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Resumo:

Transposons e retrotransposons (ETs) representam uma grande porgéo do
genoma eucaridtico e diferentes linhas de evidéncia reportam uma massiva
presenca dessas sequencias no genoma de peixes. Atribui-se a esses
elementos um significativo papel para a evolucdo dos genomas e na
diversificacdo cariotipica em eucariotos. O género Ancistrus é um
interessante candidato as investigacdes dessa natureza, visto que extensa
variagdo cromossdmica tem sido reportada. No presente estudo, foram
isoladas sequéncias do elemento transponivel, o retrotransposon non-LTR
Rex3 no genoma de trés populacdes de Ancistrus sp. e identificadas nos
cromossomos atraves da hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). A
amplificacdo do DNA com primers especificos para ET Rex3 resultaram em
fragmentos de 500 pb em todas as populacdes analisadas. FISH realizado
em trés populacdes de Ancistrus sp. (rios Keller, Mourdo e Corrego 19)
revelou sinais fluorescentes dispersos pelos cromossomos de todas as
populacdes de Ancistrus sp. analisadas, sendo observados clusters desse
elemento em varios pares cromossdmicos associados com blocos de
heterocromatina previamente detectados. N&ao foram observados sinais de
hibridacdo acumulados nos cromossomos sexuais heteromorficos (XX/XY)
das populacbes de Ancistrus sp. rio Keller e Cérrego 19. Estes dados
sugerem que os ET Rex3 ocorrem por todo o genoma dos espécimens das
populacbes analisadas, sugerindo um provavel significado evolutivo na
diversificacao deste grupo.
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Introducao

Andlise genbmica comparativa em vetebrados tem revelado um expressivo
conteudo de elementos transponiveis (ETs) nesses organismos, atribuindo-
se a essas sequéncias um significativo papel na evolucéo e diversificacao
cariotipica em eucariotos. Estes elementos tém sido também identificados
em muitas espécies de peixes, destacando-se 0s retrotransposons do grupo
Rex (Rexl, Rex3 e Rex6), os quais localizam-se de forma dispersa ou
associada as regides de heterocromatina, bem como o transposon Mariner-
like (MLESs), comumente associado com eventos de transposicdo de NOR
(regido organizadora de nucléolo), segundo revisédo de Ferreira et al. (2011).
Peixes com cariétipos altamente variaveis como espécies da familia
Loricariidae constituem excelentes modelos para identificacdo de diferentes
marcadores cromossémicos em estudos comparativos, especialmente, as
espécies de Ancistrus que apresentam cromossomos sexuais. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo o isolamento e mapeamento
cromossémico de elementos transponiveis Rex3 no cariétipo de diferentes
populaces de Ancistrus sp. e suas possiveis implicacdes na diversificacao
de cromossomos sexuais heteromorficos e/ou na dispersdo de outras
sequéncias no genoma das espécies.

Materiais e métodos

Os cromossomos mitoéticos foram obtidos a partir de células do rim conforme
técnica de Bertollo et. al. (1978). O ET Rex 3 foi amplificado a partir dos
primers F(5'-CGGTGAYAAAGGGCAGCCCTG-3) e R(5-
GGCAGACNGGGGTGGTGGT-3') de acordo com Volff et al. (2006) em dez
populacdes de Ancistrus sp. discriminadas na Figura 1. O mapeamento
cromossOémico através do FISH (Hibridacéo fluorescente in situ) foi realizado
em peixes de trés populacdes: rios Mourdo, Keller e Corrego 19, utilizando
como sonda do ET isolado de uma espécime de Ancistrus sp. do rio Keller
(Lapierre et al. 1998). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Animal
(UEM) conforme protocolo CEUA 4607140416.

Resultados e Discussao

A amplificacdo do DNA de individuos das dez populacdes de Ancistrus sp.
resultaram em fragmentos de 500 pb (Figura 1). Com relacdo a analise
cariotipica de trés populacdes, observou-se um valor 2n=50 cromossomos
com as seguintes férmulas cariotipicas: a populagdo do rio Mourdo
apresentou 12m+18sm+12st+8a (NF= 92), enquanto que as popula¢des do
Corrego 19 e rio Keller apresentaram 11m+18sm+13st+8a (machos) e
12m+18sm+12st+8a (fémeas) e NF=92 em ambos 0s sexos, caracterizando
um sistema de determinagao cromossOmica sexual do tipo XX/XY. FISH com
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as sondas do elemento Rex3 revelaram sinais fluorescentes dispersos na
maioria dos cromossomos destas populacdes, ndo sendo observados sinais
de hibridacdo acumulados nos cromossomos sexuais heteromorficos
(XXIXY) das populacbes de Ancistrus sp. do rio Keller e Cérrego 19 (Figura
2). Os caridtipos de FISH com Rex3 sdo comparados com o padrdao de
banda C de cada populagédo conforme obtidos por Prizon (2014) para
visualizacdo das regides heterocromaticas. Algumas bandas fluorescentes
podem ser visualizadas tanto nas regides pericentroméricas quanto em
posicbes intersticiais, coincidindo em alguns casos com regides
heterocromaticas.

Figura 1: Gel de PCR para ET Rex3. (L) Ladder; (1-11) Cada poco representa o
individuo/localizagéo; (1) Macho, rio Keller; (2) Fémea, rio Keller; (3) Rio Ocoi; (4) Rio S.
Francisco Falso; (5) Rio S. Francisco Verdadeiro; (6) Rio dos Patos; (7) Rio S&o Joéo; (8)
Arroyo Iguagu; (9) Arroyo San Juan; (10) Campo Mouréo; (11) Corrego 19.

Figura 2: Cari6tipos dos espécimes das populacdes de Ancistrus sp. apés FISH Rex3: (A)
Rio Mouréo; (B) Cérrego 19, macho; (C) Rio Keller, macho; (D) Rio Keller, fémea.
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Conclusodes

A presenca de elementos Rex3 no genoma das dez populacdes de
Ancistrus sp. e sua localizacdo dispersa nos cromossomos das trés
populacdes analisadas sugere um provavel significado evolutivo na ampla
variacdo cariotipica estrutural deste grupo. Estes dados constituem
importante referéncia para estudos comparativos em Ancistrus auxiliando
na compreensao da organizacgao e evolugcéo do genoma deste grupo.
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