvenis Ribeirdo Andira, NUP675-679 e 684
Ourizona/PR
Hypostomus albopunctatus 2 juvenis Ribeirdo Andira, NUP674 e 680-683
Ourizona/PR

Preparacbes cromossOmicas e analise citogenética

As preparacdes dos cromossomos mitoticos foram realizadas a partir da
porcdo anterior do rim dos espécimes de acordo com a técnica "air drying"
descrita por Bertollo et al., (1978). As preparacdes cromossOmicas foram
submetidas a colorac¢do convencional com Giemsa 5% para a determinacao dos
cariotipos. A determinacéo do nimero e localizagc6es das regides organizadoras
de nucléolo (NORs) foram realizadas por meio da técnica de impregnacao pela
Prata (Ag-NORs) segundo Howell e Black (1980).

A descricdo cariotipica da populacédo de H. regani proveniente de Coxim/MS
foi previamente realizada por Ferreira (2016). Esses autores reportaram um
interessante heteromorfismo cromossémico intrapopulacional, observado
independente do sexo dos individuos, gerando dois cariomorfos que divergem
em seus numeros fundamentais: cariomorfo A e cariomorfo B. Para o presente
trabalho, selecionamos 17 espécimes portadores do cariomorfo A e nove
espécimes portadores do cariomorfo B.

Caracterizagdo do conteudo de heterocromatina

Para deteccéo do padrdo de distribuicdo da heterocromatina no genoma
das espécies estudadas utilizamos a técnica de bandamento C segundo
Summer (1972) seguida de coloragdo com iodeto de propidio de acordo com o
método proposto por Liu et al., (2012). Para a distingdo das classes de
heterocromatina ricas em A:T ou G:C, utilizamos coloragdo com os fluorocromos
base-especificos DAPI e CMAs3, respectivamente, utilizando o método proposto

por Schweizer,1980.
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Isolamento, amplificacédo e sequenciamento do DNA

O DNA gendmico foi extraido de suspensao celular (H. regani) e de figado
(Hypostomus aff. paulinus e Hypostomus albopunctatus) utilizando o método
TNES, conforme aplicado por Bruschi et al., (2012). As buscas gendmicas por
elementos repetitivos foi realizada através do método de PCR utilizando primers

heter6logos do non-LTR  retroelemento Rexl [RexlF (5’ -

TTCTCCAGTGCCTTCAACACC- 3) e Rex1R (5"
TCCCTCAGCAGAAAGAGTCTGCTC-3') (Volff et al., 2000)] e Rex3 [Rex3F (5
CGGTGAYAAAGGGCAGCCCTG-3) e Rex3R (5"

TGGCAGACNGGGGTGGTGGT- 3) (Volff et al.,, 2006)]. A reagdo de
amplificag&o incluiu 25ng/uL de DNA gendmico, 7pmoles dos primers foward e
reverse, 10mM de DNTPs, 1 U de Tag DNA Polimerase, 50 mM de MgCI2 e 1x
de tampdo de PCR (200 mM Tris, pH 8,4, 500 mM KCI). Inicialmente, as
condicbes de amplificacdo foram otimizadas por meio de um gradiente de
temperaturas de anelamento, variando de 54°C-62°C. As melhores condigdes de
amplificacdo foram selecionadas (58° C para Rex1 e 56° C para Rex3) e novos
rounds de amplificacdo foram realizados.

Uma vez isolados, os produtos das amplificacbes a partir do DNA
gendmico de H. regani foram purificados utilizando o EasyPure Quick Gel
Extraction Kit seguindo recomendagdes do fabricante e entédo inseridas no vetor
p-JET1.2/Blunt 2974bp utilizando o kit CloneJET PCR Cloning kit (Thermo
Scientific). Os vetores recombinantes foram utilizados para a transformacéo de
células competentes de Escherichia coli TOP10 utilizando o método de choque-
térmico, de acordo com recomendacdes do fabricante. Os clones selecionados
foram utilizados para a extracao de plasmidial, segundo o método de mini-prep
descrito por Sambrook et al., (1989).

O DNA plasmidial obtido foi utilizado para o sequenciamento bidirecional
do inserto e para o preparo de sondas para os experimentos de hibridacao in situ
fluorescente (FISH). Os produtos das reacdes de sequenciamento foram
purificados através da precipitacdo com etanol 80%, seguido de centrifugacéo a
15000g por 5 min. Em seguida, os produtos precipitados foram lavados com

etanol 70% e novamente submetidos a centrifugacdo. ApOs secos, 0S
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precipitados obtidos foram ressuspensos em loading dye (Blue-Dextran-
EDTA/Formamida (1:5), desnaturados por 3 minutos a 94°C e aplicados em um
sequenciador automatico. A sequéncia obtida foi editada com o auxilio do
software Bioedit (http://www.jwbrown.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html).

Mapeamento de sequéncias repetitivas por meio de Hibridacéo in situ
Fluorescente (FISH)
Elementos retrotransponiveis Rex1 e Rex3

As sequéncias de DNA foram obtidas dos plasmideos recombinantes e
marcadas por PCR utilizando 11-digoxigenin-dUTP. As sondas foram
precipitadas me presenca de DNA de timo de bezerro (110 ng/uL) e
ressuspendidas em meio de hibridagéo (50% formamida, 20xSSC, 10% dextran
sulfate). Os experimentos de hibridacdo foram baseados no protocolo de alta
estringéncia (77%) descrito por Traut et al., (2001), onde foi adotado a técnica
de hibridizacdo de Lapierre et al., (1998) com as seguintes modificagdes: as
laminas foram fixadas com metanol e &cido acético na propor¢do 3:1 e
reidratadas em 2xSSC e triton 0,1% por 15 minutos em temperatura ambiente,
posteriormente, foram lavadas em 2xSSC (1 minuto) e a estabilizacdo da
estrutura da cromatina foi feita em formaldeido 1%, 2xSSC por 1 minuto e
enxaguadas duas vezes em 2xSSC e em seguida desidratadas em série
alcodlica (alcool 70%, 80% e 96%). A desnaturacao das laminas foi realizada em
formamida deionizada 70%, 2xSSC por 3 minutos em banho maria a 72°C e
seguida de nova desidratacdo. Para a hibridacdo, cada lamina recebeu uma
concentracdo final de 50ng/uL de sonda. Ap6s 72h de hibridacdo as laminas
foram lavadas em banhos sequencias de triton 1%, seguido de lavagem em
0.1xSSC, 1% Tritonx100 a 62° em banho maria com agitagéo, e por 5 minutos
em 2xSSC, 1% Tritonx100 a temperatura ambiente. A deteccao foi realizada com
0 anticorpo antidigoxigenina conjugado com rodamina e contracoradas com
DAPI.

-Sondas de repeticdes microssatélites e teloméricas

Foram utilizadas sondas de oligonucleotideos CA@s) e GA@s) marcados

diretamente com o fluorocromo Cy5 (Sigma Aldrich) na extremidade 5' durante a
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sintese. Os experimentos de hibridacao foram realizados, baseado no protocolo
Kubat et al., (2008). J& as repeticdes teloméricas (TTAGGG)n foram produzidas
pela amplificacdo dos primers teloméricos F (5 TTAGGG 3’) e telomérico R (5’
CCCTAA 3’) e o produto dessa amplificacao foi diretamente marcado pela
incorporacdo de 11-digoxigenin-dUTP, seguindo o protocolo disponivel em
Guerra (2012). As hibridacfes foram realizados com base no protocolo de Traut

et al., (2001) conforme descrito acima.

Resultados
Hypostomus regani

Os dois cariomorfos sé@o reconhecidos a partir de um heteromorfismo de
tamanho e morfologia entre os homélogos do par 19 desse cariétipo, par
cromossémico de morfologia subtelocéntrica na condicdo homomorfica
(cariomorfo A) (Figura 1A), enquanto que nhos espécimes portadores do
cariomorfo B esse par cromossémico € constituido por um dos homdlogos de
morfologia subtelocéntrica e seu homélogo exibindo morfologia metacéntrica
(19’) (Figura 1B), o par 10 mostrou-se Ag-NOR positivo. Tal heteromorfismo néo
teve relacdo com o sexo do individuo analizado e é claramente detectado pela
coloracdo convencional com Giemsa. O bandamento C seguido de coloragéo
com iodeto de propideo revelou um proeminente bloco heterocromatico que
ocupa totalmente o braco curto do cromossomo metacéntrico 19’ o qual mostrou-
se DAPI-negativo e positivo para CMAs (Figura 1D), condi¢cdo ndo observada
nas metafases de espécimes portadores do cariomorfo A (Figura 1C),
apresentando este, um par com forte marcacdo heterocromatica na regiao
subterminal, também DAPI-negativo e CMA3-positivo.

O mapeamento de repeticbes microssatélites (CA)1s e (GA)1s nos cariétipos
revelaram sinais de hibridagdo em clusters, principalmente, nas regides
subterminais, além de sinais intersticiais nos pares 9, 16 e 27 detectados pela
sonda (CA)1s (Figura 2A e 2B) e nos pares 5, 9, 11, 12, 13, 14, 18, 19, 20, 26 e
30 detectados pela sonda (GA)1s (Figura 2C e 2D), com a intensidade dos sinais
variavel. O par cromoss6mico heteromorfico apresentou sinais de hibridacao
com as sondas de microssatélites, no entanto, esses sinais diferiram entre seus

homélogos e apesar de ambos apresentarem marcac¢des da sonda (CA)1s na
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regidao subterminal dos bragos longos, o brago heterocromatico do 19’
(metacéntrico) apresentou uma marcacado adicional em sua regido intersticial
(Figura 2F). J& a sonda (GA)1s revelou sinais de hibridac&o na regido subterminal
e na regido pericentromérica dos bracos longos de ambos homdélogos, além de
detectar um sinal na regido subterminal dos bracos curtos do cromossomo
metacéntrico (Figura 2G). Como esperado, sinais de hibridacdo com a sonda de
repeticbes teloméricas foram detectados exclusivamente nas porcdes
subterminais dos cromossomos em ambos cariomorfos de H. regani (Figura 2H).

Fragmentos do elemento Rex1 e Rex3 foram obtidos do DNA de H. regani e
apresentaram aproximadamente 500pb.

O mapeamento fisico das sondas dos retroelementos Rexl e Rex3
revelaram sinais de fluorescéncia com intensidade varidvel na maioria dos
cromossomos de ambos cariomorfos analisados. Sinais em clusters foram
observados utilizando a sonda de Rexl na regidao subterminal dos pares
metacéntricos 1 e 3, nos submetacéntricos pares 7 e 10, nos subtelocéntricos
19, 21 e 22 e nos acrocéntricos 27, 29 e 30; foram observados fortes sinais na
regido centromérica nos pares 19, 21, 23 e 27. Adicionalmente, a sonda Rex1
detectou marcacdes intersticiais nos homaologos dos pares 1, 7 e 8, porém com
pouca intensidade (Figura 3A e 3B). J& os experimentos utilizando a sonda Rex3
0s sinais observados também aparecem em cluster, com destaque para a regido
centromérica dos pares 21, 23, 26, 30 e 32 e no cromossomo heteromoérfico (19’)
na regiao subterminal do braco curto (Figura 3C e 3D). Nos pares 21, 23 e 30 as
marcagdes centroméricas aparece tanto em Rex1 quanto em Rex3, assim como
a marcacdo em cluster na regido subterminal no brago curto do cromossomo
heteromérfico (19).

Sinais de hibridacédo revelaram a presenca de marcacao de Rex1 pontual na
regido subterminal e pericentromérica dos bracos longos de ambos os
homologos do par 19’ alem de uma marcacéo na regido intersticial dos bragos
curtos detectada somente no cromossomo heteromorfico (19’) (Figura 3B).
Essas marcacgdes foram coincidentes com os sinais obtidos pela hibridagdo com

a sonda de repeticdes (CA)s.
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Ja nos experimentos de hibridacdo com a sonda Rex3 foi detectada uma forte
marcacao proximo a regiao subterminal do brago curto, também exclusivamente

observada no cromossomo 19’ (Figura 3D).

Cariétipo de Hypostomus albopunctatus e Hypostomus aff paulinus

Os espécimes da populacdo de H. albopunctatus analisados
apresentaram um cariétipo constituido de 2n= 74 e formula cariotipica
8m+14sm+16st+36a (Figura 4A). O padrdo de bandamento C revelou regides
heterocromaticas com forte marcacao na regido centromérica nos Cromossomaos
dospares1,5,11, 13,14, 15, 16, 21, 22, 30 e 32, além de marcacdes nas regides
subterminais, com destaque para os pares 7, 12, 23 e 25 (Figura 4B). Coloracao
com fluorocromos DAPI/CMAs3 revelaram riqgueza de bases G:C no bloco
heterocromético observados na regido subterminal dos bracos longos dos
homologos dos pares 30 (Figura 4C). O aparente heteromorfismo observado no
par 30 foi observado em um individuo da populacéo analisada e esté relacionado
com um heteromorfismo de tamanho da NOR nesse cromossomo, uma vez que
essa regido foi detectada pela técnica de impregnacgéao pela prata (Figura4B).

Os experimentos de FISH utilizando sonda de repetices teloméricas
revelou marcacdes apenas nas regides dos teldmeros, sem a presenca de ITs
(Figura 4D).

O mapeamento cromossémico de sondas de repeticbes microssatélites
(CA)15 e (GA)15 no caridtipo de H. albopunctatus revelaram clusters dessas
repeticbes na maioria dos cromossomos do caridtipo, concentrados
principalmente nas regides subterminais e centroméricas. Em (CA)1s, 0s pares
25 e 30, apresentaram marcacdo na regido centromérica com forte intensidade
(Figura 5A) e o par 25 também apresentou forte marcacdo nesta regido com
(GA)15. Os pares 7 e 10, revelaram marcacdes com a sonda (GA)is na regido
pericentromérica nos bracos longos de ambos os homodlogos dos pares em
questao (Figura 5B). Com relacdo ao FISH com sondas dos retroelementos de
Rex1 e Rex3, foram evidenciados sinais de hibridacdo com ambas as sondas.
Nos experimentos utilizando a sonda de Rex1 os sinais com as marcagdes mais
fortes tiveram concentracdo principalmente na regido subterminal nos bracos

longos dos cromossomos, com destaque para 0S CromosSsomos
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submetacéntricos do par 5 que apresentaram marcacgao coincidente com ambas
sondas de microssatélite (Figura 5C). Ja nos experimentos de FISH com a sonda
do elemento Rex3, também observamos sinais de hibridacdo na regiéo
subterminal dos bracos longos do par 5 e na maioria dos cromossomos,
principalmente nos acrocéntricos na regido centromeérica e subterminal do braco
longo. Adicionalmente, uma forte marcagcao subterminal nos bracos longos par
acrocéntrico 25 foi coincidente com a regido heterocromatica evidenciada pelo
bandamento C (Figura 5D).

O carittipo de H. aff paulinus apresentou 2n= 76 cromososmos, com
férmula cariotipica constituida de 10m+14sm+24st+28a (Figura 6A). O padrao
de bandamento C revelou o par 13 praticamente heterocromatico, além de fortes
marcacdes heterocrométicas nas regides subterminais dos bracos longos dos
pares 25 e 28, e nas regides centroméricas dos pares 1, 8, 14 e 19 (Figura 6B).
Na coloracdo com DAPI, os pares 13 e 25 revelaram blocos DAPI-positivo na
regido subterminal dos bragos longos desses homdélogos. Ja os homdlogos do
par 28 apresentaram na marcacdo DAPI-negativo e CMAs-positivo na regido
subterminal dos bracos longos desse cromossomo (Figura 6C). O método de
impregnacao pela prata detectou sitios de NOR na regido subterminal do braco
longo do par 28. FISH com repeti¢cdes teloméricas detectados, como esperado,
nas regides subterminais de todos os pares cromossOémicos sem a presenca de
marcacgdes adicionais ao longo dos cromossomos. (Figura 6D).

Com relacdo as sondas de microssatélites (CA)is e (GA)is sinais de
hibridacao foram observados principalmente nas regiées subterminais e alguns
sinais intersticiais variando a intensidade. Em (CA)1s a marcagao nas regioes
intersticiais se destaca nos bracos longos dos pares 6, 8 e 9, além de fortes
sinais na regiao centromérica dos pares 22, 31 e 32 e na regido subterminal do
bragos longos dos homélogos dos pares 1, 17 e 34 (Figura 7A). Em (GA)1s foi
evidenciado uma marcagao pericentromeérica nos bragos longos dos pares 7 e 8,
fortes sinais nas regides subterminais dos bracos longos dos pares 9, 18, 20, 21,
24, 29, 31 e 33, além de marcacdes na regido centromérica dos pares 14, 16, 35
e 36 (Figura 7B). Sinais de hibridacdo com a sonda do retroelemento Rex1 foram
detectados no cariétipo de Hypostomus aff paulinus, como observado na regido

subterminal dos homadlogos do par 7, coincidente com a marcacao detectada
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com a sonda (CA)is, além de sinais de hibridagdo detectados na regido
centromérica dos cromossomos acrocéntricos do par 22, também coincidente
com as marcacoes detectadas pela sonda (CA)1s (Figura 7C).

O FISH com sondas do retrolemento Rex3 revelou fortes marcacdes
centroméricas nos homologos do par 32 (acrocéntrico) e coincide com a
marcacdo de (CA)is observada nesse par. Sinais de hibridacdo na regiéo,
subterminal dos bracos longos do par 31 e discreta marcagdo centromeérica
também foi detectada pela sonda de Rex3, sendo nesse caso coincidente com
a marcacdo previamente detectada pela sonda (GA)is. Marcacdes
pericentromeéricos detectadas no par 8 com a sonda de Rex3 também coincidem
com (GA)1s enquanto que no par 7, a marcagao subterminal coincide com a

marcacao de (CA)is (Figura 7D).

DISCUSSAO

Hypostomus regani apresenta uma estabilidade quanto ao seu numero
diploide (2n=72 cromossomos) em todas as populacdes previamente analisadas
(Artoni e Bertollo, 1996; Rubert et al.,2011; Martinez et al., 2011; Mendes-Neto
et al., 2011; Endo et al., 2012; Alves et al., 2012; Bueno et al., 2012, 2013),
entretanto, as formulas cariotipicas difere entre as populacdes, com NF variando
de 92 a 102. De acordo com Lorscheider et al., (2015). H regani € uma espécie
gue migra curtas distancias, o que torna restrito o fluxo génico entre as diferentes
populacdes, e devido a este comportamento é possivel existir espécies cripticas
atualmente sob essa denominagdo, no entanto essa questdo deve ser
futuramente avaliado por meio de ferramentas mais resolutivas. No entanto, este
comportamento de baixa vagilidade poderia favorecer a origem e manutencao
de polimorfismos cromossdmicos, como 0s detectados em H. regani do rio
Taquari (MS).

A utilizacdo de marcadores cromossémicos classicos (bandamento C,
NOR, fluorocromo CMA3 DNAr 18S e 5S) e de experimentos de FISH a partir da
microdisseccao do metacéntrico variante (Ferreira, 2016), associados aos dados
mapeamento de elementos retrotransponiveis (Rexl e Rex 3) e de repeticdes

microssatélites (CA)is e (GA)is) apresentados aqui, permitiram melhor
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compreensao dos mecanismos envolvidos na diferenciacdo dos cariomorfos A e
B encontrados em H. regani.

A distribuicdo em clusters dos elementos Rex1l e Rex3 nos cariomorfos
de H. regani difere do padrédo observado em outras espécies do género, como
em H. ancistroides, H. nigromaculatus e H. strigaticeps (Pansonato-Alves et al.,
2013) nas quais esses elementos sdo mapeados dispersos no genoma das
espécies. Assim como observado em H. regani, Pansonato-Alves et al., (2013)
também detectou marcacdes desses elementos principalmente em regides
heterocrométicas dos cariétipos de H. ancistroides, H. nigromaculatus, além de
uma co-localizacdo com os sitios de DNAr 5S nessa ultima espécie. Os
elementos Rex1l no genoma de H. regani confirmaram a homologia entre os
cromossomos heteromarficos do par 19’, evidéncia obtida pela marcacéo pontual
detectada na regido subterminal e na pericentromérica dos bracos longos de
ambos os dos homadlogos.

Nossos achados revelaram ainda a presenca de elementos de
retrotransposi¢cao Rex1 e Rex3 como principais constituintes da heterocromatina
dos bracos curtos do coromossomo 19 de H. regani, em que ocorre maior
concentracdo de marcacdes do elemento Rex3, ocupando desde sua regido
intersticial até a subterminal desses bracos cromossémicos. Isso pode ser a
explicacdo para o heteromorfismo de tamanho entre esses homologos. Nossa
hip6tese é de que a insercdo desses elementos tenha levado a um aumento no
namero de cépias das sequencias retrotransponiveis via amplificacdo. Uma
hipétese alternativa para a origem desse heteromorfismo pode ser devido a
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, e/ou via recombinacao ectopica ou
crossing-over desigual, causadas por essas sequencias repetitivas presente no
genoma (Bouneau et al., 2003; Pansonato-Alves et al., 2013; Schneider et al.,
2013). Apoiando essa hipotese, destacamos que esses elementos estdo
distribuidos em poucos cromossomos ao longo o genoma, e que poderia ter
servido como fonte de sequéncias repetitivas para a diversificacdo desse
cromossomo heteromorfico (Hikosaka e Kawahara, 2004; Voltolin et al., 2013).

Nos espécimes de H. albopuncatus (coletados no Ribeirdo Andira- Ourizona-
PR) o 2n=74 cromossomos e formula cariotipica composta de

8m+14sm+16st+36a coincide com dados prévios reportados por Bueno et al.,
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(2013) (Rio Piquiri-PR). Contudo, existe uma variacao interpopulacional na
constituicdo cariotipica em relacdo as descricbes de outras populagdes:
10m+20sm+44st/a para a populagéo do Rio Mogiguacgu- pertencente a bacia do
Rio Mogiguagu- Pirassununga (SP), (Artoni e Bertollo, 1996) e
10m+20sm+16st+28a para a populacao do rio Corumbatai, pertencente a bacia
do Rio Piracicaba do estado de Sao Paulo (Alves et al., 2012). A NOR analisada
no presente estudo coincide com o padréo de NOR de Bueno et al., (2013) como
sendo simples e coincidente com a marcacdo de CMAs positivo e difere na
descrita por Artoni e Bertollo (1996) que reporta NOR mudltipla para as
populacdes analisadas. Estes dados refletem parte da complexidade taxonémica
do género Hypostomus e sugerem a necessidade de uma reavaliacdo do status
taxondmico das populacdes de ambas as bacias hidrogréaficas atualmente
atribuidas 4 essa denominacao, uma vez que tal variagcdo cromossémica pode
sugerir entidades taxonémica distintas nessas populacfes biogeograficamente
isoladas.

Os espécimes coletados no Ribeirdo Andira — Ourizona-PR, foram
previamente identificados como Hypostomus aff. paulinus baseado apenas em
morfologia externa e distribuicdo geografica. Nossas analises citogenenéticas
revelaram 2n=76, semelhante a espécie de H. paulinus oriundos do Ribeirdo
Trés Bocas- Londrina-PR (Rubert et al., 2011), do Rio Corumbatai- SP (Alves et
al., 2012) e das populacdes do Rio Keller, Rio Mouréo e Ribeirdo Atlantico — PR
(Kamei, 2015), todas pertencentes a bacia do rio Parana. Um sistema de NOR
multipla foi identificado em nossa populacédo coincidente com as oriundas do Rio
Keller e Rio Mouréo reportadas por Kamei (2015) o que possivelmente corrobore
a ideia de tratarem-se de uma mesma entidade taxondmica. Entretanto, um
cariétipo com 2n=74 cromossomos foi reportado para a populagdo de
Hypostomus aff. paulinus proveniente do Rio Piquiri-PR (Bueno et al.,2011) e
outra sem identificacdo do local de coleta descrita por Michelle et al., (1977). J&
Lorscheider et al. (2015) reporta uma populacao de H. paulinus, provenientes do
Rio Mogiguacu - Pirassununga (SP) pertencente a bacia hidrografica do Rio
Mogiguacu, como portador de 2n=72 cromossomos. Os distintos numeros
diploides e formulas cariotipicas registrados para H. paulinus demonstram uma

grande complexidade taxondmica nesta espécie sendo necessaria uma ampla

27



revisdo da mesma, uma vez que possivelmente mais de uma entidade
taxondmica possa existir sob essa mesma nomenclatura.

A maior concentracdo de Rex1l e Rex3 no genoma das populacdes de H.
albopunctatus e Hypostomus aff. paulinus, assim como em H. regani, coincide
com regidbes heterocromaticas detectadas nos cromossomos, como ja
reportados em outras espécies do género, como observado em H. ancistroides,
H. strigaticeps e H. nigromaculatus (Pansonato-Alves et al., 2013) e em outros
grupos de Teleostei ( Da Silva et al., 2002; Bouneau et al., 2003; Fischer et al.,
2004; Ozouf-Costaz et al., 2004; Mazzuchelli e Martins, 2009;,Teixeira et al.,
2009; Yano, et al.,, 2014; Favarato et al., 2016B; Santos et al.,, 2016). A
associacao entre as marcacoes de elementos de transposi¢ao coincidentes com
as porcbes heterocromaticas detectadas principalmente nas regides
subterminais e pericentromérica dos cromossomos das trés espécies de
Hypostomus analisadas parece ndo ser fato aleatério (Valente et al., 2016).
Diferentes estudos (Pansonato-Alves et al., 2013; Schneider et al., 2013) tem
apontado semelhante padrdo de distribuicdo desses elementos ao longo dos
genomas, e atribuem essa caracteristica a funcdo estrutural relacionada a
manutencao e segregacao do material nuclear. Devido ao fato dessas por¢cdes
cromossOmicas possuirem baixa frequéncia de recombinacao pelo seu reduzido
contetdo génico, a dindmica evolutiva dessas sequéncias favorece o acumulo
de repeticbes apds os eventos de transposicdo, ndo sendo eliminados pela
recombinacédo, assim, satDNAs surgem e contribuem diretamente na ampliacdo
de regides heterocromaticas no genoma, fato denominado de
heterocromatinizacdo, principalmente pelo fato de ocorrer insercbes de
elementos transponiveis/retrotransponiveis nesses sitios repetitivos (Mestrovic
et al., 2015).

Com frequéncia, observamos uma inter-relacdo entre os sinais de
hibridacdo das sondas de repeticbes microssatélites e dos elementos de
retrotransposicao, especialmente quando comparamos as marcagdes de Rex3
e a repeticdo (CA)1s observadas nos cariotipos estudados, como destacado em
H. albopunctatus e Hypostomus aff. paulinus. Evidéncias apontam para uma
possivel origem de algumas classes de DNA repetitivo a partir de ETs (Ahmed e

Liang 2012), sendo observadas sequéncias repetitivas originadas de um unico
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ETs (Gong et al., 2012; Mestrovic et al., 2015), de diferentes ETs combinados
(Agudo et al., 1999; Mestrovic et al., 2015) ou ainda de combinac¢des de ETs com
outras sequéncias gendmicas (Shang et al., 2010; Mestrovic et al., 2015). A co-
localizag&o entre esses elementos pode sugerir uma origem comum entre esses
elementos repetitivos. Sustentamos nossa hipdtese baseados nos dados
descritos por Ahmed e Liang (2012), que identificaram que cerca de 25% dos
DNAs satélites (satDNA) presentes no genoma humano sao derivados de ETS
e que, onde sua co-localizacdo cromossbmica frequentemente € reportada.
Outra hipotese a ser testada no futuro pode ser atribuida a presenca de
repeticdes interna (CA)is na sequéncia nucleotidica desses elementos de
transposicao, fato ndo explorado no presente estudo, uma vez que trabalhamos
apenas com um fragmento desse elemento e ndo com sua sequéncia
nucleotidica completa.

Outra caracteristica interessante observada nos cariétipos em analise
estd relacionada com a maior concentracdo de repeticbes microssatélite
encontradas na regido centromérica de cromossomos acrocéntricos das trés
espécies analisadas, principalmente ao que se refere as marcacdes (CA)s.
Também coincidentes com blocos de heterocromatina, detectados pelo
bandamento C, a presenca dessas marcacdes pode fornecer interessantes
informacdes sobre a dispersao desses elementos no genoma. O posicionamento
dos cromossomos dentro do nucleo interfasico durante a meiose poderia facilitar
eventos de dispersdo de sequéncias repetitivas via recombinagdo néo-
homologa, especialmente tratando-se de por¢cdes centroméricas e
subteloméricas de cromossomos acrocéntricos, tal como sugerido por Schweizer
and Loidl (1987) para explicar a dispersao de hetrocromatina. Para essa teoria,
a conformacdo dos cromossomos durante a profase meidtica, onde os
cromossomos estdo ligados através de seus telémeros ao envoltério nuclear
(conformacéo de “buqué”) poderia favorecer a proximidade dos centrdmeros,
principalmente dos acrocéntricos, e assim a similaridade entre as sequéncias
repetitivas presentes nessas regides (ETs e microssatélites) favoreceria a
recombinacdo ndo-homologa nessas regides (Adega et al., 2008).

Por outro lado, o acumulo de sequéncias de DNA repetitivo tem sido

reportado em sitios propensos a rearranjos cromossodmicos, dando instabilidade
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por atuarem como substrato para recombinacdo nao-homodloga ou fissdes
cromossOmicas (Cazaux et al., 2011). Autores tem sugerido que essas regides
podem se comportar como sitios propensos para quebras cromossdmicas
(fragile breakage model; Peng et al. 2006). N6s encontramos uma relacdo entre
0 aumento do numero de cromossomos acrocéntricos seguido da maior
frequéncia de marcacdes de repeticbes microssatélites (CA)is nas regides
centroméricas de todos os acrocéntricos de H. albopunctatus. Ao mesmo tempo
em que a ordens dos eventos ndo possam ser confirmados com preciséo
(ganhos de sequéncias repetitivas apos fissdes versus fissdes devido a presenca
dessas sequéncias), esse acumulo de sequéncias repetitivas nas porcdes
subterminais desses cromossomos acrocéntricos claramente reforgam o papel
dos DNAs repetitivos na evolugéo cromossdmica do grupo. A otimizacao desses
tragcos cromossOmicos em uma filogenia robusta do género pode ser bastante

resolutiva para uma futura avaliacdo dessa natureza.

CONCLUSAO

Nossas andlises citogenéticas contribuem com mais informacgfes acerca
da evolugdo cromossémica de Hypostomus, bem como a diversidade cariotipica
intra-especifica neste grupo. A diferenca cromossémica, tanto numérica quanto
estrutural nos espécimes atribuidos a Hypostomus aff. paulinus, levantam a
guestao da necessidade de uma avaliagdo mais detalhada sobre seu real status
taxondémico e reforcam a necessidade de uma avaliagdo mais ampla nesse que
pode se tratar de um complexo de espécies. Nossos dados fornecem evidéncias
da participacéo dos elementos de retrotransposicao (REX1 e REX3) como fonte
de sequéncias para a diferenciagdo do cromossomo 19’ encontrado em H.
regani, principalmente pelo enriquecimento de Rex3 na regido heterocromatica,
que contribuem para a origem deste heteromorfismo. A co-localizagao entre os
retrotransposons e microssatélites como constituintes da heterocromatina no
caridtipo das espécies analisadas, reforcam a hipétese de que essas sequéncias
repetitivas, quando presente no genoma, favorecem a diversificagéo cariotipica
ao longo da evolucgéo do grupo, tornando o género Hypostomus um interessante
modelo para futuros estudos sobre a dinamica evolutiva desses elementos

repetitivos na modulacdo do genoma das espécies.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

FIGURA 1: Cromossomos metafasicos de H. regani de espécimes portadores do
cariomorfo A (A, C e E) e do cariomorfo B (B, D e F) submetidos a coloracéo
com giemsa (A, B), ao bandeamentos C (C, D) e a coloracdo com o0s
fluorocromos DAPI/CMAZ3 (E, F). As setas indicam o par heteromorfico 19°.

FIGURA 2: Cariétipos de H. regani de espécimes portadores do cariomorfo A (A
e C) e do cariomorfo B (B e D) submetidos ao método de FISH com sondas de
repeticdes microssatélites (CA)1s (A e B) e (GA)1s (C, D). Em (E) cariomorfo B
hibridizado com sonda telomérica. Em (F, G) destaque para o par cromossémico
heteromorfico 19’ e representagcado esquematica da co-localizacao dos sinais de
hibridacdo com as sondas (CA)is (F) e (GA)1s (G) na regidao subterminal dos
bracos longos; (H) Marcacao telomérica apenas na regido subterminal de ambos

0s cromossomos homélogos do par heteromorfico.

FIGURA 3: Cari6tipos de H. regani de espécimes portadores do cariomorfo A (A
e C) e do cariomorfo B (B e D) submetidos ao método de FISH com as sondas
dos elementos retrotransponiveis Rexl (A e B) e Rex3 (C e D). Em destaque, 0

par heteromérfico 19’ e suas marcagdes (box na direita em B e D).

FIGURA 4. Caridtipos de H. albopunctatus (exemplar 674) submetido a
coloracdo com giemsa (A), ao bandeamentos com banda C seguido de
coloracdo com iodeto de propidio (B). Note em (B) o par cromossdémico portador
da NOR, detectada pelo método de impregnacdo pela Prata. Cromossomos
submetidos a dupla coracao com fluorocromos DAPI/CMA3 (C) e ao método de

FISH utilizando sonda telomérica (D).
FIGURA 5: Carittipos de H. albopunctatus (exemplar 679) de FISH com sonda
de microssatélite (CA)is (A) e (GA)1is (B); Metafases de FISH com sonda do

elemento retrotransponivel Rex1 (C) e Rex3 (D).

FIGURA 6: Cariotipo de Hypostomus aff. paulinus submetidos a técnica de

coloracao por giemsa (A) e ao bandamento com banda C (B) com destaque para
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0 box contendo os pares da NOR 9, 20 e 28; Metafase de dupla coloracédo com
fluorocromos DAPI/CMAs3 (C) com destaque para os pares 13 e 25, que sédo DAPI

positivo e para o par 28, sendo este CMAs3 positivo; e FISH com sonda telomérica

(D).

FIGURA 7: Metafases de Hypostomus aff. paulinus com FISH com sonda de
microssatélite (CA)is (A) e (GA)is (B); FISH com sonda de elemento
retrotransponivel Rex1 (C) com destaque para os pares 7 e 22; e Rex3 (D) com

destaque para os pares 7, 8, 31 e 32.

42



Figura 1

A m NS M A I nx aa

> B m u l;.l ‘" l:l oas of

TR TN

SSUAD 08 A0 B2 00 M 06 84 AS ol | Muin 0_‘ LRLRT

a |00 B0 PR 0D i AB BB AA NS a AN 00 A8 A0 M M0 A
A W X B N OB O® W N B N X B T B BN N
‘T - T YT LR T TR
(Y 1% ) " ¥ v 13 Xy %

43



Figura 2
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Figura 7
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