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Resumo

Hypostomus (Loricariidae) sdo peixes conhecidos vulgarmente como
cascudos, amplamente distribuidos pela regidao Neotropical. Este género
apresenta uma grande diversidade -cariotipica numérica (2n=64-84) e
estrutural, envolvendo diferencas cromossdémicas até mesmo dentro da
mesma espécie. Considerado um grupo complexo sob o ponto de vista
taxondémico, a citogenética tem contribuido grandemente para identificacdo
de espécies neste género. Portanto, o presente estudo teve como obijetivo,
complementar os dados cariotipicos obtidos previamente para a espécie
Hypostomus regani coletados no rio Taquari, municipio de Coxim (bacia do
rio Paraguai, MS) utilizando mapeamento fisico de sequéncias
microssatélites (CA)1s e (GA)i5 pela técnica de Hibridagao fluorescente in situ
(FISH). Exemplares de Hypostomus regani revelaram 2n= 72 cromossomos,
porém dois cariomorfos: cariomorfo A contendo 12m+14sm+18st+28a e o
cariomorfo B constituido por 13m+14sm+17st+28a. Um heteromorfismo
cromossOmico foi observado no par 19 do cariomorfo B caracterizado pela
presenca de um metacéntrico grande e um subtelocentrico médio, enquanto
que no cariomorfo A o par 19 encontra-se em condicdo homomorfica
(subtelocentricos). FISH com sondas de microssatélites (CA)is € (GA)1s
aplicada aos cariomorfos de H regani revelaram sinais de hibridacdo nas
regides subterminais na maioria dos cromossomos. No par cromossémico
heteromorfico (cariomorfo B), o metacéntrico grande apresentou sinais de
hibridagGes intersticiais com sonda (CA)1s no brago curto e sinais com sonda
(GA)15 no braco longo. Estes marcadores contribuiram para diferenciar
estruturalmente os cariomorfos A e B de H. regani e também identificar
sequéncias repetitivas que possam ter contribuido para este polimorfismo.
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Introducao

Hypostomus Lacépede, 1803 € composto por peixes de pequeno a grande
porte, conhecidos popularmente como cascudos, compreendendo mais de
130 espécies descritas. Devido a diversidade morfolégica, com diferentes
padrées de coloracao, a identificacdo dos peixes pelos dados morfologicos
nao € suficiente para definicdo do status taxondmico de muitas espécies.
Assim, a analise citogenética tem contribuido de forma significativa como
ferramenta citotaxon6mica para o grupo. Estudos citogenéticos neste género
demonstram grande variacdo cromossoémica (2n=64 a 84 cromossomos) e
diferencas inter e intraespecifica na estrutura cariotipica. Além da descricao
do numero diploide e formula cariotipica em espécies de Hypostomus, a
utilizacdo de técnicas mais resolutivas como a citogenética molecular
utilizando marcadores especificos, como mapeamento fisico de sequéncias
microssatélites (CA)1s e (GA)i5 pela técnica de Hibridagao fluorescente in situ
(FISH) séao importantes para diferenciacéo entre populacdes de uma mesma
espécie. Portanto, o presente estudo teve como objetivo complementar
estudos citogenéticos prévios realizados em uma populagdo de H. regani
gue revelou um interessante polimorfismo cromossdémico, envolvendo
acréescimos de blocos heterocromaticos, utilizando mapeamento dos
cromossomos com sondas de DNA microssatélites para identificar a
composi¢cdo molecular da heterocromatina e seu possivel papel na origem
do polimorfismo.

Material e métodos

Neste estudo foi utilizado um total de 26 suspensdes celulares de
exemplares de H. regani (8 machos, 4 fémeas e 4 juvenis). Esta espécie foi
coletada no rio Taquari, municipio de Coxim, Mato Grosso do Sul (MS) e
processados na Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul, unidade de
Coxim (FERREIRA, 2016, licenca do SISBIO, n°® 40510-1). As laminas foram
preparadas conforme descrito em Bertollo et al.,(1978). As sondas dos
microssatélites (CA)is e (GA);s foram marcadas diretamente com o
fluorocromo Cy5 (Sigma Aldrich). Os experimentos de hibridacdo
fluorescente in situ (FISH) foram realizados conforme Kubat et al., (2008). A
montagem dos cariotipos baseiou-se na classificagdo de Levan et al. (1964).

Resultados e Discussao

Exemplares de Hypostomus regani revelaram 2n= 72 cromossomos, porém
dois cariomorfos: cariomorfo A constituido de 12m+14sm+18st+28a e 0
cariomorfo B constituido por 13m+14sm+17st+28a (Figura 1). A diferenca
na formula cariotipica se deve a presenca de um par heteromorfico (n° 19)
constituido por um metacentrico grande e um subtelocentrico de tamanho
meédio no cariomorfo B. No cariomorfo A, este par encontra-se em condicéo
homomorfica, ou seja, composto por dois cromossomos subtelocéntricos. O
bandeamento C dos cariomorfos A e B realizado nesta espécie revelou
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heterocromatina em posicdes terminais e intersticiais em varios
cromossomos (FERREIRA, 2016). Contudo, destaca-se um bloco extenso
em todo o brago curto do metacéntrico grande e na regido pericentromérica
do seu correspondente subtelocéntrico (par 19 do cariomorfo B) e na regido
pericentromérica do par 19 do cariomorfo A. FISH com sondas de
microssatélites (CA)1s e (GA);5 aplicada nos cariomorfos A (Figura 2A,C) e B
(Figura 2B,D) de H regani revelaram sinais de hibridagéo, principalmente nas
regides subterminais da maioria dos cromossomos. No par cromossémico
heteromorfico (cariomorfo B), o metacéntrico grande apresentou sinais de
hibridacdes intersticiais no braco curto com a sonda (CA)15s € no braco longo
com a sonda (GA)15 e, além dessas marcac¢des foram observadas também
bandas subterminais/terminais em ambos os bracos do metacéntrico grande
(Figura 2, pares em destaque).De acordo com Ferreira (2016) o
heteromorfismo cromossémico observado nos individuos do cariomorfo B
pode ter se originado por meio de uma amplificagcdo de heterocromatina, a
partir da regido pericentromérica de um dos homologos do par 19. A
presenca de sequéncias microssatélites nas regides subterminais de varios
cromossomos de H regani e no metacéntrico grande sugere que estes
possam ter contribuido para o heteromorfismo cromossdémico detectado,
uma vez que a heterocromatina é rica em sequéncias repetitivas. Em outras
espécies de Hypostomus tem sido evidenciado pares de cromossomos com
heteromorfismo de heterocromatina, como descrito em H. strigaticeps por
Balmgartner et al. (2014) sugerindo que estas variagdes sao recorrentes no
género. Portanto, os dados obtidos contribuiram ndo somente para
identificacdo da natureza das sequéncias repetitivas em blocos
heterocromaticos e que possam estar envolvidos na diferenciacéo cariotipica
em H. regani.
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Figura 1 — Cariomorfos A e B Hypostomus regani com coloracdo Giemsa (2n=72).

Figura 2 — Cariomorfos A e B ap6s FISH com sondas microssatélites: (A, B) marcacdes
com (CA);s; (C, D) marcacdes (GA);s. Em destaques, par 19.
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Conclusodes

A presenca de microssatélites (CA)is e (GA)1s em todo o genoma da espécie
de H. regani, incluindo o par heteromorfico do cariomorfo B sugere que estas
sequéncias possam estar contribuindo para a origem do polimorfismo
envolvendo segmentos heterocromaticos.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao programa PIBIC/UEM-CNPQg-FA pelo apoio
financeiro e ao Prof. Dr. Claudio Henrique Zawadzki pela identificacdo dos
espécimes.

Referéncias

BAUMGARTNER L, PAIZ LM, ZAWADZKI CH, MARGARIDO VP,
PORTELA-CASTRO AL Heterochromatin polymorphism and physical
mapping of 5S and 18S ribosomal DNA in four populations of Hypostomus
strigaticeps (Regan, 1907) from the Parana River Basin, Brazil: Evolutionary
and Environmental Correlation. Zebrafish , v. 11, n. 5, p. 479-487, 2014.

BERTOLLO, L. A. C., TAKAHASHI C. S., MOREIRA-FILHO, O.
Cytotaxonomic considerations on Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae).
Revista Brasileira de Genética , v. 2, p.103-120, 1978.

FERREIRA G. E. B. Estudos citogenéticos em duas espécies de
Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae) da bacia do rio Paragu ai:
consideragdes citotaxonomicas e evolutivas . 2016. 75f. Tese
(Doutorado)- Programa de Pos-graduacdo em Genética e Melhoramento,
Universidade Estadual de Maring4, Maringéa, 2016.

KUBAT Z., HOBZA R., VYSKOT B., DKEIJNOVSKY E. Microsatellite
accumulation on the Y chromosome in Silene latifolia. Genome, v.51, n.5,
p.350-356, 2008

LEVAN, A.; FREDGA, K.; SANDBERG, A.A. Nomenclature for centromeric
position on chromosomes. Hereditas , v. 52, p. 201-220, 1964.

FUNDACAO <\ )
RAUCARIA <- PARANA
et e Perand’ GOVERNO DO ESTADO

P
)

A

o ao Desemvolvimento Cientico
e . ologico do




