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Resumo

Dentre os Siluriformes, a familia Loricariidae é a mais nimerosa, contendo cerca de 800
espécies distribuidas em aproximadamente 100 géneros. Esta familia é subdividida em seis
subfamilias: Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinae e
Hypostominae. Harttia € um pequeno género da sufamilia Loricariinae que abriga os peixes que
apresentam o corpo alongado, nadadeira adiposa e quilha lateral do tronco ausentes, nadadeira
caudal emarginada e grandes placas 6sseas circundando a papila anal. Habitam preferencialmente
riachos e alguns trechos de calha pricipal de rios, e por ndo apresentarem habitos migratorios
formam pequenas populac6es semi-isoladas. Para este género séo descritas aproximadamente vinte e
trés espécies. Dessas, dezessete estdo alocadas em bacias hidrograficas brasileiras, entretanto poucas
espécies foram, até entdo, analisadas no tocante as metodoldgicas citogenéticas. Desta forma este
trabalho caracterizou, por meio de metodologias de citogenética classica (Giemsa, bandamento C e
Ag-NOR) e molecular (hibridizacbes com sonda de rDNA 5S, rDNA 18S, sequéncia [GATA],,
sequéncia [TTAGGG],, além de retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6), 7 espécies do género Harttia:
H.kronei, H.gracilis, H.longipinna, H punctata, H.loricariformis, H. torrenticola e H. carvalhoi.
Este trabalho traz a primeira descricdo cromossémica para as espécies H. gracilis, H. longipinna, H.
punctata e H. torrenticola. Os dados cromossdmicos obtidos possibilitaram inferir que o sistema de
cromossommos sexuais multiplos do tipo XX/XY1Y,, encontrado em H. carvalhoi, originou-se de
um evento de fissdo céntrica de um cromossomo metacéntrico originado por um evento de fusdo
ocorrido antes da diversificacdo do clado constituido por H. carvalhoi e H. torrenticola. Na anélise
cromossémica de uma populacdo de H. longipinna foi verificada a presenca de até 2 micro
cromossomos B em 46% dos exemplares analisados. Os dados obtidos possibilitaram a deteccédo e
caracterizagdo de um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo X3 X;XoXo/X1 XY em H.
punctata possivelmente originado por um evento inversdo com subsequente translocagdo entre 0s

\Y



dois primeiros pares acrocéntricos, cromossomos estes portadores dos sitios ribossomais 5S e 18S.
As hibridacdes com os retroelementos Rexl, Rex3 e Rex6 mostraram que esses elementos
encontram-se altamente dispersos no genoma de todas as espécies analisadas, tanto em regifes
heterocromaticas, quanto eucromaticas. Apesar dos elementos transponiveis estarem frequentemente
associados a rearranjos cromossdmicos devido a sua capacidade de movimentagcdo no genoma, para
as espécies do género Harttia, o acimulo das sequéncias Rex pode ndo estar correlacionada aos
rearranjos cromossdmicos. E provavel que estas sequéncias possam ter uma atividade na regulago
génica, uma vez terem sido localizados em grande quantidade em regides eucromaticas. Os dados
referentes a aspectos bioldgicos do género Harttia permitem inferir que a restricdo do fluxo génico
propiciado pelo isolamento das bacias hidrograficas pode ter contribuido para a fixacao de diferentes
rearranjos cromossdmicos entre as espécies avaliadas. A grande diversidade cromossémica, aqui
representada por: (i) diferentes numeros diploide e férmulas cariotipicas encontradas entre as
diferentes espécies analisadas, (ii) pela presenca de cromossomos supranumerarios em H.
longipinna e sistemas de cromossomos sexuais multiplos encontrados em H. carvalhoi e H.
punctata, (iii) alocacdo diferenciada dos sitios de rDNA 5S e 18S entre as espécies; faz com que o

género Harttia seja um excelente modelo para estudos de evolucdo cromossdmica.
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Abstract

Among the Siluriformes, the Loricariidae family is the most numerous, containing
approximately 800 species distributed in approximately 100 genera (Eschmeyer & Fricke 2012).
Loricariidae is subdivided into six subfamilies: Lithogeninae, Neoplecostominae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinae and Hypostominae. Harttia is a small genus of the
Loricariinae subfamily that includes the fish popularly known as armored catfish. Members of this
subfamily are characterized by a long and depressed caudal peduncle, the absence of adipose fin,
caudal fin emarginated and large bony plates surrounding the anal papilla. They inhabit specific
regions of the rivers and streams, and form small semi-isolated populations because they have not
migratory habits. In this genus are described nineteen species, of which seventeen are allocated in
Brazilian basins, however only a few species had been analyzed by cytogenetic methods. Thus this
work characterized, by conventional (Giemsa, C-banding and Ag-NOR) and molecular cytogenetics
methods (hybridizations with 5S rDNA, 18S rDNA, [GATA],, [TTAGGG],, Rexl, Rex3 and Rex6
probes), 7 species of Harttia: H.kronei, H.gracilis, H.longipinna, H punctata, H. loricariformis, H.
torrenticola and H. carvalhoi. This paper presents the first chromosomal description for the species:
H. gracilis, H. longipinna, H. punctata and H. torrenticola. The chromosome data obtained allowed
to infer that the sex chromosome system XX/XY1Y, found in H. carvalhoi, originated from a
centric fission event of a metacentric chromosome formed by a fusion event occurred before the
diversification of the clade formed by H. carvalhoi and H. torrenticola. In the chromosomal analysis
of a population of H. longipinna was verified up to 2 micro B chromosomes. The data obtained
enabled the detection and characterization of the sex chromosome system X3 X; XoXo/ X1 X,Y in H.
punctata possibly caused by a translocation event between the first two acrocentric pairs,
chromosomes that carrying the 5S and 18S rDNA sites. The hybridizations with the Rex1, Rex3 and

Rex6 retroelements showed that these elements are highly dispersed in the genome of the species
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analyzed, both in heterochromatic regions as euchromatic regions. Although transposable elements
are often associated with chromosomal rearrangements due to its ability to move in the genome, for
the species of the Harttia, the accumulation of Rex sequences can not be correlated to chromosomal
rearrangements. It is likely that these sequences can have an activity in gene regulation since it was
found in large quantities in euchromatic regions. The data regarding biological aspects of Harttia
allow infer that the restriction of gene flow brought about by isolation of the watersheds may have
contributed to the fixation of the chromosomal rearrangements among the analyzed species. The
great chromosomal diversity, here represented by: (i) different diploid numbers and karyotype
formulas found between different species analyzed, (ii) for the presence of supernumerary
chromosomes in H. longipinna and multiple sex chromosomes systems found in H. carvalhoi and H.
punctata, (iii) alocation differentiated of the sites of 5S and 18S rDNA, makes the Harttia genus an

excellent model for studies of chromosomal evolution.
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1. Introducéo

A citogenética de peixes Neotropicais, que teve seu inicio na década de 70, vem contribuindo
em muito para o conhecimento desse grupo de vertebrados, apresentando informacdes relevantes
sobre os processos evolutivos que promovem sua diversidade, tais como polimorfismos estruturais
e/ou numéricos, rearranjos cromossdmicos e sistema de cromossomos sexuais heteromorficos.

Com o advento da biologia molecular, estudos referentes aos DNAs repetitivos tém
despertado um crescente interesse no meio cientifico. Estudos da organizacéo, estrutura, composicao
e localizagdo in situ dessa classe de DNA repetitivo tém promovido grandes avancos no
entendimento da evolucdo genémica e cariotipica, pois essas fracfes particulares do genoma sao
excelentes marcadores cromossémicos que estdo diretamente envolvidos com extensivos
mecanismos de diversificagdo dos genomas dos peixes, sendo importantes na elucidagdo de
mecanismos envolvidos na evolucdo cromossdmica, principalmente relacionadas a composicao e
origem de cromossomos B, na diferenciacdo de cromossomos sexuais e funcdo de dominios

heterocromaticos especificos em determinados grupos.

1.1. Aspectos gerais da familia Loricariidae e da subfamilia Loricariinae

Loricariidae compreende os peixes popularmente conhecidos como cascudos e acaris. Podem
ocupar habitats bem variados, vivendo tanto em ambientes Iticos ou Iénticos, em rios ndo muito
profundos com fundo arenoso ou pedregoso. Apresentam corpo achatado e recoberto por placas
dérmicas, boca em forma de ventosa localizada na regido ventral e nadadeiras anatomicamente
modificadas. Sua distribuicdo abrange grande parte da regido Neotropical, desde o norte da Costa
Rica até o sul da Argentina (Reis et al., 2003). Sdo caracterizados pela baixa fecundidade, com

relativamente poucos ovos grandes. Em alguns casos, ha dimorfismo sexual e cuidado parental



(Menezes, 1949), o que é comparavel as condi¢es observadas nas espécies de ciclideos dos rios do
leste africano (Schaefer & Stewart, 1993).

De acordo com Ferraris (2007), a familia Loricariidae é a segunda mais nimerosa entre 0s
peixes neotropicais. Recentemente, Eschmeyer & Fricke (2012) descreveram 834 espécies
reconhecidas em Loricariidae alocadas em cerca de 100 géneros. Reis et al. (2006) levando em
consideracao os estudos realizados por Armbruster (2004) sugeriram que Loricariidae é dividida em
seis subfamilias: Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinae e
Hypostominae. A subfamillia Hypostominae encontra-se subdividida em cinco tribos:
Corymbophanini; Rhinelepini; Pterygoplichtini; Ancistrini e Hypostomini.

Loricariinae apresenta algumas peculiaridades morfoldgicas: cabeca, corpo e peddnculo
caudal achatados; corpo alongado, “focinho” projetado para frente (Ferraris, 2003). Outra
caracteristica relevante é a presenca de dimorfismo sexual, caracterizado pelo tamanho e localiza¢édo
dos odontoides na cabeca, corpo, pela nadadeira peitoral, e pela forma do labio inferior (Reis et al.,
2003). Esta subfamilia é encontrada principalmente nos rios da América do Sul, desde a bacia de La
Plata até os rios do sul do México. Poucas espécies ocorrem na costa do Pacifico, nos rios da
Colémbia, Equador e Panama.

Loricariinae tem sido considerada um grupo monofilético bem definido, sendo grupo irmao
de Hypostominae (Schaefer, 1987; Pinna, 1998), apresentando 209 espécies distribuidas em 31
géneros (Ferraris, 2007). A maior parte das espécies desta subfamilia é de tamanho pequeno a
médio, sendo Spatuloricaria euacanthagenys a maior espécie encontrada, atingindo mais de um
metro e meio, enquanto que Hartiella crassicauda é a menor espécie atingindo poucos centrimetros

(Reis et al., 2003).



1.2. Estudos citogenéticos em Loricariidae, com enfoque em Loricariinae

Apesar de ser uma familia muito grande, apenas cerca 100 das mais de 800 espécies
pertencentes a Loricariidae foram estudadas por metodologias citogenéticas. Esta familia possui
grande variabilidade no que se refere ao numero diploide, variando de 34 cromossomos em
Ancistrus cuiabae, Ancistrus sp. 1 e Ancistrus sp. 2 (Oliveira, 2006; Mariotto et al., 2011) a 96
cromossomos em Upsilodus sp. (Kavalco et al., 2004b). A macroestrutura cariotipica também é
muito variavel, podendo ocorrer somente cromossomos meta-submetacéntricos, como em
Otocinclus affinis que possui 2n=54 cromossomos e NF=108 (Andreata et al., 1994) ou caridtipos
formados predominantemente por cromossomos subtelo-acrocéntricos como em Hypostomus
strigaticeps que possui 2n=74 cromossomos e NF=86 (Michele et al., 1977).

Em Loricariinae, apesar de apenas 15 espécies pertencentes a cinco géneros terem sido
estudadas citogeneticamente, tem-se verificado uma grande diversidade cariotipica (Kavalco et al.,
2005). Uma avaliacdo dos dados mostra uma grande variabilidade quanto ao nimero diploide, desde
36 cromossomos em Rineloricaria latirostris (Giuliano-Caetano, 1998) a 74 cromossomos em
Sturisoma cf. nigrirostrum (Artoni & Bertollo, 2001). Michelle et al. (1977) estudando Loricaria
macrodon evidenciaram um numero diploide igual a 58 cromossomos. Loricariichthys platymetopon
apresenta numero diploide de 54 cromossomos (Scavone & Julio Jr., 1995). Alves et al. (2003,
2005) evidenciaram para H. kronei 2n=58 cromossomos; Rineloricaria pentamaculata 2n=56 e
Rineloricaria kronei 2n=64 cromossomos, e Kavalco et al. (2004b) evidenciaram para Harttia
loricariformis 2n=56 cromossomos. Rodrigues (2010) encontrou em uma populacdo de Harttia sp.
n. coletada no rio Passa-Cinco, estado de S&o Paulo, um numero diploide de 62 cromossomos.

Nesta subfamilia sdo frequentes os exemplos de polimorfismo relacionados ao numero
cromossomico e formula cariotipica. Scavone & Julio Jr. (1994) observaram cromossomos

supranumerarios em 2 espécies de Loricaria. Em Rineloricaria latirostris ocorreu uma variacéo de
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2n=36 a 48 cromossomos (Giuliano-Caetano, 1998) e Errero-Porto (2007) encontrou em
Rineloricaria pentamaculata um numero diploide constante com 56 cromossomos, mas duas
formulas cariotipicas diferentes, além da presenca de cromossomos B. Por sua vez, Rosa et al.
(2012) encontraram uma variacdo de 2n=70 — 66 cromossomos em Rineloricaria lima com
evidéncias de fusdo cromossdmica detectada pelo marcador rDNA 5S, presenca de sitios
teloméricos intersticiais (ITS).

Sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos ja foram evidenciados em
Loricariinae. Scavone & Jalio Jr. (1995) encontraram o sistema sexual do tipo ZZ/ZW para
Loricariichthys platymetopon, enquanto Centofante et al. (2006) encontraram sistema do tipo
XXIXY1Y, em Harttia carvalhoi.

Essa grande diversidade cariotipica aliada ao fato de que as diferencas morfolégicas nem
sempre sdo evidentes, colocam esta subfamilia entre aquelas que apresentam dificuldades em sua

taxonomia, assim como na compreensao de suas relacdes evolutivas.

1.3. Citogenética do género Harttia

Steindachner (1876) descreveu o género Harttia, com base na forma do corpo alongado,
nadadeira adiposa e quilha lateral do tronco ausente, nadadeira caudal emarginada e grandes placas
0sseas circundando a papila anal, para abrigar a espécie Harttia loricariformis (Oyakawa, 1993).

Harttia apresenta uma limitada capacidade de dispersdo, formando pequenos isolados
populacionais. A maioria das espécies deste género habita as cabeceiras de pequenos afluentes,
porém algumas especies habitam restritas regides na calha principal de alguns rios. Buckup (1999)
afirma que a identificacdo de areas de endemismo associadas aos eventos de vicariancia é um campo

promissor para estudos de ordem genética e evolutiva, enfatizando a necessidade de se ampliar os



conhecimentos sob a peculiar ictiofauna dessas areas como, por exemplo, a cabeceiras de rios e
riachos.

Estudos citogenéticos e morfoldgicos em espécies que estao restritas as cabeceiras de riachos
ja foram realizados. Em Astyanax scabripinnis estas andlises demonstraram tratar-se de um
complexo de espécies, ocorrendo uma grande diversidade cromossémica que ndo € acompanhada
por uma diferenciacdo morfoldgica pronunciada (Moreira-Filho & Bertollo, 1991). Diferentemente,
no género Harttia as espécies sao muito bem definidas e de facil reconhecimento pelos
taxonomistas. Existem aproximadamente vinte e trés espécies conhecidas do género Harttia. Destas,
dezessete s@o encontradas em territorio brasileiro, distribuidas em diversas bacias brasileiras: H.
carvalhoi Miranda Ribeiro, 1939; H. depressa Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001; H. dissidens Rapp
Py-Daniel & Oliveira, 2001; H. duriventris Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001; H. garavelhoi
Oyakawa, 1993; H. gracilis Oyakawa, 1993; H. kronei Miranda Ribeiro, 1908; H. leiopleura
Oyakawa, 1993; H. longipinna Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001; H. loricariformis
Steindachner, 1876; H. novalimensis Oyakawa, 1993; H. punctata Langeani, Oyakawa & Montoya-
Burgos, 2001; H. rhomboocephala Miranda Ribeiro, 1939; H. torrenticola Oyakawa, 1993; H.
trombetensis Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001; H. uatumensis Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001; e
Harttia sp. n., sendo onze delas descritas para rios da regido Sudeste, cinco para regido Norte e uma
para regido Centro Oeste. Das 23 espécies de Harttia, somente 4 espécies foram caracterizadas
citogeneticamente: H. kronei (Alves et al., 2003), H. loricariformis (Kavalco et al., 2004b), H.
carvalhoi (Centofante et al., 2006) e Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010)

A macroestrutura cariotipica das espécies analisadas é muito diversificada. O ndmero
diploide varia de 52 cromossomos encontrados em fémeas de Harttia carvalhoi proveniente do
Ribeirdo Grande na bacia do rio Paraiba da Sul — SP (Centofante et al., 2006) a 62 cromossomos

(14m+22sm+16st+10a, NF=114) em Harttia sp.n, proveniente da bacia do Passa-Cinco - SP
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(Rodrigues, 2010). Alves et al. (2003) caracterizaram uma populacdo de H. kronei, proveniente do
rio Betari — SP e encontraram um numero diploide de 58 cromossomos (40s/SM+18st, NF=98).
Kavalco et al. (2004b) encontraram em uma populacdo de Harttia loricariformis do rio dos Macacos
- SP (bacia do rio Paraiba do Sul) 2n=56 cromossomos (16m+22sm+10st+8a, NF= 106). Centofante
et al. (2006) caracterizaram uma populacdo de Harttia carvalhoi do ribeirdo Grande na bacia do rio
Paraiba do Sul (SP), encontrando nimero diploide de 52 cromossomos (18m+18sm+4st+4a) para as
fémeas e 53 cromossomos (17m+18sm+4st+6a) para 0s machos, caracterizando um sistema de
cromossomos sexuais multiplos do tipo XX / XY 1Yo.

Até o presente momento, pouco dados referentes ao mapeamento de sequéncias repetitivas
foram obtidos no género Harttia. Kavalco et al. (2004a) encontraram apenas um sitio de rDNA 5S
na posicdo intersticial de um par cromossémico acrocéntrico grande de Harttia loricariformis.
Segundo Kavalco et al. (2005) este mesmo par é portador do cistron de rDNA 18S na porcdo
proximal configurando, assim, uma marcacdo sinténica. Configuracdo similar foi relatada por
Centofante et al. (2006) ao encontrarem o maior par acrocéntrico de Harttia carvalhoi portanto um
sitio de rDNA 5S na porcdo terminal do braco longo e um sitio de rDNA 18S na porcdo proximal.
Entretanto os mesmos autores encontraram, nesta mesma espécie, um sitio extra de rDNA 5S em um

Cromossomo metacéntrico pequeno.

1.4. DNA repetitivo

O genoma dos organismos eucariotos apresenta por¢des heterocromaticas, a qual aloca a
maioria das familias de DNAs repetitivos. Estes podem ser definidos como segmentos de tamanhos
variados repetidos milhares de vezes no genoma, sendo classificados em codificador, com fungdes
bioldgicas bem definidas, e ndo codificador cujo conjunto de sequéncias se encontra dispersa no

genoma ou se repetem em tandem (Griffiths et al., 2006). Entre os codificantes, as familias
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multigénicas ribossomais 45S, além do rDNA 5S séo 0s mais amplamente estudados. Com relacdo a
classe ndo codificante, este pode estar organizado em tandem no genoma como, por exemplo, 0s
microssatélites, minisatélites e DNA satélites; ou disperso pelo genoma, como por exemplo, 0s
elementos transponiveis.

A anélise de sequéncias de DNA repetitivos vem sendo muito utilizada em peixes, pois
levam a dados consistentes, que ajudam na melhor compreensdo da evolucdo gendmica de
determinadas espécies, auxiliando na deteccdo de homeologias cromossémicas, diversificacdo de
cromossomos sexuais e origem de cromossomos B (Vicari et al., 2010). Além disso, todas as classes
de elementos transponiveis sdo encontradas no genoma de peixes (Volff et al., 2003).

Uma consideravel por¢do do genoma dos eucariotos superiores consiste de heterocromatina
constitutiva, preferencialmente na regido centromérica e pericentromérica (Corradini et al., 2007;
Rossi et al., 2007), embora ha descricdo desse tipo de DNA em regido telomérica e intersticial
(Adega et al., 2007; Meles et al.,2008). Essa por¢cdo do genoma é, na maioria das vezes, composta
por sequéncias de DNAs altamente repetitivos denominados DNAs satélite (satDNA) (John, 1988;
Chaves et al., 2004), e organizados dentro de arranjos longos initerruptos em tandem de unidades
variaveis (Charlesworth et al., 1994).

Essas regides sao caracterizadas por se apresentarem compactadas durante o ciclo celular e
estdo relacionadas, na maioria dos casos, com a inatividade transcricional (Beridze, 1986; Vicari et
al., 2008b). Porém, alguns genes podem se apresentar intercalados com regides heterocromaticas,
sem que ocorra sua inativagdo (Lohe & Hilliker, 1995; Pimpinelli et al., 1986).

Com relagdo aos DNA satélites a primeira descrigdo em peixes Neotropicais foi realizada por
Haaf et al. (1993) para Hoplias malabaricus pertencente a familia Erythrinidae. Desde entdo, vérias
familias de DNAs repetitivos ja foram prospectadas de diferentes espécies de peixes neotropicais

como, por exemplo: As51 isolado por Mestriner et al. (2000) de Astyanax scabripinnis; pPh2004



isolado por restricdo genémica de Parodon hilarii Vicente et al. (2003), SATH1 e SATH2 isolados
por restricdo gendmica em Prochilodus lineatus (Jesus et al., 2003), 5SHindll1l isoladas de Hoplias
malabaricus (Martins et al., 2006), Al-Hindlll isolado de Achirus lineatus por Azevedo et al.
(2005); elemento repetitivo LeSpel isolado do genoma de Lepirunus elongatus (Parise-Maltempi et
al., 2007); retroelemento RCK isolado de Cichla kelberi (Teixeira et al., 2009); WAp da fragédo
heterocromética do cromossomo W de Apareiodon ibitiensis (Vicari et al., 2010); sonda oriunda do
cromossomos B de Prichilodus lineatus (Voltolin et al., 2010); entre outros. Considerando a grande
dindmica evolutiva dos DNA repetitivos (Wichman et al., 1991) relataram que estas sequéncias
podem promover informac6es valiosas para estudos microevolutivos, principalmente no caso de
sequéncias espécie-especificas e/ou cromossomo especificas (Ugarkovic & Plohl, 2002), assim
como estudos filogenéticos (Pons et al., 2002; Pons & Gillespie, 2003; Kantek et al., 2009).

Outra classe de DNA satélite que vem sendo explorada em estudos evolutivos em peixes é a
denominada Bkm (Banded Krait Minor) que se encontra amplamente distribuida entre os eucariotos,
e, apresenta como maior componente, a repeticdo de tetranucleotideos [GATA],. A sequéncia
GATA foi primeiramente descrita por Epplen et al. (1982) como o maior componente do DNA
satélite de Elaphe radiata. VVarios estudos demonstraram que esta sequéncia apresenta-se conservada
entre diferentes espécies, incluindo humanos (Srivastava et al., 2008) e parece estar associada na
determinacéo e evolucdo de cromossomos sexuais. Além disso, esta sequéncia ndo esta presente em
organismos procariotos.

Os DNAs ribossomais (rDNA) sdo sequéncias repetitivas dispostas em tandem que
codificam RNA ribossdmico. O mapeamento fisico, por FISH, dos DNAs ribossomais (em especial
0 rDNA 5S e o rDNA 18S) vem sendo utilizado com grande frequéncia em estudos citogenéticos em
peixes neotropicais (Martins & Galetti, 1999; 2000; Souza et al., 2001; Vicente et al., 2001;

Almeida-Toledo et al.,, 2002; Mantovani et al., 2005; Fernandes & Martins-Santos, 2006a; b:



Martins et al., 2006; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Lui et al., 2009;
Mariotto et al., 2009; Garcia et al., 2010; Blanco et al., 2011; Mariotto et al., 2011; Mendes-Neto et
al., 2011, Pansonato-Alves et al., 2011; Scacchetti et al., 2012) por auxiliarem na resolugdo de
problemas de ordem taxonémica, biogeografica e filogenética. Entretanto para o género Harttia, até
0 recente momento, somente Harttia carvalhoi (Centofante et al., 2006) e Harttia loricariformis
(Kavalco et al., 2004a; 2005) apresentam analises utilizando esses marcadores.

Os retrotransposons como marcadores cromossdmicos também vém sendo amplamente
explorado em estudos de diversidade cariotipica em peixes. Dentre os diversos retroelementos
descritos, destacam-se a familia Rex, que foi isolada do genoma de Xiphophorus. Estudos mostraram
que esses elementos apresentavam-se ativos durante a evolugdo de diferentes linhagens de peixes
(Ozsouf-Costaz et al., 2004). Teixeira et al. (2009), encontraram uma distribuicdo cromossdémica
similar de Rex1 e Rex3 no genoma de Cichla kelberi, sugerindo, assim, que essas sequéncias possam
ter evoluido juntas, apresentando uma atividade cooperativa no genoma dessa espécie. Para algumas
espécies da subfamilia Hypoptopomatinae foi encontrado um padrdo similar de dispersdo do Rex1 e
Rex3, sendo alocados em pequenos clusters e dispersos por todo cromossomo, tanto em regides
heterocromaticas quanto eucromaticas, entretanto Rex3 apresentou-se mais disperso do que Rex1 em
todas as espécies analisadas (Ferreira et al., 2010). Outro retroelemento do grupo Rex que também ja
foi encontrado no genoma de peixes é o denominado Rex6, o qual se mostrou disperso nos
cromossomos de C. kelberi, e ndo apenas alocado na regido centromérica (como ocorre com Rex1 e
Rex3, nesta espécie) indicando, desta forma, que esse retroelemento provavelmente apresente
diferentes padrdes evolutivos, independente de outras sequéncias (Teixeira et al., 2009).

Teldmeros sdo estruturas encontradas na regido terminal dos cromossomos cuja fungéo
basica € manter a integridade e estabilidade cromossdmica, sendo conservada em organismos

eucariotos (Slijepcevic, 1998). Os vertebrados apresentam esse tipo de repeticdo de sequéncia
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[TTAGGG],. A utilizagdo dessa repeticdo como sonda vem se mostrando uma importante
ferramenta na deteccdo de rearranjos, principalmente com relacdo a fusbes céntricas recentes,
indicadas pela presenca de ITS -Interstitial Telomeric Sequences - (Slijepcevic, 1998).

As sequéncias de DNAs repetitivos citadas acima, vém sendo utilizadas em trabalhos
relacionados a evolucdo cromossdmica de varios grupos de peixes, pois sdo ferramentas poderosas
que auxiliam na elucidacdo de problemas taxonémicos (Bellafronte et al., 2005; Blanco et al.,
2011), filogenéticos (Teixeira et al., 2009), mapeamento de genomas (Ferreira et al., 2010),
diferenciacbes populacionais (Martinez et al., 2011), relagcdes biogeogréaficas (Vicari et al., 2005),
evolucdo de cromossomos sexuais (Vicari et al., 2008a; Schemberger et al., 2011) e de

cromossomos B (Jesus et al., 2003, Artoni et al., 2006, Vicari et al., 2011), entre outros.
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2. Justificativa

A associacdo de informagOes obtidas a partir da citogenética classica e da citogenética
molecular tem se mostrado uma Otima ferramenta para elucidar problemas de ordem taxon6émica e
evolutiva. Considerando a diversidade interespecifica j& evidenciada na macroestrutura cariotipica
de espécies do género Harttia, aliada a escassez de dados cromossdmicos disponiveis, um
aprofundamento nos estudos referentes a citogenética classica e molecular mostra-se relevante para
um melhor entendimento da evolugéo cariotipica desse grupo de peixes.

Embora os estudos citogenéticos em Harttia sejam ainda escassos, estes ja enfatizam a
diversidade cromossomica que se encontra presente nesse género, acompanhada por uma evidente
diferenciacdo morfoldgica. Assim sendo, Harttia representa um excelente modelo para estudos de
citogenética evolutiva, podendo representar um modelo interessante para abordagens dessa natureza.
Desta forma, a caracterizacdo do numero e morfologia cromossémica, da estrutura cariotipica,
distribuicdo de bandas heterocromaticas e dos sitios de regides organizadores de nucléolos, aléem da
identificacdo de provaveis sistemas de cromossomos sexuais, representam marcadores citogenéticos
informativos para a citotaxonomia e biodiversidade desse grupo de peixes.

Paralelamente aos caracteres cromossomicos classicos, as informagcbes que vem sendo
obtidas com as diversas classes de DNASs repetitivos tém se mostrado valiosas para o entendimento
das relagcdes evolutivas entre espécies e géneros relacionados, considerando a distribuicdo e
localizacdo dessas sequéncias nos cromossomos, contribuindo também no tocante a diversas

problematicas de natureza citotaxondmica e de sistematica filogenética.
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3. Objetivos

O intuito do presente trabalho foi o de contribuir para o conhecimento da biodiversidade e
dos processos de diferenciacdo e evolucéo cariotipica no género Harttia, grupo até entdo escasso no
tocante a caracteres diagnosticos que embasem esses processos. Para tanto, 0s seguintes objetivos
foram realizados:

1. Entender a variabilidade cromossomica em Harttia, a partir da andlise citogenética de
espécies provenientes de diversas bacias hidrograficas brasileiras.

2. Analisar a organizacdo, distribuicdo e localizagdo cromossomica por hibridizagdo in situ
fluorescente especificas e interespecificas de diversas classes de DNASs repetitivos.

3. Caracterizar a evolugdo cromossdmica ocorrida neste grupo e o papel exercido pelos DNAs
repetitivos, associando os caracteres da citogenética classica e da citogenética molecular, em
uma analise comparativa entre as diferentes espécies estudadas.

4. Desvendar 0s rearranjos cromossdmicos que originaram 0s Sistemas de cromossomos

sexuais.
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4. Materiais / Métodos

Exemplares de sete espécies do género Harttia foram coletados em diferentes bacias
hidrogréficas brasileiras: H. kronei (rio Agungui, bacia do rio Ribeira, municipio de Campo Largo,
estado do Parana, GPS: 25° 22° 44”; 49° 39 08”), H. longipinna (calha principal do rio S&o
Francisco, municipio de Pirapora, estado de Minas Gerais, GPS: 17° 21’ 22,8”; 44° 56’ 59,5”), H.
gracilis (corrego Machadinho, afluente do rio Sapucai, bacia do rio Sapucai-Mirin, municipio de
Santo Antonio do Pinhal, estado de Sdo Paulo, GPS: 22° 48’ 317; 45° 41° 21”), H. punctata (rio
Itiquira, bacia do Tocantins municipio de Formosa, estado de Goias, GPS: 15° 19” 257; 47° 25° 26”),
H. loricariformis (rio Paraitinga, bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Cunha, estado de S&o
Paulo, GPS: 22° 52° 227; 44° 51° 0,2”), H. torrenticola (ribeirdo das Araras, bacia do rio Sé&o
Francisco, estado de Minas Gerais, GPS: 20° 16° 15”; 45° 55° 39”) e H. carvalhoi (ribeirdo Grande,
bacia do rio Paraiba do Sul, no municipio de Pindamonhangaba, estado de Sdo Paulo, GPS: 22° 47’
87, 45°27° 19”) (Fig. 1) (Fig. 2). Os espécimes de H. kronei, H.longipinna, H. gracilis, H. punctata,
H, loricariformis, H. torrenticola e H. carvalhoi. foram identificados pelo Dr. Osvaldo T. Oyakawa
e depositados na colecdo do Museu de Zoologia da USP (SP), sob os vouchers MZUSP 109783,
MZUSP 106767, MZUSP 111384, MZUSP 111385, MZUSP 111386, MZUSP 109784, MZUSP
109782, respctivamente.

Para a captura dos exemplares foram utilizadas tarrafas, arrastdes e pucads. Os peixes
capturados foram transportados vivos, em condic¢des de oxigenagédo e temperatura adequadas para o
laboratdrio de Biodiversidade Molecular e Cromossémica de Peixes, do Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar, onde foram mantidos em aquérios até
serem processados para a obtencdo dos cromossomos metafasicos.

Foram armazenados tecidos dos exemplares coletados, para extracdo do DNA genémico e
posterior isolamento dos DNAS repetitivos.
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Figura 1. Mapa com pontos de coleta das espécies do género Harttia analisados no presente trabalho. Cada ponto no
mapa a direita corresponde a uma espécie: Roxo: H. kronei; Laranja: H. longipinna; Preto: H. gracilis; Vermelho: H.
punctata; Amarelo: H. loricariformis; Azul: H. torrenticola; Verde: H. carvalhoi.
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Figura 2. Foto das espécies de Harttia analisadas no presente trabalho: (a) Harttia kronei com 7.43 cm, (b) macho
de H. longipinna com 9.7 cm, (c) fémea de H. longipinna com 8.5 cm, (d) H. gracilis com 12.1 cm, (e) H. punctata
com 14.5 cm (f) H. loricariformis com 8.92 cm, (g) H. torrenticola com 9.05 cm, (h) H. carvalhoi com 7.16 cm.
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4.1. Metodologia Classica

4.1.1. Tratamento “in vivo”

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células do rim anterior e posterior, por meio
da técnica descrita por Bertollo et al. (1978).

Injetou-se no animal, intra-abdominalmente, uma solucdo aquosa de Colchicina 0,025 %, na
proporcdao de 1 mL/100 g de peso. Posteriormente, o peixe foi mantido em aquario bem arejado
durante 50 — 60 minutos. Decorrido esse tempo, o animal foi sacrificado e retiradas por¢des do rim
anterior. O material foi lavado em solucédo hipoténica (KCI 0,075 M), transferindo-o para pequenas
cubas de vidro contendo cerca de 10 mL desta mesma solucdo. O material foi bem fragmentado,
com o auxilio de pincas de dissecacdo, completando este processo com uma seringa hipodérmica,
desprovida de agulha, através de leves movimentos de aspiracdo e expiracdo do material, facilitando
a separacdo das ceélulas, até se obter uma suspensdo celular homogénea. Posteriormente, esta
suspensdo foi incubada a 36 — 37 °C, durante vinte minutos. O material foi re-suspendido, com
cuidado, com auxilio de uma pipeta Pasteur, e a suspensdo obtida transferida para um tubo de
centrifuga. Algumas gotas de fixador, recém-preparado (metanol; acido acético — 3: 1) foram
acrescentadas ao material que posteriormente foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a
500 — 800 rpm, descartando o material sobrenadante com pipeta Pasteur. Adicionou-se,
vagarosamente, 5-7 mL de fixador, deixando escorrer através das paredes do tubo. O material foi
novamente homogeneizado com auxilio da pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido por duas
vezes. Apoés a ultima centrifugacdo e eliminagdo do sobrenadante, adicionou-se 1 mL de fixador,
misturando bem o material. Este foi entdo ser guardado em freezer, acondicionado em pequenos

frascos tipo “Ependorff”, ou trabalhado conforme a descri¢do abaixo:
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Pingar 3 a 4 gotas da suspensédo obtida, sobre diferentes regides de uma lamina bem limpa,
mantida em agua destilada na geladeira, ou sobre uma lamina seca aquecida ao redor de 25 — 30 °C,
em chapa aquecedora. Escorrer o excesso de material, inclinando um pouco a lamina sobre um papel
de filtro. Secar diretamente ao ar e corar com o corante Giemsa a 5 %, em tampao fosfato (pH 6,8)

durante 5 a 8 minutos. Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar.

4.1.2. Tratamento “in vitro”

Alternativamente, os cromossomos foram obtidos segundo o protocolo descrito por Foresti et
al. (1993), no qual fragmentos do rim foram colocados em 10 mL de solucdo salina de Hanks, em
uma placa de Petri, dissociando bem o material. Posteriormente, a suspensao celular obtida foi
transferida para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, adicionou-se
de 1 — 2 gotas de solucéo de Colchicina 0,016 %, misturando-a bem com o material. O material foi
entdo transferido para estufa a 36 °C, por 30 minutos e centrifugado durante 10 minutos, a 500 — 800
rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionados 10 mL de solucdo hipoténica (KCI 0,075 M),
misturando bem o material com uma pipeta Pasteur. Transferiu-se esse material novamente para
estufa a 36 °C, por mais 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se cerca de 6 gotas de fixador
(metanol ; acido acético — 3:1) misturado-as com o material repetidas vezes, deixando-o descansar
por 5 minutos. O material foi centrifugado por 10 minutos a 500 — 800 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e, em seguida, adicionado 10 mL de fixador, misturando-o com o material repetidas
vezes. Seguiu-se nova centrifugacdo, por 10 minutos e repetida a fixagdo por mais duas vezes. O
sobrenadante foi desprezado e o material diluido no fixador, de forma a se obter uma suspenséo
celular com material cromossomico fixado. Por fim, o material foi pingado sobre laminas bem

limpas e aquecidas ao redor de 25 — 30 °C. Ap0s a secagem ao ar, seguiu-se a coloracdo do material
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com solucdo Giemsa 5 %, em tampéo fosfato (pH 6,8), durante 5 — 8 minutos, lavagem em agua

destilada e secagem ao ar.

4.1.3. Bandeamento C

Adotou-se o procedimento basico descrito por Sumner (1972), com modificacBes na etapa de
coloracdo (Lui et al., 2009). As laminas foram tratadas com solucdo de acido cloridrico 0,2 N
durante 10 minutos, a temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e incubadas em solucéo de
hidroxido de bario 5 % a 60 °C, por aproximadamente 1 minuto e 45 segundos. Terminado esse
tratamento, as laminas foram rapidamente lavadas em acido cloridrico 0,2 N, agua destilada, e
finalmente incubadas em solucgéo salina de 2xSSC durante 30 minutos a 60 °C. Apos a lavagem final
com agua destilada, o material foi corado com solucdo de lodeto de Propideo (50mg/mL) e

analisado em microscopia de fluorescéncia.

4.1.4. Caracterizacao das Regides Organizadoras de Nucéolos (RONS)

Foi adotado o procedimento descrito por Howell & Black (1980). Sobre a lamina com
cromossomos foram adicionadas duas gotas de solucdo aquosa de gelatina (1 g/100 mL de &gua
destilada e 0,5 mL de 4cido férmico) juntamente com quatro gotas de solucdo aquosa de nitrato de
prata (50 %). A lamina foi coberta com laminula e incubada em estufa a 60 °C por um periodo de
aproximada mente trés minutos, dependendo de um monitoramento de coloracdo da mesma. Apds a
retirada da laminula, a 1dmina foi lavada em agua destilada e corada rapidamente durante 20 a 30

segundos com Giemsa 5 %, diluido em tampé&o fosfato (pH 6,8).
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4.2. Metodologia Molecular

4.2.1. Extracdo de DNA com tampéo salino

A extracdo de DNA seguiu o protocolo descrito por Aljanabi & Martinez (1997):

Homogeneizar o tecido (50-100 mg-1cm?) em 800 pL de tampéo salino (NaCl 0,4 M; Tris-
HCI 10 mM pH=8,0 e EDTA 2 mM pH = 8,0) por 10-15 segundos. Adicionar 80 uL de SDS 20 %
(Cf =2 %) e 16 pL de Proteinase K 20 mg/mL (Cf=400 pg/uL) e misturar bem. Incubar as amostras
a 55-65 °C por ao menos 1 hora. Adicionar 300 uL de NaCl 6 M. Vortexar as amostras por 30
segundos a velocidade maxima e centrifugar por 20 minutos a 13.000 g. Transferir o sobrenadante
para outro tubo. Adicionar igual volume de isopropanol e misturar bem. Incubar a - 20 °C por 1
hora. Centrifugar por 10 minutos a 4 °C a 13.000 g. Lavar o pellet com etanol 70 %, 300 pL,
centrifugar por 5 minutos a 13.000 g. Secar e ressuspender em 300-500 uL de H,O estéril (100 pL =

98 uL TE + 2 pL de RNase 10 mg/mL).

4.2.2. Sequénciamento nucleotidico

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel
Purification da Amersham-Pharmacia Biotech. As reacfes de sequenciamento foram realizadas
utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) de

acordo com o protocolo para 0 MegaBACE 1000.

4.2.3. Analise das sequéncias nucleotidicas

A edicdo das sequéncias foi realizada com o software BioEdit Sequence Alignment Editor,
versdo 7.0.5.3 (Hall, 1999) e para identificacdo de possiveis homologias de genes, as sequéncias

nucleotidicas obtidas foram primeiramente submetidas a buscas online BLASTn (Altschul et al.,
19


http://www4.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/E929B1B9E6CDF964C12572590002D11C/$file/US81090_Rev_B_2006_WEB.pdf

1990) através do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (USA), “website”

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

4.2.1. Dupla Hibridizagao in situ Fluorescente (Double-FISH)

A localizagdo dos sitios de DNA repetitivo nos cromossomos foi obtida pela hibridizacéo in
situ fluorescente (FISH), segundo Pinkel et al. (1986), com algumas adaptacGes:

Foram utilizadas sondas de rDNA 18S (Hatanaka & Galetti Jr. 2004), rDNA 5S (Martins &
Galetti Jr., 1999), além de sonda de sequéncia telomérica [TTAGGG], e sequéncia [GATA], (ljdo et
al., 1991). Os retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 foram obtidos via PCR (Volff et al.,1999; 2000 e

2001).

Marcacéo das sondas

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, utilizando os compostos biotina
16 - dUTP e digoxigenina 11 dUTP (Roche). O produto desta reacao foi precipitado com acetato de
potassio e etanol overnight a — 20 °C. Posteriormente, o material foi centrifugado por 15 minutos a
13000 rpm, descartado o sobrenadante, e deixando o DNA marcado secar completamente em estufa

a 37 °C. As sondas teloméricas foram marcadas diretamente por PCR.

Hibridizago e deteccdo dos sinais correspondentes

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pL da solugdo de hibridacdo permanecendo
“overnight” a 37 °C, em cdmara Umida contendo solugdo de 2xSSC pH 7,0. Decorrido este tempo,
as laminas foram lavadas com solucdo de formamida 15 % em 0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42
°C e, em seguida, lavadas com 0,1xSSC a 60 °C, por 15 minutos. Em seguida foram lavadas em

Tween 20 0,05 % / 4 x SSC, por 5 minutos, incubadas em 90 pL de tampdo NFDM a 5 %, por 15
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minutos em cdmara Umida e lavadas duas vezes com Tween 20 0,05 % / 4 x SSC, cinco minutos
cada. Para a deteccdo das sondas, foram colocados sobre as laminas 100 pl do mix contendo 94 pL
de NFDM, 1 pL de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidin) conjugada e 5 pL de anti-
digoxigenina rodamina conjugada, permanecendo por 60 minutos a 37 °C, em camara Umida. As
laminas foram entdo lavadas trés vezes em Tween 20 0,05 % / 4 x SSC, cinco minutos cada. Em
seguida realizou-se a desidratacdo em série de etanol a 70 %, 85 % e 100 % a temperatura ambiente,
5 minutos em cada banho. Os cromossomos serdo foram contra corados com DAPI (0,2 pg/mL)

diluido em uma solucao “antifade” (Fluka).

4.3. Anédlises cariotipicas

As preparacGes cromossdmicas obtidas pela citogenética foram analisadas em microscépio
Optico comum. As contagens dos cromossomos e as observacfes mais detalhadas foram feitas com
a objetiva de imersao.

As preparacdes de citogenética molecular (hibridizacdo in situ fluorescente - FISH) foram
analisadas em microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX51), com filtros apropriados e as
imagens capturadas pelo proprio sistema da camera (Olympus DP72).

Os resultados obtidos com a citogenética basica e molecular para cada uma das espécies do
género Harttia foram comparados com os resultados citogenéticos e moleculares ja disponiveis na

literatura e utilizados para um melhor entendimento da evolugdo cromossdémica do grupo.
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6. Resultados / Discussao

Os resultados juntamente com a discussdo foram alocados em capitulos, sendo que cada

capitulo corresponde a um artigo.

Capitulo I: O papel dos rearranjos Robertsonianos na diferenciacao cromossémica e origem

do sistema de cromossomos sexuais XX/XY1Y, em Harttia carvalhoi (Siluriformes, Loricariidae).

Capitulo 1l: Caracterizagio cromossdmica de Harttia longipinna (Siluriformes,

Loricariidae): primeiro relato de cromossomo B no género.

Capitulo I11: Origem do sistema de cromossomos sexuais X;X;XoXo/X;X,Y de Harttia

punctata (Siluriformes, Loricariidae): Pintura cromossdmica e genes ribossomais 5S e 18S.

Capitulo 1V: Diversidade cromossdmica e tendéncias evolutivas em espécies do género

Harttia (Siluriformes, Loricariidae).

Capitulo V: Extensivo acumulo de retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 em 7 espécies de

Harttia (Siluriformes, Loricariidae).

Capitulo VI: Correlagio entre aspectos bioldgicos e diversidade cromossdémica em algumas

espeécies do género Harttia (Siluriformes, Loricariinae).
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Resumo

Harttia € um pequeno género da subfamilia Loricariinae, que abriga os peixes popularmente
conhecidos como cascudos e acaris. Este grupo habita preferencialmente regides especificas de rios e
riachos e, por ndo apresentar habitos migratorios, formam pequenos isolados populacionais. Séo
descritas vinte e trés espécies de Harttia, dezesseis das quais alocadas em bacias brasileiras. Além da
diversidade cariotipica interespecifica presente neste grupo, um sistema de cromossomos sexuais
maltiplos XX/XY1Y,, relativamente raro entre os peixes, ja foi descrito para H. carvalhoi. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo inferir sobre o papel dos rearranjos cromossémicos na
diferenciacdo cariotipica de Harttia, empregando procedimentos da citogenética classica e molecular.
A espécie H. torrenticola foi aqui analisada citogeneticamente pela primeira vez, sendo H. kronei e H.
carvalhoi reanalisadas a luz de novos marcadores, obtidos por bandamentos cromossémicos e por
hibridizacdo in situ fluorescente com sondas de genes ribossomais e de sequéncias teloméricas
[TTAGGG],. Os resultados obtidos revelam que rearranjos Robertsonianos tiveram papel de destaque
na diversificacdo cromossdmica das espécies analisadas conduzindo, inicialmente, a reducdo do
namero diploide a partir de um cariotipo ancestral similar ao encontrado em H. kronei. Assim sendo, o
cromossomo metacéntrico 1, o maior do cariotipo, compartilhado H. torrenticola e H. carvalhoi, deve
ter se originado a partir de um evento de fusdo céntrica entre diferentes pares presentes no cariétipo
ancestral. Posteriormente, um evento de fissdo céntrica, associado a este primeiro par metacéntrico do
cariotipo, possibilitou a origem do sistema de cromossomos sexuais multiplos XYY, especifico de H.
carvalhoi. Desta forma, além de rearranjos Robertsonianos na diferenciacdo cariotipica das espécies
estudadas, foi possivel também concluir que a ocorréncia de uma fissdo céntrica, contrariamente ao de
uma fusdo como anteriormente hipotetizado, esteve diretamente implicada na origem do sistema

sexual de H. carvalhoi.
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Introducéao

Os dados sobre variabilidade cariotipica em Loricariidae revelam uma alta diversidade
relacionada ao niumero e morfologia cromossémica, embora algumas tendéncias evolutivas possam ser
destacadas entre subfamilias distintas. Artoni & Bertollo (2001) sugeriram que 2n=54 seria uma
caracteristica ancestral em Loricariidae, uma vez que este nimero diploide é encontrado em géneros
considerados basais, bem como no grupo irmdo, Trichomycteridae (superfamilia Loricarioidea). Desta
forma, as subfamilias Loricariinae e Hypostominae apresentam uma grande diversidade com relacéo
ao numero diploide e outros marcadores cromossdmicos compreendendo, assim, caracteristicas
altamente diferenciadas com quando comparados com outros grupos mais primitivos dentro de
Loricariinae (Artoni & Bertollo, 2001). Os rearranjos Robertsonianos sdo eventos importantes na
origem da diversidade cariotipica em Loricariinae, com 2n variando de 36-74 cromossomos
(Ziemniczak et al., 2012). Segundo Perry et al. (2004), as fissGes céntricas podem gerar sitios de
cromossomos instaveis, 0 que necessitaria de outro rearranjo para estabilizar esses sitios.
Possivelmente tal situacdo ocorreu em varias espécies da subfamilia Loricariinae (Rosa et al., 2012).

Entretanto, em alguns géneros de Loricariidae ainda sdo escassos de estudos citogenéticos. Tal
é o0 caso de Harttia (Loricariinae), onde somente quatro espécies ja foram cariotipicamente
caracterizadas: H. kronei, 2n=58 (Alves et al., 2003), H. loricariformis, 2n=56 (Kavalco et al., 2004),
H. carvalhoi, 2n=52 nas fémeas e 2n=53 nos machos em decorréncia de um sistema de cromossomos
sexuais multiplos (Centofante et al., 2006) e Harttia sp. n. 2n=62 (Rodrigues et al., 2010).

Comparativamente a varios outros grupos de vertebrados, poucas espécies de peixes
apresentam cromossomos sexuais heteromorficos. Entre as espécies neotropicais, trés sistemas simples
(XX/X0, XXIXY, ZZIZW) e quatro sistemas multiplos (XX/XY 1Y, XiX1XoXo/ X1 XY, ZZIZ\W1 W,

Z121Z,7,1Z1Z,\N1W,) de cromossomos sexuais ja foram identificados, onde a heterogametia feminina
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é mais frequente, sendo encontrada em mais de 50% dos casos descritos, geralmente entre espécies da
ordem Characiformes (Moreira-Filho et al., 1993). Especificamente entre os Loricariidae, alguns
sistemas simples e multiplos encontram-se representados entre espécies das subfamilias
Hypoptopomatinae, Loricariinae e Hypostominae, esta Gltima apresentando o maior nimero de casos
provavelmente por concentrar a maioria dos estudos citogenéticos na familia. Neste contexto, embora
com poucas espécies estudadas, o género Harttia se destaca por apresentar um sistema de
cromossomos sexuais XX/XY 1Y, relativamente raro entre os peixes, presente em H. carvalhoi.

O presente estudo teve por objetivo inferir sobre o papel dos rearranjos Robertsonianos na
diversificacdo cariotipica de espécies de Harttia, assim como na origem do sistema sexual XX/XY1Y>
em H. carvalhoi. Neste contexto, a espécie H. torrenticola foi aqui analisada pela primeira vez, além
de uma reanalise cariotipica em H. kronei e H. carvalhoi, empregando-se diferentes marcadores
cromossémicos classicos e moleculares que possibilitaram uma avaliacdo resolutiva dos processos de

evolugdo cariotipica deste grupo.

Materiais e Métodos

Foram analisados, no tocante as metodologias citogenéticas classicas e moleculares, trés
espécies do género Harttia provenientes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras: 18 espécimes
(11 machos e 7 fémeas) de H. kronei Miranda Ribeiro, 1908 proveniente do rio Acungui , bacia do rio
Ribeira, municipio de Campo Largo, estado do Parana; 13 exemplares (5 machos e 8 fémeas) de H.
torrenticola Oyakawa, 1993 provenientes do ribeirdo das Araras, afluente do rio S&o Francisco,
municipio de Piumhi, estado de Minas Gerais e 24 exemplares (13 machos e 11 fémeas) de H.
carvalhoi Miranda Ribeiro ,1939 do ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul, no municipio de

Pindamonhangaba, estado de S&o Paulo. Os exemplares foram depositados no Museu de Zoologia,
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Universidade de Sdo Paulo, Brasil com os vouchers MZUSP 109783; MZUSP 109784; MZUSP
109782.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células do rim anterior (Bertollo et al.,
1978; Foresti et al., 1993) e classificados em metacénticos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com a relagdo de bracos (Levan et al., 1964). Para
determinar o ndmero fundamental (NF) os cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
subtelocéntricos foram considerados portadores de dois bragcos cromossomicos. A distribuicdo da
heterocromatina C-positiva foi obtida conforme Sumner (1972), com modificacdes segundo Lui et al.
(2009) e a localizacdo das regies organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) foi obtida segundo descrito
por Howell & Black (1980). As técnicas de Bandamento C e Ag-NOR foram realizadas utilizando-se
das mesmas metafases anteriormente coradas com Giemsa (analise sequéncial).

Trés sondas foram utilizadas para hibridizacdo in situ fluorescente: uma sonda de rDNA 18S
obtida do DNA nuclear de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti, 2004); uma sonda de rDNA 5S
isolada do DNA genémico de Leporinus elongatus (Martins & Galetti, 1999); e uma sonda da
sequéncia telomérica geral de vertebrados [TTAGGG], (ljdo et al., 1991). A sonda de rDNA 18S foi
marcada por Nick Translation com biotina-16-dUTP (Biotin Nick Translation mix — Roche) e a sonda
de rDNA 5S foi marcada com digoxigenina-11-dUTP (Dig Nick Translation mix — Roche). A sonda de
sequéncia [TTAGGG], foi marcada por PCR, utilizando digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied
Science).

Todos os processos de hibridizagcdo seguiram o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), sob
alta estringéncia (200 ng de cada sonda, 50 % de formamina, 10 % de sulfato de dextrano, 2xSSC, pH
7,0 -72,a37°C, “overnight”). Apos a hibridizagdo, as laminas foram lavadas por 20 minutos em
solucdo de 15 %formamida/0,2xSSC a 42 °C, 0.1xSSC a 60 °C por 15 minutos e 4xSSC /0.05%

Tween por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo esta Ultima consistindo de duas lavagens de 5
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minutos. A deteccdo do sinal foi realizada utilizando streptavidin-alexa fluor 488 (Molecular Probes)
para a sonda de rDNA 18S; e anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) para as sondas de
rDNA 58S e sequéncia telomérica [TTAGGG],. Os cromossomos foram analisados em um microscépio
de epifluorescéncia (Olympus BX51) acoplado de um sistema de captura de imagem (Olympus DP72).
Para determinar o numero diploide, férmula cariotipica e presenca ou auséncia de ITS,
aproximadamente 30 metafases foram analisadas. Foi considerado como sinal de hibridizagdo
verdadeiro, tanto para os DNAs ribossomais quanto para os ITS, os sitios que apresentaram 100 % de

repetibilidade.

Resultados

Harttia kronei

Esta espécie apresenta 2n = 58 cromossomos (14m+20sm+14st+10a) e NF=106, tanto nos
machos como nas fémeas, sem a presenca de um sistema de cromossomos sexuais diferenciados
(Fig.1a). O bandamento C evidenciou uma pequena quantidade de heterocromatina constitutiva C-
positiva, preferencialmente alocada na posicdo pericentromérica de poucos cromossomos do
complemento. Destaca-se claramente um bloco C+ bem evidente na posicdo intersticial do brago curto
do segundo par metacéntrico, coincidente com a localizagdo das Ag-NORs (Fig. 1b, em destaque).
FISH com sonda de rDNA 18S confirmou os resultados quanto ao nimero e localizagdo das NORs,
previamente evidenciados pela coloragdo com o nitrato de prata. A hibridizacdo com sonda de rDNA
5S evidenciou um Unico par desse marcador, presente na posi¢cdo proximal do braco longo do primeiro
par cromossomico metacéntrico (Fig. 2a). Nenhum ITS (Intersticial Telomeric Sites) foi detectado no

caridtipo com o emprego das sondas teloméricas (Fig. 2b).
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Harttia torrenticola

Esta espécie apresenta 2n = 56 cromossomos (16m+10sm+16st+14a) e NF = 98, tanto nos
machos quanto nas fémeas, evidenciando também a auséncia de cromossomos sexuais heteromorficos
(Fig.1c). O bandamento C destacou pouca heterocromatina C-positiva, localizada principalmente na
regido centromérica e terminal de alguns pares cromossémicos, com excecao de um sitio grande C+ na
regido pericentomérica do par 22, e de um sitio menor na regido terminal do brago longo também deste
mesmo par cromossdmico, 0 maior acrocéntrico do cariétipo (Fig. 1d). A coloracdo com nitrato de
prata evidenciou apenas um par de NORs, intersticialmente localizado no brago longo do par 22, em
concordancia com o sitio C+ localizado neste cromossomo (Fig. 1d, em destaque). A hibridac&o in situ
fluorescente com sonda de rDNA 18S confirmou a natureza simples das NORs e sua localizagcdo no
cariotipo desta espécie. FISH com sonda de rDNA 5S mostrou apenas um par de cromossomos
metacéntricos portador destes sitios no caridtipo (Fig. 2c¢). A hibridizacdo com sondas de DNA
telomérico destacou a ocorréncia de ITS evidentes, localizados no braco curto de um par

submetacéntrico pequeno e no brago curto do primeiro par metacéntrico do cariétipo (Fig. 2d).

Harttia carvalhoi

Nesta espécie ocorrem 2n = 52 cromossomos nas fémeas e 2n=53 cromossomos nos machos
(Fig. 1e, ). Esta diferenca no namero diploide entre os sexos € acompanhada pela presenca de dois
cromossomos acrocéntricos exclusivos dos machos, além da auséncia, neste mesmo sexo, de um dos
cromossomos do primeiro grande par metacéntrico caracteristico das fémeas, reforcando assim a
ocorréncia de um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY 1Y, previamente descrito
para esta espécie. A heterocromatina C+ apresentou-se distribuida principalmente na regido
pericentromérica dos cromossomos, com bandas terminais mais conspicuas em alguns pares do

cariotipo, como no par 23 (primeiro par acrocéntrico), onde foram tambem detectadas duas outras
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bandas mais relevantes, uma na regido centromérica e outra na regido intersticial do brago longo,
adjacente a uma constricdo secundéria (Fig.1f, h). A colora¢do com nitrato de prata evidenciou sitios
de NORs no braco longo do par 23, intercalares aos blocos heterocroméaticos proximal e intersticial
localizados neste cromossomo (Fig. 1f, h, em destaque). As hibridiza¢cbes com sonda de rDNA 5S
evidenciaram dois pares cromossémicos portadores desses cistrons. Um sitio maior foi localizado na
regido intersticial no brago longo do par 23, portanto 0 mesmo par portador dos sitios 18S, enquanto
que um sitio menor foi localizado no braco curto de um pequeno par de cromossomos metacéntricos
(Fig. 2e). FISH com sonda de sequéncia telomeérica evidenciou um ITS no primeiro par
submetacéntrico, além de um segundo sitio situado no brago curto do maior metacéntrico do cariétipo,

ou seja, o cromossomo X (Fig. 2f).

Discussao

Caracteres moleculares mitocondriais e nucleares, utilizados em analises filogenéticos no
género Harttia, demonstraram a grande proximidade existente entre H. torrenticola e H. carvalhoi, as
quais constituem um grupo monofilético, enquanto que H. kronei ocupa uma posi¢do mais basal entre
as espécies de Harttia descritas para a regido Sul e Sudeste do Brasil (Costa-Silva, 2009). Os
marcadores cromossdmicos ora obtidos corroboram com esta proposta.

De fato, o compartilhamento do grande par metacéntrico (par 1), a localizagdo e
posicionamento das NORs no maior par de acrocéntricos do cari6tipo, assim como o padrdo de
distribuicdo da heterocromatina C-positiva nos cromossomos reforcam as relagdes de proximidade
entre H. torrenticola e H. carvalhoi, assim como uma maior diferenciagdo no que se refere a H. kronei.
Por outro lado, enquanto que o par 23, portador das NORs, também apresenta sitios de rDNA 5S em

H. carvalhoi, isto ndo ocorre em H. torrenticola, embora tenha sido igualmente verificado em H.
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loricariformis (Kavalco et al., 2005). Tal sintenia dos genes de rRNA 18S e 5S evidencia que a
transposicao de genes ribossomais atuou como um fator diversificador do genoma entre as espécies de
Harttia, o que é também corroborado por H. kronei, onde a NOR se localiza em um cromossomo
metacéntrico, de tamanho menor, portanto provavelmente ndo homedlogo dos cromossomos
portadores da NOR em H. carvalhoi e H. torrenticola. No que se refere aos sitios de rDNA 5S, a
excecdo do par 23 de H. carvalhoi, 0os demais cromossomos portadores desses sitios provavelmente
correspondam a pares homedlogos, representados por um dos cromossomos metacéntricos presentes
no cariotipo das trés espécies.

Nos Loricariidae, 2n=54 cromossomos tem sido considerado o provavel nimero diploide
ancestral, atribuindo-se aos rearranjos Robertsonianos como sendo 0s principais eventos de
diversificacdo cariotipica para este grupo, ao lado de alguns outros rearranjos adicionais, como
inversdes, translocacbes e heterocromatinizacdo cromossomica (Artoni & Bertollo, 2001).
Considerando esta condi¢do 2n ancestral, duas tendéncias de diversificacdo cariotipica se destacam
entre os Loricariidae, ou seja, a reducdo do numero cromossdémico para alguns grupos, assim como o
aumento deste nimero para outros.

Neste cenario, considerando as espécies de Harttia estudadas, é possivel hipotetizar que a
diversificacdo cariotipica deve ter ocorrido a partir de uma linhagem ancestral com 2n=58
cromossomos, semelhante ao cari6tipo encontrado em H. kronei, onde ocorreram fusdes e fissGes
cromossOmicas. Na andlise comparativa entre as trés espécies aqui apresentadas, fica evidente que
fusbes céntricas originaram o primeiro par metacéntrico grande em H. torrenticola, provavelmente a
partir de pares subtelo/acrocéntricos semelhantes aos encontrados no cariotipo de H. kronei reduzindo,
assim, o numero diploide de 58 cromossomos a 56 cromossomos entre estas duas espécies. O primeiro
par acrocéntrico, presente em H. torrenticola, também compartilhnado por H. carvalhoi, e néo

evidenciado em H. kronei, provavelmente se diferenciou a partir do provavel cariotipo ancestral por
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rearanjos ndo-Robertsonianos. Ja a reducdo do nimero diploide entre H. torrenticola e H. carvalhoi,
de 2n=56 a 2n=52, pode ser correlacionada a fusdes céntricas que deram origem a alguns pares
cromossémicos de H. carvalhoi, onde a manutencdo de alguns ITS € indicativo desses rearranjos. Em
H. torrenticola é observado também um par submetacéntrico pequeno portador de ITS em posicéo
subterminal.

Embora a frequéncia das fissbes céntricas seja comparativamente menor em relacdo a das
fusdes céntricas, ha algumas evidéncias concretas da participacdo desses rearranjos na diferenciacao
cariotipica entre os peixes. Tal é o caso, por exemplo, de espécies do género Potamorhina
(Curimatidae), cujo cariétipo difere drasticamente, tanto em nidmero como na morfologia, dos demais
representantes desta familia. De fato, a maioria das espécies de Curimatidae apresentam 2n=54
cromossomos meta-submetacéntricos, o que parece corresponder a uma condicdo ancestral para este
género (Feldberg et al., 1993; Brasseco et al., 2004). Entretanto, P. altamazonica (Feldberg et al.,
1993) e P. squamoralevis (Brassesco et al., 2004), apresentam 2n=102 cromossomos, praticamente o
dobro de cromossomos e na sua quase totalidade acrocéntricos, indicando a ocorréncia de inimeras
fissdes céntricas na diversificacdo do caridtipo dessas espécies. Igualmente entre os Loricariidae, Rosa
et al. (2012) inferiram que a linhagem que originou a espécie Rineloricaria lima passou por inimeras
fissBes cromossémicas, divergindo também de outras espécies deste género. Posterior aos eventos de
fissdo e aumento do 2n, R. lima sofreu fusGes céntricas e inversdes gerando o polimorfismo numérico
de 2n=70 — 66 cromossomaos.

Os rearranjos Robertsonianos, além de atuarem na diversidade cariotipica geral de inUmeras
espeécies, estdo também frequentemente associados a diferenciacdo dos sistemas de cromossomos
sexuais multiplos. De fato, entre 0s peixes neotropicais, este evento esta bem representado na origem
do sistema ZZ/ZW1W, de Apareiodon affinis (Parodontidae), onde as fémeas apresentam 2n=55 e os

machos 2n=54 cromossomos. Neste caso, um evento de fissdo céntrica, N0 maior cromossomo
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metacéntrico do cariétipo, originou os cromossomos W; e W, exclusivos do cari6tipo das fémeas.
Consequentemente, no cari6tipo dos machos séo encontrados dois homdlogos constituindo o primeiro
par metacéntrico do cariétipo (cromossomo Z), enquanto que no cariétipo das fémeas apenas um
desses cromossomos encontra-se presente (Moreira-Filho et al., 1980).

Harttia carvalhoi apresenta um sistema heteromoérfico de cromossomos sexuais do tipo
XXIXY1Y,, j& descrito por Centofante et al. (2006). Os dados obtidos no presente estudo de fato
reafirmam a presenca deste sistema nesta espécie, onde 0 maior cromossomo metacéntrico do cariétipo
corresponde aos cromossomos X e 0S cromossomos Y e Y3, exclusivos dos machos, correspondem a
dois acrocéntricos, similares em tamanho a cada bragco do cromossomo X. Os ITS encontrados no
brago curto do cromossomo X de H. carvalhoi, assim como no primeiro par metacéntrico de H.
torrenticola, reforcam a hipdtese de que tais cromossomos originaram-se pela fusdo em tandem de
cromossomos presentes em um cariétipo ancestral, provavelmente entre um cromossomo
submetacéntrico grande e um acrocéntrico pequeno. Desta forma, o surgimento desse grande
cromossomo metacéntrico deve ter ocorrido antes da diversificacdo dessas duas espécies (Fig. 3). Ao
que tudo indica, um evento subsequente de fissdo céntrica, em um dos cromossomos deste par,
originou 0S cromossomos acrocéntricos Y; e Y, diferenciando assim o sistema de cromossomos
sexuais multiplos XX/XY1Y, exclusivo de H. carvalhoi (Fig. 3). Contudo, considerando que o
primeiro par metacéntrico apresenta ITS em um dos bragos, seria esperado que um dos Cromossomaos
acrocéntricos, resultantes dessa fissdo céntrica, apresentasse também este sitio intersticial o que,
contudo, ndo foi detectado. E possivel que tal auséncia possa ser decorrente de modificacBes
gendminas pos-evento de fissdo, decorrentes do préprio processo de diferenciacdo/fixacdo dos
Cromossomos sexuais na espécie.

Na origem dos sistemas sexuais multiplos, os rearranjos envolvidos podem propiciar a

formacdo de novos grupos de ligacdo entre genes anteriormente dispersos pelo genoma. Nestes
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sistemas, 0S cromossomos sexuais geralmente apresentam pouca heterocromatina constitutiva, como
pode ser também verificado no caso relativo a H. carvalhoi, geralmente restrita aquela ja pré-existente
NOS Cromossomos ancestrais que originaram tais sistemas. Tal fato pode ser uma condi¢do importante
para a estabilidade desses sistemas, considerando que a amplificacdo de grandes segmentos
heterocromaticos, como geralmente verificado nos cromossomos W ou Y dos sistemas simples,
poderia interferir no balanceamento meidtico do trivalente sexual (Moreira-Filho et al., 1993).

Os resultados ora obtidos destacam que os rearranjos Robertsonianos tiveram, de fato, papel
relevante na diversificacdo cromossdmica entre espécies do género Harttia, conduzindo a reducéo
progressiva do nimero diploide por eventos de fusdo céntrica a partir de um cariétipo ancestral similar
ao encontrado em H. kronei. Adicionalmente, um evento de fissdo céntrica, associado ao primeiro
grande cromossomo metacéntrico de H. torrenticola, possibilitou a origem do sistema de cromossomos
sexuais multiplos XYY, especifico de H. carvalhoi. Desta forma, além de destacar a relevancia dos
rearranjos Robertsonianos na diferenciacdo cariotipica das espécies estudadas, foi também possivel
concluir que a ocorréncia de uma fissdo céntrica esteve diretamente implicada na origem do sistema
sexual de H. carvalhoi. Dados anteriores indicavam que um evento de fusdo céntrica teria sido a
origem mais provavel para este sistema (Centofante et al., 2006). Entretanto, a luz de novos
marcadores cromossdmicos, e considerando os resultados comparativos com espécies anteriormente
ainda ndo estudadas, como H. kronei e H. torrenticula, foi possivel concluir que o processo de
diferenciacdo do sistema XYY, de H. carvalhoi decorreu de um evento de fissdo céntrica, ilustrando
uma nova ocorréncia deste tipo de rearranjo Robertsoniano, relativamente raro, na evolugéo cariotipica

dos peixes.
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Figura 1. Cariétipos de Harttia kronei (a, b), H. torrenticola (c, d) e H. carvalhoi (fémeas e, f;
machos g, h), submetidos a colora¢do convencional por Giemsa (g, ¢, €, g) e bandamento C (b,
d, f, h). Os cromossomos portadores das Ag-NORs estdo em destaque. Barra = 10 um.



Figura 2. Metéfases de Harttia kronei (a, b), H. torrenticola (c, d) e H. carvalhoi (e, f). Double-
FISH (a, ¢, €) com sonda de rDNA 5S (sinal vermelho) e rDNA 18S (sinal verde) e hibridizagédo
simples com sonda de sequéncias teloméricas [TTAGGG]n (b, d, f). As setas indicam a presenga
de ITS nos cromossomos. Em destaque, o primeiro par metacéntrico de H. torrenticola e o
cromossomo X correspondente em H. carvalhoi. Barra=10pum.
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Resumo

Os cromossomos chamados B ou supranumerarios sdo elementos acessorios que apresentam
evolucgdo propria e sdo considerados dispensaveis ao crescimento, desenvolvimento e reprodugdo de
organismos. Possuem replicacdo tardia, pois na maioria dos casos sédo heterocromaticos, variando em
numero, forma e tamanho. Apesar da grande variagdo encontrada em Harttia, até o presente momento,
ndo havia relatos de cromossomos B neste género. Neste estudo, foram caracterizados atraves de
metodologias de citogenética classica (coloracdo convencional por Giemsa, Bandamento C e
impregnacéo por nitrato de prata- Ag-NOR) e citogenética molecular (Hibridizacéo in situ fluorescente
com sonda de rDNA 5S e 18S) espécimes de Harttia longipinna, provenientes do rio S&o Francisco, no
municipio de Pirapora - MG. O namero diploide encontrado para os espécimes analisados foi de 58
cromossomos (16m+12sm+16st+14a), porém dos 50 individuos analisados (30 machos e 20 fémeas),
23 espécimes (16 machos e 7 fémeas) apresentaram variagdo intra-individual de 0 a 2 micro
cromossomos B. As NORs foram localizadas na por¢do proximal do braco longo do primeiro par
acrocéntrico, tanto pela coloragdo com nitrato de prata quanto pela FISH com sonda de rDNA 18S. A
heterocromatina foi localizada na regido centromérica de alguns pares cromossdmicos. E pertinente
ressaltar dois grandes blocos heterocromaticos presentes no primeiro par acrocéntrico: um proximal
coincidente com a NOR e outro terminal no braco longo. Os cromossomos Bs se mostraram totalmente
heterocromaticos. A hibridizag&o in situ com sonda de DNA ribossomal 5S evidenciou um Unico
cistron na porcdo proximal do brago curto de um par metacéntrico pequeno. Desta forma, os dados
citogenéticos obtidos no presente trabalho de H. longipinna ressaltam a diversidade cariotipica
encontrada dentro de Harttia, além de apresentarem a primeiro relato de cromossomo B para este

género.
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Introducéao

O género Harttia é representado por peixes de pequeno porte, pertencentes a subfamilia
Loricariinae (Siluriformes, Loricariidae), com aproximadamente vinte e trés espécies reconhecidas e
endémicas da regido Neotropical (Oyakawa, 1993; Froese & Pauli, 2012). Membros dessa subfamilia
sdo caracterizados por apresentar pedunculo caudal longo e achatado, sem nadadeira adiposa.
Apresentam também variacéo na forma do corpo, na morfologia do labio e na denti¢do. O dimorfismo
sexual é muitas vezes pronunciado e se expressa através da hipertrofia de odont6deos sobre 0s raios da
nadadeira peitoral, na margem do focinho e, as vezes, sobre a area predorsal de machos maduros.
Certos géneros também apresentam diferencas sexuais no labio e estruturas dentérias (Covain & Fisch-
Muller, 2007).

O género Harttia é considerado basal dentro de Loricariinae (Harttiini), seguido pelos clados
irmdos de Loricariini, Sturisoma e Farlowella (Montoya-Burgos et al., 1998; Covain et al., 2008). Até
0 presente momento, somente quatro espécies foram caracterizadas citogeneticamente: H. kronei
(Miranda Ribeiro, 1908) apresentando 2n=58 (Alves et al., 2003), H. loricariformis (Steindachner,
1877) com 2n=56 (Kavalco et al., 2004), H. carvalhoi (Miranda Ribeiro, 1939) com 2n=52 nas fémeas
e 2n=53 nos machos em decorréncia de um sistema de cromossomos sexuais multiplos (Centofante et
al., 2006) e Harttia sp.n. com 2n=62 cromossomos (Rodrigues, 2010).

De acordo com Camacho (1993), cromossomos supranumerarios ou Bs sdo considerados
adicionais e ndo-homologos ao complemento A, apresentam evolugdo propria e sdo considerados
dispensaveis para o desenvolvimento dos organismos. Entretanto Yoshida et al. (2011) encontraram
um efeito funcional destes cromossomos para a determinacdo do sexo em fémeas de ciclideos do lago
Vitoria, Africa. Jones & Rees (1982), que realizaram estudos mais detalhados sobre as caracteristicas

dos cromossomos B, consideraram que: (a) eles ndo sdo essenciais para a reproducao,
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desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos; (b) mostram variabilidade intra e inter-individual
em frequéncia numérica, variando também com relacdo & morfologia; (c) ndo sdo homologos a
nenhum cromossomo do complemento A; (d) sdo geralmente compostos por heterocromatina,
desprovidos de genes, ndo apresentam efeito genotipico detectavel e (e) ndo apresentam segregacéo
mendeliana, ndo exibindo um comportamento definido na divisdo meiotica e mitotica.

Em peixes neotropicais, ha aproximadamente 61 relatos de cromossomo B (Carvalho et al.,
2008). No entanto, para a familia Loricariidae, até o presente momento, apenas em sete espécies foram
observados esses cromossomos adicionais (Andreata et al., 1993; Scavone & Jalio Janior, 1994; Alves
et al., 1999;. Souza Paes et al., 2009) . Embora, até o presente momento, nenhuma relacdo entre a
ocorréncia de cromossomos B e a determinacdo sexual foi observada em peixes neotropicais de agua
doce, alguns estudos tém sugerido que os cromossomos B poderiam influenciar na determinacdo do
sexo em algumas espécies de peixes (Noleto et al., 2012).

Considerando este contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar H. longipinna
(Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001), utilizando-se de ferramentas de citogenética classica
e molecular. A partir destes dados, realizou-se a primeira descricdo da ocorréncia de cromossomos B
em Harttia, além de inferir sobre os possiveis processos de diversificacdo cromossdémica nesse grupo

de peixes.
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Material e Métodos

Metodologias de citogenética classica e molecular foram aplicadas em 50 espécimes (30
machos e 20 fémeas) de Harttia longipinna provenientes da calha principal do rio S&o Francisco, no
municipio de Pirapora, Estado de Minas Gerais, Brasil. Os cromossomos metafésicos foram obtidos do
rim anterior (Bertollo et al., 1978; Foresti et al., 1993) e classificados em metacéntrico (m),
submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a) de acordo com a razdo de bragos (Levan
et al., 1964). O padrdo de distribuicdo heterocromatica foi obtido segundo Sumner (1972), com
modificacbes na etapa de coloracdo (Lui et al., 2009). As regides organizadoras de nucléolo (Ag-
NORs) foram obtidas segundo metodologia descrita por Howell & Black (1980). A hibridagéo in situ
fluorescente (FISH) seguiu o protocolo geral descrito por Pinkel et al. (1986), utilizando sonda de
rDNA 18S (Hatanaka & Galetti Jr., 2004), rDNA 5S (Martins & Galetti Jr., 1999) e sonda telomérica
(ljdo et al., 1991). As sondas de rDNA 18S e rDNA 5S foram marcadas por nick translation com
biotina-16-dUTP (Biotin Nick Translation mix - Roche) e digoxigenina 11-dUTP (Dig 11 Nick
Translation mix — Roche), respectivamente, de acordo com recomendacdes do fabricante. A sonda
[TTAGGG], foi marcada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando biotina-16-
dUTP (Roche Applied Science). Todas as hibridizagdes foram realizadas com estringéncia de 77 %
(200 ng de cada sonda, 50 % de formamida, 10 % de sulfato dextrano, 2xSSC). As metéafases foram
analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX51) e as imagens capturadas pelo préprio

sistema da camera (Olympus DP72).
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Resultados

Os espécimes analisados apresentaram 2n=58 cromossomos (16m+12sm+16st+14a), com
namero fundamental (NF) igual a 102, tanto em machos quanto em fémeas, sem a presenca de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados (Fig. 1). A analise dos 50 exemplares,
demonstraram que em 23 espécimes (16 machos e 7 fémeas) apresentaram micro cromossomos B de
tamanho similares (Fig 1.1; Fig 1.2 e Tab. 1). Entre os exemplares portadores de cromossomos B, foi
verificado que 15 (9 machos e 6 fémeas) apresentaram uma variacdo de 0-1 cromossomo B, e em 8
exemplares (7 machos e 1 fémea) a variagdo observada destes cromossomos foi de 0-2 (Tab. 1).

Ainda entre os exemplares portadores de cromossomos B, 12 (7 machos e 5 fémeas)
apresentaram 100% das células evidenciando este elemento supranumerdrio, enquanto que em 11
exemplares (9 machos e 2 fémeas), que corresponde a 47,8% dos casos de cromossomos B
encontrados, foi constatada instabilidade intra-individual, pois a frequéncia destes cromossomos variou
de 17,9% a 90% das células analisadas (Tab. 1)

O bandamento C evidenciou uma pequena quantidade de heterocromatina constitutiva C-
positiva, preferencialmente alocada em posicdo pericentromérica de alguns cromossomos do
complemento A. Entretanto, os pares cromossomicos 7, 8 e 20 apresentaram um bloco proeminente C+
abrangendo quase que a totalidade do brago curto desses cromossomos. Destacam-se, também, dois
blocos heterocromaticos evidentes no par 23, sendo um em posicao intersticial do braco longo e outro
na regido pericéntrica. Os pares cromossdémicos 3, 10, 13, 16 e 19 apresentam discretas bandas
heterocroméaticas na regido pericentromérica. Os cromossomos B apresentaram-se totalmente
heterocromaticos (Fig. 1.2).

A coloracdo com nitrato de prata evidenciou NORs simples alocadas na regido proximal do
brago longo do par 23, coincidente com o bloco de heterocromatina e adjacente ao outro grande bloco

intersticial (Fig.1.2, em destaque). A FISH com sonda de rDNA 18S confirmou os resultados quanto
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ao numero e localizacdo de NORs, previamente evidenciados pela coloracdo com o nitrato de prata
(Fig. 1.3) e as hibridagdes com sonda de rDNA 5S evidenciaram um anico par desse marcador,
presente na posicao pericentromérica do braco curto de um par submetacéntrico 11 (Fig. 1.3). A FISH
com sonda telomérica evidenciou todas as regides terminais, inclusive as do cromossomo B, ndo sendo

detectada a presenca de ITSs (Interstitial Telomeric Sites) no cariétipo (Fig 1.4).

Discussao

No género Harttia, o nimero diploide varia de 52 cromossomos observado em fémeas de H.
carvalhoi (Centofante et al., 2006) a 62 cromossomos verificado em Harttia sp. n (Rodrigues, 2010).
Alves et al. (2003) caracterizaram uma populacdo de H. kronei como portadora de um nimero diploide
igual a 58 cromossomos, similar ao encontrado em H. longipinna (Fig. 1.1). Kavalco et al. (2004)
encontraram, em uma populacdo de H. loricarifomis, um ndmero diploide de 56 cromossomos e
Centofante et al. (2006) caracterizaram uma populacdo de Harttia carvalhoi, encontrando nimero
diploide de 52 cromossomos para as fémeas e 53 cromossomos para 0s machos, caracterizando um
sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY1Y>, condi¢do esta apomorfica no género.
Costa-Silva (2009) utilizando marcadores mitocondriais e nucleares, em uma analise filogenética entre
diversas espécies de Harttia, demonstrou que H. kronei apresenta uma posi¢cdo mais basal entre as
espeécies descritas para o Sul e Sudeste do Brasil. Considerando que Harttia sp. n apresenta 2n=62
cromossomos, dois caminhos de diferenciagdo cariotipica podem ser observados em Harttia: (i)
reducdo do 2n através da fusdo céntrica entre espécies com 2n menor do que 58 cromossomos e (ii)
aumento do 2n atribuida a fissdo Robertsoniana em Harttia sp. n, corroborando com 0s mecanismos

descritos para a diferenciacao cariotipica em Loricariinae (Rosa et al., 2012).
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Uma pequena quantidade de heterocromatina foi identificada no cariotipo de H. longipinna,
preferencialmente alocada nas regides pericentroméricas e terminais de alguns cromossomos do
complemento A. Esta distribuicdo restrita da heterocromatina parece ser uma caracteristica inerente
das espécies de Harttia, como observado em H. kronei (Alves et al., 2003), H. loricariformis (Kavalco
et al., 2004), H. carvalhoi (Centofante et al., 2006) e Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010).

A localizacdo dos sitios de rDNA 5S e 18S tém se apresentada muito diversificada em peixes
neotropicais, ocorrendo em poucos ou muitos cromossomos, 0 que permite que, em alguns casos, esses
sitios estejam alocados em condicdo de sinténica (Martins & Galetti, 2001; Almeida-Toledo et al.,
2002). No género Harttia, duas espécies apresentam esta condicdo sinténica: H. loricariformis
(Kavalco et al., 2004) e H. carvalhoi (Centofante et al., 2006). Inversamente, H. longipinna, espécie
caracterizada neste estudo (Fig. 1.3), assim como H. kronei (Alves et al., 2003) e Harttia sp. n.
(Rodrigues, 2010) apresentam essas familias de rDNA alocadas em diferentes cromossomos.

A coloracdo com nitrato de prata e a FISH com sonda de rDNA 18S evidenciaram NORs
simples em todas as espécies de Harttia até entdo estudadas. Um Unico par portador da NOR em
localizacdo intersticial é considerado uma caracteristica primitiva em Loricariidae, sendo esta mantida
na maioria das espécies com 2n=54 cromossomos (Artoni & Bertollo, 2001; Kavalco et al., 2005;.
Ziemniczak et al., 2012). Em Harttia, os cromossomos portadores desse cistron ribossomal nédo se
mostram constantes entre as espécies até o presente momento analisadas. Em H. loricariformis
(Kavalco et al., 2005), H. carvalhoi (Centofante et al., 2006) e H. longipinna (presente trabalho) as
NORs encontram-se alocadas em cromossomos correspondentes, sendo 0 maior par acrocéntrico do
cariotipo (Fig. 1.3). Em contrapartida, em H. kronei (Alves et al., 2003) e Harttia. n. sp. (Rodrigues,
2010), este sitio encontra-se alocado em cromossomos metacéntricos. Esta variacdo na morfologia
destes cromossomos € posivelmente um indicativo de rearranjos cromossdémicos, mais especificamente

de invers@es pericéntricas.
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A escassez de dados sobre a localizacdo do gene de rDNA 5S entre os Siluriformes, mais
especificamente na familia Loricariidae, torna dificil a utilizacdo desse marcador na construcdo de um
provavel agrupamento de espécies relacionadas (Kavalco et al., 2004). Assim como o0 encontrado em
H. longipinna, na maioria das espécies de Harttia analisadas até o presente momento, os sitios de
rDNA 5S estdo alocados em somente um Unico par cromossémico, sendo H. carvalhoi a Unica a
apresentar dois pares cromossdmicos portadores desse cistron (Centofante et al., 2006). Desta forma,
com base na diferenciacao cariotipica de Loricariidae, pode-se sugerir que a presenca de um dnico par
cromossdmico portando o sitio de rDNA 5S deva ser uma caracteristica basal dentro de Harttia.
Ziemniczak et al. (2012) propuseram que a sintenia entre 0os rDNAs 5S e 18S poderia corresponder a
um estado primitivo em Loricariidae, pois esta condicdo é detectada em espécies com um ndmero
diploide basal de 54 cromossomos e em espécies do grupo irméo, Trichomycteridae. Assim, a presenca
da condicdo ndo-sinténica em H. longipinna poderia representar um estado derivado na diferenciacéo
cromossdmica no género Harttia.

Comparando-se os dados de citogenética classica (Giemsa, bandeamento C e Ag-NOR) e
molecular (FISH com sondas de rDNA 5S e 18S) de H. longipinna apresentados acima, com os dados
disponiveis da literatura de outras espécies do género, fica evidente que as variagbes cariotipicas,
sejam elas numéricas ou estruturais, aliadas as diferencas morfologicas, levaram a uma grande
diversidade em Harttia. A origem dos cromossomos supranumerarios ndo é claramente conhecida,
sendo que diferentes teorias tém sido propostas. Entretanto, a maioria dos autores acredita na hipotese
de que esses segmentos de cromossomos emergem de elementos do complemento padrdo (Camacho et
al., 2000;. Vicari et al., 2011). Em H. longipinna, 0s rearranjos cromossomicos envolvidos na
diferenciacdo Loricariidae poderiam ter criado uma condicdo favoravel para a formacgdo e manutencéao

de cromossomos B a partir do complemento A.

62



Andreata et al. (1993) descreveram para duas populacfes de Hisonotus leucofrenatus [Britski
& Garavello, 2007 (citado como Microlepdogaster leucofrenatus)] provenientes do rio Marumbi, além
de um sistema de cromossomos sexuais heteromarficos do tipo ZZ/ZW, até dois macro-cromossomos
B metacéntricos. Além dos cromossomos B grandes de H. leucofrenatus, micro-cromossomos B tém
sido relatados em quatro espécies de loricariideos. Scavone & Jalio Janior (1994) encontraramde 1 a 3
micro-cromossomos B em Loricaria sp. e até 5 micro-cromossomos B em Loricaria prolixa (Isbricker
& Nijssen, 1978), ambos provenientes do rio Parana (PR). Alves et al. (1999) evidenciaram em uma
populacdo de Neoplecostomus paranensis (Langeani, 1990) da bacia do rio Paranapanema até dois
micro-cromossomos B. No presente trabalho foi apresentada a primeira ocorréncia de cromossomos B
em Harttia, sendo que nenhuma evidéncia sobre a influéncia desses cromossomos na determinacao do
sexo foi visualizado.

De acordo com Jones & Rees (1982), o termo cromossomo B pode ser aplicado apenas em
casos nos quais 0s cromossomos supranumerarios exibem uma frequéncia particular na populacéo e
representam uma caracteristica intrinseca da mesma, ou seja, representem um polimorfismo ao invés
de uma simples variacdo. Na populacdo de H. longipinna analisada no presente trabalho, 46 % dos
espécimes analisados apresentam, pelo menos, um cromossomo supranumerario (Tab. 1). Esses
cromossomos B foram detectados em um nimero maximo de dois por célula, tanto em machos quanto
em fémeas (16 machos e 7 fémeas) (Tabela 1). Segundo Camacho et al. (2000), 0 nimero maximo de
cromossomos B suportado por uma populacdo é resultante do balanco entre o sistema de acimulo
(aumento da frequéncia) e os efeitos prejudiciais que esses cromossomos podem gerar aos Seus
portadores. A frequéncia de cromossomos B na populagdo de H. longipinna, aqui estudada, indica uma
instabilidade mitotica em 47,8 % dos casos, independentemente do sexo. Em aproximadamente 40 %
dos casos em peixes neotropicais, apenas um cromossomo B por individuo foi encontrado (Carvalho et

al., 2008; Lui et al., 2009). Entretanto, Erdtmann et al. (1990) mostraram que em Callichthys
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callichthys (Linnaeus, 1758), esse numero pode chegar a até 16 cromossomos B. Entre os loricariideos,
a maioria das espécies analisadas apresentou uma variacdo de até dois cromossomos supranumerarios
(Carvalho et al., 2008), no entanto em L. prolixa (Scavone e Julio-Junior, 1994) uma variacao de até 5
micro-cromossomos B foi encontrada.

Os cromossomos B podem apresentar um comportamento peculiar conhecido como desvio
meidtico, preferencialmente presentes em um dos sexos (Zimmering et al., 1970). Em Astyanax
scabripinnis (Jenyns, 1842), por exemplo, as fémeas de algumas das populacdes analisadas
preferencialmente continham cromossomos B (Vicente et al., 1996;. Moreira-Filho et al., 2004). Em
H. longipinna, as frequéncias de espécimes machos e fémeas foram de 60 % e 40 % dos animais
analisados, respectivamente. Com base na ocorréncia de cromossomos B, 69,5% dos espécimes
portadores desses cromossomos eram do sexo masculino e 30,5% eram do sexo feminino.
Comparando estes valores com os dos totais de machos e fémeas analidados, nenhum desvio evidente
entre a incidéncia dos cromossomos B e 0 sexo dos espécimes foi visualizado (Tab. 1).

Em condicBes ambientais Otimas para a sobrevivéncia da espécie espera-se encontrar uma
maior frequéncia de polimorfismos cromossdmicos, devido a menor pressao de selecdo (Moreira-Filho
et al., 2004). Além disso, as condi¢cdes ambientais podem, em alguns casos, estar diretamente
relacionada com a presenca e quantidade de cromossomos B que uma populacdo é capaz de suportar
(Hewitt & Brown, 1970; Hewitt & Ruscoe, 1971; Néo et al., 2000). Por exemplo, diferentes
populacbes de uma espécie de gafanhoto, Myrmeleotettix maculatus (Thunberg 1815), apresentam
varia¢cdo no numero de cromossomos B nas diferentes localidades estudadas, sendo possivelmente
relacionadas as diferencas das condi¢cGes ambientais das regides (Hewitt & Brown, 1970; Hewitt &
Ruscoe, 1971). Esta variagdo na quantidade de cromossomas B ndo deve estar associada com um unico
elemento, de modo que uma grande variedade de fatores ambientais deva ser considerada para esta

situacdo (Jones & Rees, 1982). Com relacdo aos peixes, Néo et al. (2000) encontraram um aumento na
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frequéncia de cromossomos B em A. scabripinnis, em um gradiente de popula¢des oriundas de regides
de menor para maiores altitudes na Serra da Mantiqueira. Considerando que as populacdes de Harttia
sdo altamente adaptadas para explorar micro-habitats restritos de riachos e rios (Covain & Fisch-
Muller, 2007), a formacéo de pequenas populacdes semi-isoladas reduz o fluxo génico entre elas. Com
base nessas caracteristicas, esta condicdo ambiental pode favorecer o estabelecimento de rearranjos
estruturais como, por exemplo, 0s cromossomos B encontrados em H. longipinna.

Neste contexto, essa diversificacdo na macroestrutura cromossomica, seja ela representada por
diferentes nimeros diploides (sistema de cromossomos sexuais e cromossomos B), distintas formulas
cariotipicas, ou numero e posicGes dos genes ribossomais 5S e 18S, sdo forte evidéncia de uma
diversificacdo cariotipica acompanhada de uma diferenciacdo morfoldgica, assim como o modo de
exploracdo dos micro-habitat especificos nos ambientes I6ticos e sua distribuicdo geogréafica pela
regido Neotropical faz com que o género Harttia possa ser considerado um excelente modelo para

estudos de ordem evolutiva.
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Figura 1. Carié6tipo de H. longipinna. (1) Coloragéo convencional por Giemsa, (2) Bandamento C, com Ag-NOR em
destaque, (3) Double-FISH com sondas de rDNA 18S (sinal verde) e rDNA 5S (sinal vermelho), (4) Metéafase
submetida a hibridiza¢do com sonda de DNA telomérico. A seta indica o cromossomo B. Barra=10 pm.
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Tabelal. Frequéncia de cromossomo B em populacéo natural de Harttia longipina

Espécimes Sexo Numero de B/célula Células analisadas Células com B (%)
OB 1B 2B
19600 J - 32 - 32 100
19602 ? - 8 8 16 100
19604 2 28 - - 28 0
19609 ? - 12 - 12 100
19662 J 16 - - 16 0
19663 J 8 - - 8 0
19665 2 15 - - 15 0
19668 2 8 36 - 44 81,882
19669 2 36 - - 36 0
19670 J 24 - - 24 0
19676 L 16 - - 16 0
20151 g 8 2 - 10 20
20152 J 4 36 - 40 90
20154 g 13 - - 13 0
20156 J 16 5 - 21 23,824
20157 ? - 8 - 8 100
20159 2 12 - - 12 0
20160 J - 16 12 28 100
20161 g 32 7 - 39 17918
20162 J 35 - - 35 0
20163 J 17 - - 17 0
20164 g 32 - - 32 0
20165 J - 15 13 28 100
20166 J 13 8 - 21 38,1
20167 g 14 - - 14 0
20168 2 9 - - 9 0]
20169 2 - 18 - 18 100
20171 2 12 - - 12 0
20172 g 23 - - 23 0]
20175 i} 12 - - 12 0
20176 g 7 5 1 13 46,2
20177 J - 10 4 14 100
20178 g 11 15 26 100
20179 g 5 9 21 35 85,7
20180 2 8 - - 8 0
20181 g 13 - - 13 0
20182 g 7 - - 7 0
20183 ? - 19 - 19 100
20185 i} 10 4 - 14 28,6
20186 g 1 9 - 10 90
20187 i} 28 - - 28 0
20188 I 3 9 6 18 83,3
20189 g 9 - - 9 0
20191 i} 24 - - 24 0
20192 i} 12 - - 12 0
20193 i} 17 - - 17 0
20194 g 15 - - 15 0
20196 g - 9 - 9 100
20197 g 13 - - 13 0
20198 g - 14 - 14 100
TOTAL 50 575 302 80 957
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Capitulo 111

ORIGEM DO SISTEMA DE CROMOSSOMOS SEXUAIS X1 X1 X2X2/X1X2Y DE Harttia
punctata (SILURIFORMES, LORICARIIDAE): PINTURA CROMOSSOMICA E GENES
RIBOSSOMAIS 5S E 18S

Palavras chave: diversificacdo cariotipica, translocacéo, origem independente.

Artigo em preparagéo
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Resumo

Harttia € um género da subfamilia Loricariinae (Siluriformes, Loricariidae), que abriga peixes
popularmente conhecidos como cascudos e acaris. Apresenta ampla diversidade cariotipica no tocante
a variagdo numérica/estrutural interespecifica dos caridtipos aliada a presenca de um sistema de
cromossomos sexuais maltiplo do tipo XX/XY;Y; encontrado em H. carvalhoi. Considerando este
contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar cromossomicamente, pela primeira vez, Harttia
punctata, assim como inferir sobre os rearranjos que originaram o sistema sexual maultiplo
XX XoXo/ X1 X,Y, presente nesta espécie. Os dados obtidos no presente trabalho tanto pelas
metodologias cléssicas (Giemsa, bandamento C e Ag-NOR) como moleculares (hibridizacdo in situ
fluorescente) e por microdisseccdo cromossOmica indicam que translocagdo parcial entre distintos
cromossomos acrocéntricos, acompanhada por dele¢cbes em ambos cromossomos devem ter originado
0 cromossomos neo-Y desta espécie. Os dados também indicam que os sistemas de cromossomos
sexuais multiplos presentes em Harttia carvalhoi e Harttia punctata tiveram provavel origem

independente.

74



Introducéao

A transformacdo de cromossomos autossomicos em sexuais diferenciados € devida,
principalmente, (i) aquisicdo de sequéncia benéfica a determinacdo do sexo, (ii) mutacdes e (iii) ao
acumulo de mutagdes ndo funcionais em regides especificas de alguns cromossomos a ponto destes se
tornarem heteromorficos. Essa retencdo ndo aleatoria de algumas mutacbes possivelmente foi
facilitada por uma reducéo geral na taxa de mutagdes no genoma dos individuos do sexo heteromorfico
(Lucchesi, 1999).

Os peixes neotropicais apresentam sete distintos de sistemas de cromossomos sexuais, sendo
trés sistemas simples (XX/X0, XX/XY, ZZ/ZW) e quatro multiplos (XX/XY 1Y, X1X1XoXo/X1X,Y,
ZZIZW1\W,, Z12,Z,Z,1Z,Z,\NW1W,) (Oliveir et al.,2009). A heterogametia feminina é mais frequente,
sendo encontrada em mais da metade dos casos reportados, estando estes, preferencialmente entre
espécies da ordem Characiformes (Moreira-Filho et al., 1993). Especificamente entre os loricariideos,
alguns sistemas simples e multiplos sdo representados entre espécies das subfamilias
Hypoptopomatinae, Loricariinae e Hypostominae. Segundo Kitano & Peichel (2011), dentre os
sistemas de cromossomos sexuais multiplos, o mais comumente encontrado em peixes é 0 X3 X,Y.
Segundo 0s mesmos autores, presenca de sistema de cromossomos sexuais em diferentes grupos de
peixes indica que esses sistemas tenham se originado de linhagens independentes.

Para 0 género Harttia, até o presente momento, somente um caso de sistema de cromossomos
sexuais havia sido descrito. Centofante et al. (2006) encontraram para H. carvalhoi um numero
diploide de 52 cromossomos para fémeas e 53 cromossomos para machos caracterizando, assim, um
sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY1Y,. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
caracterizar cromossomicamente Harttia punctata, além de descrever um sistema de cromossomos
sexuais multiplos do tipo X3 X1 XoXo/X1 XY e inferir sobre 0s possiveis rerranjos cromossdmicos que

originaram este sistema.
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Materiais e Métodos

Foram analisados, no tocante as metodologias citogenéticas classicas e moleculares, 32
espécimes (18 machos e 14 fémeas) de Harttia punctata Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001
provenientes do rio Itiquira, pertencente a bacia do Tocantins, proximo ao municipio de Formosa,
Goids, Brasil, GPS: 15°19°25”S; 47°25°26”W. Os exemplares foram depositados no Museu de
Zoologia da USP, sob o numero de registro MZUSP 111385.

Os animais foram anestesiados com 6leo de cravo de acordo com a metodologia descrita por
Griffiths (2000). Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células do rim anterior (Bertollo
et al., 1978; Foresti et al.,, 1993) e classificados em metacénticos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com a relagdo de bragos (Levan et al., 1964). Para
determinar o numero fundamental (NF), cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
subtelocéntricos foram considerados portadores de dois bragos cromossdmicos e 0S acrocéntricos
como portadores de apenas um braco. A distribuicdo das heterocromatinas C-positivas foi obtida
conforme Sumner (1972), com modificacGes segundo Lui et al. (2009), e a localizagdo das regides
organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) foi obtida segundo protocolo descrito por Howell & Black
(1980). As técnicas de Bandamento C e Ag-NOR foram realizadas utilizando-se das mesmas metafases
anteriormente coradas com Giemsa (analise sequéncial).

Seis sondas foram utilizadas na hibridizacdo in situ fluorescente: uma sonda de rDNA 5S
isolada do DNA gendmico de Leporinus elongatus (Martins & Galetti, 1999), uma sonda de rDNA
18S obtida do DNA nuclear de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti, 2004), sondas de
sequéncias repetitivas [TTAGGG], e [GATA], (ljdo et al., 1991) e duas sondas obtidas a partir da

microdisseccdo total dos cromossomos X; e X, de H. punctata. A microdissec¢do cromossdmica foi
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realizada em microscopio invertido (Olympus 1X51) equipado com micromanipulador mecanico
(Narishige). Os capilares de vidro utilizados para microdissec¢do foram produzidos por um puxador de
micropipeta (Narishige) e apresentavam 0.7 pm de didmetro. Foram microdissectados dez
cromossomos X; e dez cromossomos X», 0s quais foram transferidos para microtubos e posteriormente
amplificados pelo kit Genome Plex® Single Cell - Whole Genome Amplification - WGA4 (Sigma),
segundo recomendacdes do fabricante. O produto da amplificacdo dos cromossomos X; e X, foi
purificado utilizando o kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma). Posteriormente, o produto purificado,
referente aos cromossomos X; e X, de H. punctata, foi utilizado para reamplificar este DNA a ser
utilizado como sonda cromossdmica utilizando o kit Genome Plex® Whole Genome Amplification —
WGAZ3 (Sigma). Na reacdo de amplificacdo WGAZ3 foi incorporado o nucleotideo digoxigenina 11-
dUTP para o cromossomo X; e; biotina 16--dUTP para o cromossomo X, ambos na razdo (7 dTTP: 3
dUTP marcado). As sondas de rDNA 18S e 5S foram marcadas por nick translation usando biotina-16-
dUTP (Biotin Nick Translation mix - Roche) e digoxigenina 11-dUTP (Dig 11 Nick Translation mix —
Roche), respectivamente, de acordo com as recomendac¢6es do fabricante. A sonda de [TTAGGG], e
[GATA], foram obtidas por reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e marcadas com biotina-16-dUTP
(Roche Applied Science).

Todo o processo de hibridizacdo seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), sob alta
condicdo de estringéncia — 77% (200 — 400 ng de cada sonda, 50 % de formamida, 10 % de sulfato de
dextrano, 2xSSC, pH 7,0 — 7,2, a 37 °C overnight). Para as pinturas cromossémicas com as sondas dos
cromossomos X; e X, foi realizada uma pré-hibridacdo e supressdo das copias de DNA repetitivo. Essa
etapa consistiu em desnaturar o DNA cromossdmico e aguardar uma renaturacdo inicial a 37 °C por 15
minutos e; acrescentar 1 pg de uma mistura de retroelementos Rex1l, Rex3 e Rex6 para o mix de
hibridacdo, desnaturar e, antes de colocar em contato com o material cromossémico aguardar uma

renaturacdo a 37 °C por 15 minutos. Apds a hibridizacdo, as laminas foram lavadas duas vezes em 15
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% formamida/0,2xSSC a 42 °C por 10 minutos cada e posteriormente foram efetuadas 2 lavagens de 5
minutos cada em 4xSSC/0.05 % Tween em temperature ambiente. As metafases foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX51) e as imagens capturadas pelo proprio sistema da
camera (Olympus DP72). Aproximadamente 30 metafases foram analisadas para se determinar nimero
diploide, férmula cariotipica, presenca e localizacdo dos sitios ribossomais e auséncia ou presenca de
ITS. Foi considerado um sinal verdadeiro de hibridizacdo os que apresentavam repetitividade de

100%.

Resultados

O nuamero diploide encontrado para H. punctata foi de 58 cromossomos para as fémeas e 57
para 0s machos, ambos apresentaram NF=116, sendo o cari6tipo das fémeas constituido por 16
metacéntricos (m), 20 submetacéntricos (sm), 12 subtelocéntricos (st) e 10 acrocéntricos (a) e o dos
machos, por 16 metacéntricos (m), 21 submetacéntricos (sm), 12 pares subtelocéntricos (st) e 8
acrocéntricos. Desta forma, é claramente destacavel uma heterogametia masculina representada por um
cromossomo submetacéntrico grande presente exclusivamente no cariétipo dos machos, além de dois
cromossomos acrocéntricos sem seus homélogos, correspondentes aos pares 25 e 26 nas fémeas (Fig.
1).

A heterocromatina apresentou-se preferencialmente alocada, em ambos 0s sexos, na regiao
pericentromérica de alguns cromossomos do complemento. E pertinente ressaltar trés grandes blocos
heterocromaticos alocados nos dois maiores pares acrocéntricos em ambos 0s sexos, sendo que no par
cromossémico 25 foi encontrado um bloco proximal e um terminal, e no par 26 foi evidenciado um
bloco na porcdo intersticial. Na porcéo terminal do braco longo do cromossomo submetacéntrico

exclusivo dos machos foi verificado um bloco bem evidente de banda C positiva. As NORs
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apresentaram-se alocadas na porcao intersticial do par acrocéntrico 26, coincidente a banda
heterocromatica, cromossomo este que somente um dos homologos foi encontrado no cariétipo dos
machos (Figs. 1 e 2).

A FISH com sonda de rDNA 5S localizou estes sitios na regido terminal do par acrocéntrico 25
nas fémeas. Nos machos, este cistron apresentou-se no tnico homélogo correspondente ao par 25, na
mesma posicdo do encontrado nas fémeas, em contrapartida no cromossomo submetacéntrico
exclusivo dos machos foi evidenciada uma marcacdo deste sitio na regido terminal do braco longo.
Tanto nos machos guanto nas fémeas, os sitios de rDNA 5S encontram-se coincidentes com os blocos
heterocromaticos (Fig. 2). Nenhum ITS (Intersticial Telomeric Sites) foi detectado no cariétipo com o
emprego das sondas teloméricas (Fig. 2). A sequéncia [GATA], ndo apresentou sinal visualizavel por
FISH (dados ndo mostrados).

A pintura cromossémica total com sonda do cromossomo X; nas fémeas foi eficiente em
localizar o par cromossémico X;, além da heterocromatina proximal do cromossomo X,. Ja nos
machos, a sonda X; localizou o cromossomo X3, a heterocromatina proximal do cromossomo X e,
praticamente toda a regido distal do braco longo do cromossomo Y (Figura 3). Por sua vez, a pintura
cromossdmica total do cromossomo X, nas fémeas foi eficiente em localizar o par cromossémico X,,
além da heterocromatina proximal do cromossomo X;. Ja nos machos a sonda X, marcou o
cromossomo X, a heterocromatina proximal do cromossomo X; e a extensdo que compreende da
regido proximal do braco longo ao final do brago curto do cromossomo Y (Fig. 3). As regides
terminais dos bragos longo dos cromossomos X; e X, mostraram uma pequena regido compartilhada,
as quais, com a pre-hibidacdo e supressdo das copias repetitivas ndo foram evidenciadas (dados néo

mostrados).
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Discussao

Espécies de Loricariidae apresentam uma ampla diversificagdo cariotipica numérica e estrutural
(Artoni & Bertollo, 2001; Rosa et al., 2012; Ziemniczak et al., 2012). No entanto, a presenga de
cromossomos sexuais nesta familia é pouco frequente e principalmente descrita para a subfamilia
Hypostominae. A analise comparativa entre os cariotipo de machos e fémeas de Harttia punctata
mostrou um heteromorfismo entre os sexos compativel com a presenca de um sistema de cromossomos
sexuais multiplos do tipo X;X;XoXo/X1X2Y, no qual o cromossomo Y corresponderia ao
submetacéntrico grande exclusivo dos machos e, 0s cromossomos X; e X, correspondem aos maiores
pares acrocéntricos, 25 e 26, respectivamente (Fig. 1).

O sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo X X1 X>X,/X1X,Y € observado, entre 0s
peixes, em aproximadamente quarenta espécies distribuidas em quatorze ordens, sendo mais
frequentemente encontrado em Perciformes (Kitano & Peichel, 2011). Segundo os mesmos autores,
apesar de em alguns casos 0s autores ndo discutirem sobre a possivel origem desse sistema sexual, em
aproximadamente 25% dos casos foi atribuida a translocacdo como o provavel rearranjo responsavel
pela origem do sistema de cromossomos sexuais maltiplos. E pertinente ressaltar que o caso relatado
no presente trabalho corresponde a segunda descricdo do sistema X;X3XXo/X1X,Y para a ordem
Siluriformes e a primeira para a familia Loricariidae.

Em peixes, os sistemas de cromossomos sexuais tém demonstrado origens independentes entre
diferentes grupos ou familias. No entanto, quando analisado um mesmo género ou familia, geralmente
estes sistemas apresentam origem comum (Artoni & Bertollo, 2002; Vicari et al., 2006; Machado et
al., 2011; Schemberger et al., 2011). No que diz respeito a diferenciacdo cariotipica e a presenca de
cromossomos sexuais em Harttia, a especie H. carvalhoi apresenta o sistema XX/XY1Y, com
evidéncias de fiss@o céntrica do maior par metacéntrico (cromossomo X) originando 0S cromossomos

acrocéntricos Y e Y, (Blanco et al., 2012) e sem a presenca de rDNAS nestes cromossomos. Por sua
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vez, no presente estudo, H. punctata apresenta uma provavel origem independente para o sistema
X1 X1 XX/ X1 X,Y verificada pela presenca de rDNA nos cromossomos sexuais.

As espécies de Harttia analisadas até o presente momento apresentaram uma grande
diversidade cariotipica, com diferencas consideraveis no namero diploide: H. carvalhoi com 2n=52/53
cromossomos (Centofante et al., 2006; Blanco et al.,, 2012), H. loricariformis com 2n=56
cromossomos (Kavalco et al., 2005), H. punctata com 2n=57/58 cromossomos (presente trabalho), H.
kronei com 2n=58 cromossomos (Alves et al., 2003; Blanco et al., 2012) e Harttia sp. n. com 2n=62
cromossomos (Rodrigues, 2010). Costa-Silva (2009) utilizou varios caracteres moleculares
mitocondriais/nucleares e demonstraram que H. kronei (que apresenta 2n=58 cromossomos) pode ser
considerada basal para as espécies descritas para a regido Sul e Sudeste do Brasil. Fusfes e fissdes
céntricas sdo 0s principais eventos responsaveis pela diferenciacdo de Loricariidae (Artoni & Bertollo,
2001; Rosa et al., 2012; Ziemniczak et al., 2012). Harttia punctata apresentou o 2n primitivo putativo
do género e compartilha a auséncia de ITS em espécies com numero diploide de 58 cromossomos.

Uma pequena quantidade de heterocromatina foi evidenciada em H. punctata, assim como nas
demais espécies de Harttia analisadas até o presente momento, inclusive em H. carvalhoi, que
apresenta um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY 1Y, (Centofante et al., 2006).
Segundo Moreira-Filho et al. (1993), essa pequena quantidade de heterocromatina seria restrita aquela
ja pré-existente (proximal e heterocromatina associada aos ribossomais nos cromossmos X; e Xz) nos
Cromossomos ancestrais que originaram tais sistemas. Essa condi¢do seria importante para a
estabilidade desses sistemas, considerando que a amplificacdo de grandes segmentos heterocromaticos,
como geralmente verificado nos cromossomos W ou Y dos sistemas simples, poderia interferir no
pareamento dos cromossomos trivalentes dos sistemas sexuais maltiplos e consequentemente no

balanceamento meiotico (Moreira-Filho et al., 1993).
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A regido organizadora de nucléolo estd alocada em um cromossomo grande em todas as
espécies de Harttia analisadas até o presente momento, sendo que em H. carvalhoi (Centofante et al.,
2006; Blanco et al., 2012), H. loricariformis (Kavalco et al., 2004) e H. punctata (presente trabalho)
este sitio se encontra alocado na porcéo proximal de um grande par acrocéntrico. Por outro lado, em
Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010) e H. kronei (Alves et al., 2003, Blanco et al., 2012) este sitio
ribossomal estd alocado na porcdo intersticial do braco curto de um par metacéntrico. Esta analise
comparativa interespecifica para a localizacdo da NOR demonstra que este cromossomo esteve
envolvido na diferenciacao cariotipica numérica e estrutural no género Harttia.

A sequéncia [GATA], que foi primeiramente descoberta por Epplen et al. (1982) esta
diretamente relacionada com a evolucdo e diferenciacdo de sistemas sexuais em alguns grupos de
cobras (Jones & Singh, 1985). Apesar de evidéncias de que essa sequéncia possa estar relacionada com
estagios inciais de difereciacdo de cromossomso sexuais em poecilideos (Nanda et al., 1992), os dados
do presente trabalho sugerem gue esta sequéncia nao esta diretamente relacionada com a diferenciacédo
dos cromossomos sexuais em Harttia punctata, uma vez que tais repeticdes ndo foram detectadas no
genoma por hibridizacdo in situ.

Com relacdo ao rDNA 5S, este apresenta localizacdo em um unico par cromossémico nédo
correspondente nas espécies analisadas: H. loricariformis, posicdo terminal do maior par acrocéntrico
(Kavalco et al., 2004); Harttia sp. n. posi¢do intersticial do braco longo de um par submetacéntrico
(Rodrigues, 2010) e H. kronei, porcdo proximal de um par metacéntrico pequeno (Alves et al., 2003,
Blanco et al., 2012). Entretanto, em H. carvalhoi (Centofante et al., 2006 Blanco et al., 2012) os sitios
de rDNA 5S estdo alocados em dois pares cromossémicos, sendo um na regido terminal do maior par
acrocéntrico e outro na regido proximal de um par metacéntrico pequeno. Harttia punctata apresentou
esse sitio ribossomal alocado na porgéo terminal do primeiro par acrocéntrico (par 25), cromossomos

gue podem ser considerados correspondentes aos encontrados em H. carvalhoi e H. loricariformis.
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Nos cromossomos sexuais de peixes, 0s genes ribossomais 5,8S, 18S e 28S foram relatados
presentes em Fundulus diaphanus (Howell & Black, 1979), Salvelinus alpinus (Reed & Phillips,
1995), Hoplias malabaricus (Born & Bertollo, 2000), Triportheus guentheri (Artoni & Bertollo, 2002,
Diniz et al., 2007) e espécies do género Characidium (Machado et al., 2011). A presenca de cistrons
de rDNA 5S em cromossomos sexuais somente € encontrado em peixes, até o presente momento em
Oncorhynchus mykiss (Moram et al., 1996) e em Erythrinus erythrinus (Cioffi et al., 2010).
Entretanto, em Hoplias malabaricus ha uma familia de DNA satélite denominada 5SHindlll, originada
de uma repeticdo interna do gene ribossomal 5S, que é amplamente distribuida nesse complexo de
espécie, estando presente inclusive nos cromossomos sexuais de alguns cariomorfos (Ferreira et al.,
2007). Assim como os exemplos citados anteriormente, é pertinente ressaltar que os sitios de DNA
ribossdmico 5S e 18S, nos espécimes de Harttia punctata analisados no presente trabalho, estdo
alocados nos cromossomos envolvidos no sistema sexual. Os sitios de rDNA 5S encontram-se na
porc¢do terminal do par cromossémico X; nas fémeas e no cromossomo X; e Y, na mesma posicao, nos
machos. Em contrapartida, os sitios de rDNA 18S estdo alocados nos cromossomo X, sendo nos
machos encontrado somente um sitio. Este é o primeiro caso, em peixes, em que 0s dois ribossomais
estdo envolvidos simultaneamente em um sistema de cromossomos sexuais multiplo.

Dentre os postulados existentes para a origem dos sistemas de cromossomos sexuais, a
heterocromatinizacdo e 0s rearranjos cromossdmicos sdo 0s mais aceitos. Para a origem dos sistemas
de cromossomos sexuais simples, o acumulo diferencial de sequéncias repetitivas especificas,
acompanhadas de sua amplificagdo em tandem € o passo mais importante, pois diminuiria, ou até
mesmo cessaria a recombinacdo entre o0s cromossomos portadores de genes importantes na
determinacdo do sexo diferenciando (Charlesworth et al., 2005). Esse acumulo diferencial de
heterocromatina é claramente observado na diferenciacdo do cromossomo W no sistema ZZ/ZW em

peixes (Haaf & Schmid 1984; Philips & lhssen 1985; Galleti Jr & Foresti 1986; Moreira-Filho et al.
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1993; Artoni et al. 2001; Vicari et al. 2006; Rosa et al. 2006; Diniz et al., 2007). Com relacdo aos
sistemas de cromossomos sexuais multiplos, os rearranjos do tipo fissdo e fusdo céntrica, além de
inversdes e translocacbes, sdo os responsaveis pela diferenciacdo dos cromossomos envolvidos na
determinacdo do sexo, pois estes eventos propiciariam a formacgédo de grupos de ligacdo entre genes
anteriormente dispersos pelo genoma, facilitando desta forma, a fixacdo desses sistemas sexuais.

Os dados obtidos no presente trabalho tanto pelas metodologias classicas (Giemsa, bandamento
C e Ag-NOR) como moleculares (hibridizacbes in situ fluorescente) sugerem que um evento de
inversdo pericéntrica em heterozigose de um cromossomo do par 26, seguido de uma translocacédo
envolvendo um dos homologos dos pares 25 e 26 correspondentes ao caridtipo das fémeas, teria
promovido a unido dos fragmentos terminais de cada um desses respectivos homdélogos, com
simultanea perda de fragmentos proximais dos dois pares, o que teria dado origem ao submetacéntrico
neo-Y (Fig. 4). Esse evento poderia ter sido proporcionado por um pareamento erréneo entre
cromossomos dos pares 25 e 26, devido ao fato desses cromossomos compartilharem uma similar
heterocromatina equilocal (Fig. 4). Em Harttia carvalhoi, os cromossomos Y; e Y, do sistema
XXIXY1Y,, originaram-se provavelmente de uma fissdo de um dos homologos do maior par
metacéntrico (cromossomos X) (Blanco et al., 2012). Entretanto, apesar de na maioria dos relatos da
origem desse sistema sexual multiplo em peixes, os autores atribuirem as fusdes como sendo o
provavel rearranjo que os originou, essa hipotese de translocacdo pode ser sustentada em Harttia
punctata pela auséncia de ITS no neo-Y, indicando que provavelmente ndo foi um evento de
fusdo/inversdo paracéntrica que originou esse cromossomo e pela perda de um cistron de rDNA 18S
nos machos (Fig. 2).

Por fim, o presente trabalho traz a descricdo de um sistema sexual X;X;XXo/X1 XY em
Harttia punctata, sendo esta a segunda para a ordem Siluriformes e a primeira para a familia

Loricariidae. A presenca de um sitio de rDNA 5S nos cromossomos Y e Xi, a localizagdo do sitio de
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rDNA 18 no X, e as hibridizacbes com sonda de microdisseccdo total dos cromossomos X; e X,
sugerem que este sistema se originou por um evento de translocacdo entre 0s cromossomos 25 e 26,
acompanhada de deleces em ambos os cromossomos, originando o cromossomo neo-YEsses dados
ressaltam a grande diversidade cariotipica encontrada no género Harttia, e podem conter informacdes
relevantes para o entendimento da dindmica da origem e manutencdo desse sistema de cromossomos

sexuais.
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Figura 1. Cari6tipos de fémea (1, 2) e macho (3, 4) de Harttia punctata submetidos a colorac¢do convencional por

Giemsa (1, 3), bandamento C (2, 4) e Ag-NOR (em destaque). Barra = 10 pum.
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Figura 2. Cari6tipos de fémea (1) e macho (2) de Harttia punctata submetidos a
hibridizacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S (sinal verde) e rDNA 18S
(sinal vermelho). Metéafase de macho de H. punctata submetidos @ FISH com sonda de
sequéncia telomérica (3). Barra = 10 pm.
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X1 X1 X2 X2

Figura 3. Pintura cromossdmica total com sondas dos cromossomos X; (sinal vermelho) e X,
(sinal verde) em metéfase de fémea (a, ¢, €) e macho (b, d, f) de H. punctata. Barra=10 pum.
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M Heterocromatina B rDNA5S M rDNA 18S

Figura 4. Esquema da provavel origem do sistema sexual X X;X,X,/X;X,Y de Harttia punctata.




Capitulo IV

Diversidade cariotipica e tendéncias evolutivas no género Harttia

(Siluriformes, Loricariidae).

Palavras Chaves: Peixe, evolugdocromossdmica, FISH, DNA repetitivo, DNA ribossomal

Artigo em preparagéo
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Resumo

A maioria das espécies do género Harttia habita as cabeceiras de pequenos afluentes, porém
algumas espécies ficam restritas a calha principal de alguns rios. Este motivo, aliado a uma limitada
capacidade de dispersdo, faz com que haja a formagdo de pequenos isolados populacionais, com
reduzido fluxo génico. No género Harttia, as espécies sdo bem definidas taxonomicamente. Existem
aproximadamente vinte e trés espécies reconhecidas, sendo que dezessete destas sdo encontradas em
territério brasileiro, distribuidas em diversas bacias hidrogréficas. Apesar desta grande diversidade,
poucos dados cromossdmicos sdo encontrados na literatura para as espécies pertencentes a esse género.
Desta forma, este trabalho caracterizou, por meio de metodologias cromossémicas cléassicas e
moleculares, a diversidade cromossdmica encontrada neste género com objetivo de discutir 0s
processos relacionados a evolucdo e diferenciacdo de espécies no grupo. Para isto, sete espécies de
Harttia foram analisadas: H. kronei, H. longipinna, H. gracilis, H. punctata, H. loricariformis,
H.torrenticola e H. carvalhoi. A diversidade cromossdmica encontrada nas espécies de Harttia
analisadas no presente trabalho extende-se desde a deteccdo de diferentes nimeros diploides e nimeros
fundamentais entre as espécies aqui analisadas, distinta distribuicdo de diversas sequéncias repetitivas
até a presenca de cromossomos supranumerarios em H. longipinna e sistemas de cromossomos sexuais
multiplos do tipo XX/XY1Y;, em H. caravlhoi e X;X;X,X2/X1X2Y em H. punctata. Por fim, os dados

obtidos ressaltam o género Harttia como excelente modelo para estudos de ordem evolutiva.

96



Introducéao

Steindachner (1876) descreveu o género Harttia com base na forma do corpo alongado,
nadadeira adiposa e quilha lateral do tronco ausentes, nadadeira caudal emarginada e grandes placas
6sseas circundando a papila anal, para abrigar a espécie Harttia loricariformis (Oyakawa, 1993). As
espécies do género Harttia habitam trechos especificos de rios e riachos, apresentam limitada
capacidade de dispersdo, que por consequéncia de uma distribuicdo geogréfica distinta, formam
pequenos isolados populacionais, propiciada por eventos de vicariancia. Buckup (1999) afirma que a
identificacdo de areas de endemismo associadas aos eventos de vicaridncia € um campo promissor para
estudos de ordem genética e evolutiva, enfatizando a necessidade de se ampliar os conhecimentos
sobre a peculiar ictiofauna dessas areas como, por exemplo, a cabeceiras de rios e riachos.

Existem vinte e trés espécies conhecidas do género Harttia. Destas, dezessete sdo encontradas
em territorio brasileiro, distribuidas em diversas bacias brasileiras: H. carvalhoi (Miranda Ribeiro,
1939); H. depressa (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001); H. dissidens (Rapp Py-Daniel & Oliveira,
2001); H. duriventris (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001); H. garavelhoi (Oyakawa, 1993); H. gracilis
(Oyakawa, 1993); H. kronei (Miranda Ribeiro, 1908); H. leiopleura (Oyakawa, 1993); H. longipinna
(Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001); H. loricariformis (Steindachner, 1877); H.
novalimensis (Oyakawa, 1993); H. punctata (Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001); H.
rhomboocephala (Miranda Ribeiro, 1939); H. torrenticola (Oyakawa, 1993); H. trombetensis (Rapp
Py-Daniel & Oliveira, 2001); H. uatumensis (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001) e Harttia sp. n. sendo
onze delas descritas para rios da regido Sudeste, cinco para regido Norte e uma para regido Centro-
Oeste. Das 23 espécies de Harttia, somente 5 espécies apresentam dados citogeneticos: H. kronei
(Alves et al., 2003; Blanco et al., 2012a), H. loricariformis (Kavalco et al., 2004b), H. carvalhoi
(Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a), Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010) e H. longipinna

(Blanco et al., 2012b).
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A macroestrutura cariotipica das espécies analisadas é muito diversificada. O namero diploide
varia de 52 cromossomos, encontrados em fémeas de Harttia carvalhoi proveniente do ribeirdo Grande
na bacia do rio Paraiba da Sul (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a) a 62 cromossomos em
Harttia sp.n, proveniente da bacia do rio Passa-Cinco (Rodrigues, 2010). Os dados de filogenia
molecular propdem a espécie H. kronei como basal para o género (Costa-Silva, 2009). Ancorada a esta
analise molecular, os dados citogenéticos apontam para 0 2n=58 cromossomos como possivel carater
plesiomorfico putativo para o género, uma vez que diferentes populagdes de H. kronei apresentam este
numero diploide e, existem evidéncias consistentes de fusbes cromossémicas para espécies com 2n
menor, a exemplo de H. carvalhoi e H. torrenticola (Blanco et al., 2012a).

As analises citogenéticas ainda demonstraram a ocorréncia de sistemas sexuais multiplos em
Harttia (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a; Blanco et al., em preparacdo). Centofante et al.
(2006) e Blanco et al. (2012a) caracterizaram populacfes de Harttia carvalhoi do ribeirdo Grande na
bacia do rio Paraiba do Sul (SP), encontrando nimero diploide de 52 cromossomos para as fémeas e
53 cromossomos para 0s machos, caracterizando um sistema de cromossomos sexuais multiplos do
tipo XX/XY1Y,,. Por sua vez, a espécie H. punctata apresentou 2n=57/58 referente a um sistema de
cromossomos sexuais multiplo do tipo X;X;X>Xo/X1X,Y (Blanco et al.,, em preparacdo). Ainda,
Blanco et al. (2012b) caracterizaram uma populacdo de Harttia longipinna, do rio Sdo Francisco
(MG), com 2n=58 cromossomos e portadora de variacao inter intraindividual de até dois cromossomos
B. Considerando este contexto, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo da diversidade
cariotipica em espécies do género Harttia, buscando associar 0s rearranjos cromossdmicos aos

mecanismos evolutivos e melhor compreender a origem de tal diversidade cromossémica no género.
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Materiais e Métodos

Exemplares de sete espécies do género Harttia foram coletados em diferentes bacias
hidrogréficas brasileiras: H. kronei (rio Agungui, bacia do rio Ribeira, municipio de Campo Largo,
estado do Parand, GPS: 25°22°44”S; 49°39°08”W), H. longipinna (calha principal do rio Séo
Francisco, municipio de Pirapora, estado de Minas Gerais, GPS: 17°21°22,8”S; 44°56°59,5"W), H.
gracilis (cérrego Machadinho, afluente do rio Sapucai, bacia do rio Sapucai-Mirin, municipio de Santo
Antbnio do Pinhal, estado de Sdo Paulo, GPS: 22°48°31”S; 45°41°21”W), H. punctata (rio Itiquira,
bacia do Tocantins, municipio de Formosa, estado de Goias, GPS: 15°19°25”S; 47°25°26”W), H.
loricariformis (rio Paraitinga, bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Cunha, estado de S&o Paulo,
GPS: 22°52°22”S; 44°51°0,2”W), H. torrenticola (ribeirdo das Araras, bacia do rio Sdo Francisco,
municipio de Piumhi, estado de Minas Gerais, GPS: 20°16°15”'S; 45°55°39”W) e H. carvalhoi (ribeirdo
Grande, bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Pindamonhangaba, estado de Sdo Paulo, GPS:
22°47°8”S; 45°27°19”W). Todos os espécimes de Harttia foram identificados pelo Dr. Osvaldo T.
Oyakawa e depositados na colecdo do Museu de Zoologia da USP, sob os vouchers MZUSP 109783,
MZUSP 106767, MZUSP 111384, MZUSP 111385, MZUSP 111386, MZUSP 109784, MZUSP
109782, respctivamente.

Os animais foram anestesiados com 6leo de cravo de acordo com a metodologia descrita por
Griffiths (2000). Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células do rim anterior, por meio das
técnicas descritas por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993). Os cromossomos foram organizados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) (Levan et al.,
1964). O bandamento-C seguiu o protocolo descrito por Sumner (1972) com modificagdes na etapa de
coloracdo (Lui et al., 2012). As regides organizadoras de nucléolo foram identificadas por

impregnacdo com nitrato de prata segundo método descrito por Howell & Black (1980). As técnicas de

99



Bandamento C e Ag-NOR foram realizadas utilizando-se das mesmas metafases anteriormente coradas
com Giemsa (analise sequéncial).

Trés sondas foram utilizadas para hibridizacdo in situ fluorescente: uma sonda de DNA
ribossomal 18S obtida do DNA nuclear de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti, 2004); uma
sonda de rDNA 5S isolada do DNA genémico de Leporinus elongatus (Martins & Galetti, 1999); e
uma sonda da sequéncia telomérica geral de vertebrados [TTAGGG]n (ljdo et al., 1991). A sonda de
rDNA 18S foi marcada por nick translation com biotina-16-dUTP (Biotin Nick Translation mix —
Roche) e a sonda de rDNA 5S foi marcada com digoxigenina-11-dUTP (Dig Nick Translation mix —
Roche). A sonda de sequéncia [TTAGGG], foi marcada por PCR, utilizando digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science).

Todos os processos de hibridizacdo seguiram o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), sob alta
estringéncia — 77% (200 ng de cada sonda, 50 % de formamina, 10 % de sulfato de dextrano, 2xSSC,
pH 7.0 — 7.2, a 37 °C, “overnight”). Apds a hibridizacdo, as 1dminas foram lavadas por 20 minutos em
solucdo de 15 %formamida/0.2xSSC a 42 °C, 0.1xSSC a 60 °C por 15 minutos e 4xSSC /0.05 %
Tween por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo esta Gltima consistindo de duas lavagens de 5
minutos. A deteccdo do sinal foi realizada utilizando streptavidin-alexa fluor 488 (Molecular Probes)
para a sonda de rDNA 18S; e anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) para as sondas de
rDNA 5S e sequéncia telomérica [TTAGGG],. Os cromossomos foram analisados em um microscopio
de epifluorescéncia (Olympus BX51) acoplado de um sistema de captura de imagem (Olympus DP72).
Para determinar o numero diploide, férmula cariotipica e presenca ou auséncia de ITS,
aproximadamente 30 metafases foram analisadas. Foi considerado como sinal de hibridizacéo
verdadeiro, tanto para os DNAS ribossomais quanto para os ITS (Interstitial Telomeric Sites), os sitios

que apresentaram 100 % de repetitibilidade.
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Resultados

Harttia kronei

Os dezoito exemplares (onze machos e sete fémeas) de H. kronei analisados apresentaram 58
cromossomos (16m+16sm+16st+10a), com numero fundamental (NF) igual a 106, sem a presenca de
um sistema de cromossomos sexuais diferenciados (Fig. 1, Tab. 1). O bandamento C evidenciou uma
pequena quantidade de heterocromatina, preferencialmente alocada na posicdo pericentromérica de
poucos cromossomos do complemento (Fig. 2). Destaca-se claramente uma banda evidente na posi¢ao
intersticial do brago curto do segundo par metacéntrico, coincidente com a NOR (Fig. 1) e regido onde
foi localizada por FISH a sonda de DNA ribossémico 18S (Fig. 3). A hibridacéo in situ fluorescente
com sonda de rDNA 5S evidenciou um dnico sitio desse marcador, presente na posicao
pericentromérica do braco longo do primeiro par cromossdémico submetacéntrico (Fig. 3). Nenhum ITS
(Intersticial Telomeric Sites) foi detectado no cari6tipo com o emprego das sondas teloméricas (Fig.

4).

Harttia longipinna

Os cinquenta exemplares (30 machos e 20 fémeas) de H. longipinna analisados apresentaram
2n=58 cromossomos (16m+12sm+16st+14a), com ndmero fundamental (NF) igual a 102, tanto em
machos quanto em fémeas, sem a presenca de um sistema de cromossomos sexuais diferenciados (Fig.
1, Tab. 1). Em vinte e trés individuos (16 machos e sete fémeas) foi detectada uma variacéo de até dois
cromossomos B. Uma pequena quantidade de heterocromatina foi localizada em posicdo
pericentromérica e terminal de alguns cromossomos do complemento A, com destaque para o par 23
que apresenta dois proeminentes blocos C+, sendo um proximal e um intersticial no brago longo (Fig.
2). A coloracdo com nitrato de prata evidenciou NORs simples alocadas na regido proximal no braco

longo do par 23, coincidente com o bloco de heterocromatina (Fig. 1), A localizacdo da sonda de
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rDNA 18S por FISH (Fig. 3). confirmou os resultados quanto ao nimero e localizacdo de NORs,
previamente evidenciados pela coloracdo com o nitrato de prata. A hibridacdo com sonda de rDNA 5S
evidenciou um unico par desse marcador, presente na posi¢do pericentromeérica do braco curto de um
par submetacéntrico 11 (Fig. 3). A FISH com sonda telomérica ndo evidenciou ITS no cariotipo (Fig.

4).

Harttia gracilis

Os vinte e trés exemplares de H. gracilis (oito machos e 15 fémeas) analisados apresentaram
namero diploide igual a 58 cromossomos (20m+22sm+8st+8a), com nimero fundamental (NF) igual a
108, tanto em machos quanto em fémeas, sem a presenca de um sistema de cromossomos sexuais
diferenciados (Fig. 1, Tab. 1). A heterocromatina apresentou coloracdo palida e mostrou-se alocada na
regido pericentromeérica de alguns poucos pares cromossdmicos, com destaque para o0s pares 2 e 26
(Fig. 2). A coloracdo com nitrato de prata evidenciou uma Unica NOR ativa na regido proximal do
braco longo do maior par acrocéntrico, coincidente com o bloco banda C+ (par 26) (Fig. 1),
confirmada posteriormente através de FISH com sonda de rDNA 18S (Fig. 3). A hibridizacdo in situ
com sonda de DNA ribossomal 5S revelou a presenca de um unico sitio alocado na posicao
pericentromérica do par cromossdmico metacéntrico n® 2 (Fig. 3). Nenhum ITS foi detectado no

cariotipo com o emprego das sondas teloméricas (Fig. 4).

Harttia punctata

Os trinta e quatro exemplares de H. punctata (18 machos e 14 fémeas) analisados apresentaram
namero diploide igual a 58 cromossomos (16m+20sm+12st+10a) para as fémeas e 57
(16m+21sm+12st+8a) para os machos, ambos com nimero fundamental (NF) igual a 106 (Fig. 1, Tab.

1). Desta forma, é notavel uma heterogametia masculina representada por um cromossomo
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submetacéntrico grande (YY) presente exclusivamente no cariotipo dos machos, alem de dois
cromossomos acrocéntricos sem seus homoélogos (X; e X;), correspondentes aos pares 25 e 26 nas
fémeas (Fig. 1). A heterocromatina apresentou-se preferencialmente alocada, em ambos 0s sexos, na
regido pericentromérica de alguns cromossomos do complemento (Fig. 2). E pertinente ressaltar trés
grandes blocos heterocromaticos alocados nos dois maiores pares acrocéntricos em ambos 0s sexos,
sendo que no par cromossdémico 25 (X;) foi encontrado um bloco proximal e um terminal, e no par 26
(Xy) foi evidenciado um grande bloco na porc¢éo intersticial. Na porcdo terminal do braco longo do
cromossomo submetacéntrico exclusivo dos machos foi verificado um bloco heterocromético
proeminente. A coloracdo com nitrato de prata evidenciou NORs simples alocadas na porcéao
intersticial do par acrocéntrico 26, cromossomo este que somente um dos homdlogos se encontra
presente no cariétipo dos machos (Fig. 1).

A hibridizacdo com sonda de rDNA 18S evidenciou a regido intersticial do par acrocéntrico 26
(X2) marcada (Fig. 3). A FISH com sonda de rDNA 5S localizou estes sitios na regido terminal do par
acrocéntrico 25 (X;) e na regido terminal do braco longo do cromossomo submetacéntrico (YY)
exclusivo dos machos (Fig. 3). Tanto nos machos quanto nas fémeas, os sitios de rDNA 5S e rDNA
18S encontram-se coincidentes com os blocos heterocroméaticos. Nenhum ITS foi detectado no

cariotipo com o emprego da sonda telomérica (Fig. 4).

Harttia loricariformis

Os quatro exemplares de H. loricariformis (dois machos e duas fémeas) apresentaram namero
diploide igual a 56 cromossomos (16m+22sm+10st+8a), com numero fundamental (NF) igual a 104,
tanto em machos quanto em fémeas, e sem a presenga de um sistema de Cromossomos sexuais

diferenciados (Fig. 1). Uma pequena quantidade de heterocromatina foi evidenciada (Fig. 2), estando
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esta alocada preferencialmente na regido centromética e pericentromérica de alguns pares
cromossémicos, com destaque para 0 maior par acrocéntrico (par 25). A impregnacdo com nitrato de
prata evidenciou um unico par portador de NORs ativas no brago curto do par 25 (Fig. 1), coincidente
com heterocromatina e a localiza¢do da sonda de rDNA 18S (Fig. 3). Com relacdo ao cistron de rDNA
5S, este apresentou-se alocado na porc¢do terminal do braco longo do par 25 em sintenia ao sitio
ribossomal 18S (Fig. 3). A FISH com sonda de sequéncia [TTAGGG], marcou todos os teldmeros,

sendo que um ITS foi verificado em um par de cromossomos subtelocéntrico grande (Fig. 4).

Harttia torrenticola

Os treze exemplares (cinco machos e oito fémeas) de H. torrenticola analisados apresentaram
56 cromossomos (16m+10sm+16st+14a), com numero fundamental (NF) igual a 98, tanto em machos
quanto em fémeas, sem a presenca de um sistema de cromossomos sexuais (Fig. 1, Tab. 1). O
bandamento C evidenciou pouca heterocromatina, alocada principalmente na regido centromérica e
terminal de alguns pares cromossdmicos, com exce¢do de um bloco grande na regido proximal e um
menor na posicao terminal, ambos no par 22 e de um evidente bloco na regido pericentromérica do par
cromossdmico 1 (Fig. 2). A coloracdo com nitrato de prata evidenciou a presenca de NORs simples
localizadas na posicédo intersticial do braco longo do maior par acrocéntrico, coincidente com o bloco
heterocromatico (par 22) (Fig. 1) e com a hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S
(Fig. 3). A FISH com sonda de rDNA 5S mostrou uma Unica marcagdo na regido pericentromérica de
um cromossomo submetacéntrico (Fig. 3). A hibridizagcdo com sondas de DNA telomérico destacou a
ocorréncia de ITS evidentes, localizados no brago curto de um par submetacéntrico pequeno e no brago

curto do primeiro par metacéntrico do caridtipo (Fig. 4).

Harttia carvalhoi
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Nos vinte e quatro exemplares (treze machos e onze fémeas) de H. carvalhoi analisados foi
verificado um numero diploide igual a 52 cromossomos (16m+16sm+12st+8a) para fémeas e 53
(15m+16sm+12st+10a) cromossomos para machos, ambos com numero fundamental (NF) igual a 96
(Fig. 1, Tab. 1). Essa diferenca no numero diploide entre machos e fémeas foi observada pela presenca
de dois cromossomos acrocéntricos adicionais nos machos, além da auséncia de um dos cromossomos
metacéntricos do primeiro par, consistente com o sistema de cromossomos sexuais XX/XY1Y,. A
heterocromatina foi localizada principalmente na regido pericentromérica e terminal dos cromossomos
(Fig. 2). Os pares cromossdmicos 1 e 9 apresentam conspicuas bandas pericentroméricas. No par 23
foram detectadas trés blocos heterocromaticos, um na regido centromérica, um pequeno ocupando a
regido intersticial no braco longo, adjacente a constricdo secundaria e um na regido terminal do
referido braco (Fig. 2). A coloracdo com nitrato de prata e a FISH com sonda de rDNA 18S
evidenciaram NORs simples, coincidentes com a constricdo secundaria e intercalar com o bloco
heterocromatico (Figs. 2 e 3).

A FISH com sonda de rDNA 5S evidenciou dois pares cromossomicos portadores desses
cistrons, sendo o sitio maior localizado na regido intersticial no braco longo do par 23, logo abaixo do
sitios 18S (marcacdo sinténica) e um sitio menor localizado no braco curto do par metacéntrico 3 (Fig.
3). FISH com sonda telomérica evidenciou um ITS no primeiro par submetacéntrico, além de um

segundo sitio situado no brago curto do maior metacéntrico (cromossomo X) do cari6tipo (Fig. 4).

Discussao

As espécies de Harttia analisadas até o presente momento apresentam diferencas consideraveis
na formula cariotipica, niumero fundamental e, principalmente, no nimero diploide (Tab. 1), variando

de 52 cromossomos, encontrados em fémeas de H. carvalhoi (Centofante et al., 2006; Blanco et al.,
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2012a; presente trabalho), a 62 cromossomos presentes em Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010). Nesta
variacdo numérica destaca-se a presenca de cromossomos Bs em H. longipinna (Blanco et al., 2012b)
e de dois sistemas de cromossomos sexuais: XX/XY1Y, presente em H. carvalhoi (Centofante et al.,
2006; Blanco et al., 2012a; presente trabalho) e X1 X1 XoXo/X1X,Y em H. punctata. Segundo Artoni &
Bertollo (2001), fusGes e fissdes céntricas sdo 0s principais eventos responsaveis pela diferenciacdo
cariotipica em Loricariidae. Adicionalmente, Bueno et al. (2012) ressaltam a importancia das
translocaces e inversdes na diversificacdo cromossdmica deste grupo. Desta forma, fica evidente que
a variacdo interespecifica encontrada nas espécies de Harttia aqui analisadas, representada pelas
diferencas no numero diploide, pela variacdo na foérmula cariotipica numero fundamental,
auséncia/presenca de cromossomos sexuais, auséncia e ocorréncia de cromossomos B é decorrente de
extensivos rearranjos cromossomicos na diferenciagéo cariotipica do género.

Na familia Loricariidae, 2n=54 é considerado um carater basal (Artoni & Bertollo, 2001;
Ziemniczak et al., 2012). Caracteres moleculares mitocondriais e nucleares, utilizados em analises
filogenéticas no género Harttia, demonstraram que H. kronei, ocupa uma posicdo basal entre as
espécies de Harttia descritas para a regido Sul e Sudeste do Brasil (Costa-Silva, 2009). Analises
cromossdmicas evidenciaram que H. kronei apresenta numero diploide de 58 cromossomos, com
NF=106. Desta forma, é provavel que o numero diploide basal para o género Harttia seja igual a 58
cromossomos. Nesta hipdtese, é possivel que a partir de um cariétipo hipotético de um loricariinae
com 2n=54 cromossomos, eventos de fissdes resultariam na formagdo de um caridtipo basal para
Harttia contendo 58 cromossomos. A partir deste, eventos de fuséo e fissdo levariam a diminuicéo e
aumento, respectivamente, do namero cromossémico das espécies de Harttia, resultando na grande
diversidade cromossémica existente. Entretanto, uma segunda hipétese contendo o nimero diploide
basal com 54 cromossomos ndo pode ser descartada, sendo que desta forma haveria dois ramos

distintos: um grupo contendo Harttia sp. n, H. kronei, H. longipinna, H. punctata, H. gracilis, H.
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loricariformis, H. torrenticola (originados por fissbes cromossdmicas) e outro com 2n=52/53
cromossomos (H. carvalhoi) originado por fusdo. A primeira hipotese é reforcada pela presenca de ITS
somente em especies com menor numero diploide (H. carvalhoi, H. torrenticola e H. loricariformis)
(Fig. 3). Com relacdo a Harttia sp. n (Rodrigues, 2010), eventos de fissdo provavelmente conduziriam
ao aumento do numero diploide de 58 para 62 cromossomos.

Entre os Loricariidae, a subfamilia Loricariinae é a que apresenta a maior variagdo no nimero
diploide (2n=36 - 74 cromossomos), evidenciando que tanto eventos de fusdo céntrica para a reducéao
numérica, quanto de fissdo céntrica para o aumento do numero diploide devem ter ocorrido na
diversificacao cariotipica do grupo a partir do 2n=54 cromossomos basal de Loricariidae (Ziemniczak
et al., 2012). No género Rineloricaria, a variacdo do 2n é de 36 — 70 cromossomos, onde indmeros
rearranjos de fusao/fissdo e inversdes tém propiciado a diferenciacdo e especiacao cariotipica, com
manutencdo de polimorfismos numéricos estaveis para algumas espécies (Rosa et al., 2012).

O numero diploide igual a 58 cromossomos encontrado em H. kronei é compartilhado por mais
trés espécies: H. longipinna, H. gracilis e H. punctata. Essas espécies apresentam distintas formulas
cariotipicas que resultam em diferentes NFs (Tab.1l), ressaltando que inversdes pericéntricas e
translocacbes também foram importantes para a diversificacdo dessas espécies. Em H. punctata, foi
evidenciado um sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo XX X2Xo/X1X2Y, no qual uma
inversdo pericéntrica, com posterior translocacdo parcial foi provavelmente o evento que originou esse
sistema (Blanco et al., em preparacdo). Considerando o nimero diploide basal putativo igual a 58
cromossomos, em H. loricariformis, H. torrenticola e H. carvalhoi as fusdes céntricas foram o0s
rearranjos responsaveis pela reducéo do 2n, sendo que as diferencas entre os NFs sdo decorrentes de
inversGes pericéntricas (Tab. 1). Assim, € evidente que a diversificagdo cromossdmica nessas espécies

é atribuida as fissdes e inversdes pericéntricas. Com relagdo a Harttia sp. n (Rodrigues, 2010), eventos
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de fissdo provavelmente levaram a um aumento no ndmero diploide de 58 para 62 cromossomos,
sendo que inversdes pericéntricas atuaram no aumento do NF (Tab. 1).

O sistema de cromossomos sexuais multiplos XX/XY 1Y, em H. carvalhoi foi originado atraves
de uma fisséo céntrica do primeiro par metacéntrico (Blanco et al., 2012a), cromossomo este presente
somente no caridtipo de H. torrenticola e H. carvalhoi. Segundo Costa-Silva (2009), estas duas
espécies formam um clado monofilético. Assim, esse metacéntrico deve ter se originado por uma
fusdo, evidenciada pelo ITS, antes da diversificacdo desse grupo. E pertinente ressaltar que os dados
citogenéticos aqui apresentados, juntamente com os dados moleculares (Costa-Silva, 2009), revelam
que esta condicdo seja derivada dentro do género Harttia. Em contrapartida, o sistema de
cromossomos sexuais X X1 XoXo/ X1 X,Y presente em H. punctata deve ter se originado possivelmente
por uma translocacao entre um fragmento do cromossomo X; com um fragmento do X, originando o
Neo-Y. Desta forma, fica evidente que apesar desses sistemas apresentarem origens independentes,
rearranjos do tipo fissdo/fusdo e translocacdo/inversdo foram igualmente importantes e atuantes na
diferenciacdo cariotipica dessas duas espécies de Harttia, portadoras de distintos sistemas de
cromossomos sexuais multiplos.

A presenca de pouca heterocromatina parece ser uma caracteristica intrinseca das espécies de
Harttia (Fig. 2). Regides heterocromaticas sdo reconhecidas como “hot spots” para rearranjos
cromossdmicos (Wichman et al., 1991). Entre as espécies de Harttia analisadas, foram observados
blocos heterocromaticos encontrados preferencialmente na regido pericentromérica e terminal de
alguns cromossomos. Possivelmente, a presenca de DNAS repetitivos nas regiées heterocromaticas nos
cromossomos de Harttia tem atuado na diversificacdo dos genomas, contribuindo para a ocorréncia
dos rearranjos e sua fixagdo em populacgdes isoladas em cabeceiras ou em trechos especificos de rios, a
exemplo do que ocorre em outras espécies de peixes neotropicais.Os dados cromossémicos referentes

a citogenética classica (Giemsa, bandamento C e Ag-NOR) e molecular (FISH com sondas de rDNA
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5S e 18S) obtidos no presente trabalho tanto para H. carvalhoi quanto para H. loricariformis
corroboram com os ja descritos por Centofante et al. (2006) e Kavalco et al. (2004a; 2005),
respectivamente.

Um Unico par de cromossomos portadores das NORs é considerada uma caracteristica basal
entre os Loricariidae (Artoni & Bertollo, 2001; Alves et al., 2005; Kavalco et al., 2005). A coloracao
com nitrato de prata e a localizacdo dos sitios de rDNA 18S por hibridizacdo in situ fluorescente
evidenciaram NORs simples em quase todas as espécies de Harttia (Fig. 1, Fig. 3). Esta situacao
demonstra ser uma caracteristica possivelmente primitiva dentro do género. Apesar da manutengdo no
namero de sitios de 18S, ha variacdo na posicdo e no tipo de cromossomo portador destes cistrons
entre as espécies. Harttia longipinna, H. gracilis, H. punctata, H. torrenticola e H. carvalhoi
apresentam o rDNA 18S em regido proximal sempre no primeiro par acrocéntrico do cariotipo,
caracteristica que pode ser considerada conservada para esse grupo de espécies. ExcecOes desta
posicao podem ser observadas em trés espécies: em H. kronei (Alves et al., 2003; Blanco et al., 2012a)
e Harttia sp. n (Rodrigues, 2010), onde as NORs foram observadas no braco curto de cromossomos
metacéntricos; e, em H. loricariformis em que estas foram observadas no braco longo do primeiro par
acrocéntrico. Tais variacdes possivelmente sdo decorrentes de inversdes pericéntricas.

O mapeamento fisico dos sitios de rDNA 5S revelaram que este apresenta-se muito variavel em
posicao e conservado em namero, estando presente em diferentes cromossomos, nas distintas espécies
analisadas (Fig. 3). Entretanto, algumas similaridades podem ser observadas. H. carvalhoi, H.
torrenticola e H. gracilis apresentaram o cistron de rDNA 5S alocados em cromossomos metacéntricos
correspondentes. Essa similaridade estd em congruéncia com os resultados obtidos por Costa-Silva
(2009), pois os mesmos autores, utilizando marcadores moleculares mitocondriais e nucleares,
mostraram que H. gracilis enraiza um clado no qual o grupo monofilético compreendido por H.

carvalhoi e H. torrenticola esta inserido. Entretanto, em H. carvalhoi é encontrado outro cromossomo
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portador desse sitio (maior par acrocéntrico), sendo que esta € a Unica espécie a apresentar sitios
multiplos de rDNA 5S (Fig. 3). Desta forma, é possivel inferir que a presenca de somente um sitio da
menor subunidade ribossomal € uma caracteristica basal em Harttia.

Apesar de todas as diferencas anteriormente citadas, algumas homeologias sdo claramente
observadas, dentre as quais 0 cromossomo portador das NORs (primeiro par acrocéntrico) € a mais
pertinente (Figs. 1 e 3). E notavel uma conspicua variacdo com relacio ao tamanho desse cromossomo
quando comparado aos outros dos respectivos cariotipos, além da presenca diferencial de blocos
heterocromaticos (Fig. 2). Este cromossomos encontra-se presente na maioria das espécies analisadas,
excetuando-se Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010) e H. kronei, nas quais as NORs estdo alocadas em
cromossomos metacéntricos. Outra caracteristica pertinente € a condicdo sinténica entre 0s genes
ribossomais 5S e 18S encontrada neste primeiro par acrocéntrico em H. carvalhoi e H. loricariformis.
A condicdo sinténica desses sitios de rDNA pode ser considerada como provavel condicdo primitiva
em Loricariidae (Ziemniczak et al., 2012), desta forma é possivel que esta condicdo em Harttia
represente efetivamente um carater basal ou simplesmente seja um subproduto dos rearranjos que
levaram a diversificacdo desse cromossomo.

Essa grande diversidade cromossdmica do género Harttia é acompanhada por uma evidente
definicdo dos caracteres morfoldgicos, onde as espécies sdo bem definidas, diferentemente de outras
espécies como, por exemplo, Astyanax sabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), Hoplias
malabaricus (Bertollo et al., 2000) e Synbranchus marmoratus (Foresti et al., 1992), nas quais 0s
caracteres morfolégicos ndo acompanham as mudangas cromossémicas. Por fim, essa variacdo na
macroestrutura cromossémica, seja ela representada por variages no numero diploide, formula
cariotipica, ou numero e posicGes dos genes ribossomais 5S e 18S, sdo fortes evidéncias de uma

diversificacdo cariotipica aliada a uma evidente diferenciacdo morfoldgica/biogeogréfica.
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Anexos

Tabelal. Dados cromossdmicos das espécies de Harttia analisadas até o presente momento.

Espécies 2n NF Formula Cariotipica Supranumerario Sist. Sexual Ref

H. kronei 58 106 16m + 16sm + 16st + 10a - - 1,58

H. longipinna 58 102 16m + 12sm + 16st + 14a 0-2 - 6,8

H. gracilis 58 108 20m + 22sm + 8st + 8a - - 8
58 (F) 106 16m + 20sm + 12st + 10a -

H. punctata X X1 XoXo [ X XY 7,8
57 (M) 106 16m + 21sm + 12st + 8a -

H. loricariformis 56 104 16m + 22sm + 10st + 8a - 2,8

H. torrenticola 56 98 16m + 10sm + 16st + 14a - 5,8

) 53 (F) 96 16m + 16sm + 12st + 8a -

H. carvalhoi XX XYY, 3,5,8
52 (M) 96 15m + 16sm + 12st + 10a -

Harttia sp. n. 62 114 13m + 23sm + 16st + 10a - 4

2n=Nudmero diploide; NF=Numero Fundamental; Ref=Referéncia; M=Macho, F=Fémea; 1- Alves at al. (2003); 2- Kavalco et al. (2005); 3- Centofante et
al.(2006); 4- Rodrigues (2010); 5- Blanco et al., (2012a); 6- Blanco et al. (2012b); 7- Blanco et al. (em preparagéo); 8- Presente trabalho.
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Figura 2. Cari6tipos das espécies de Harttia submetidos ao bandamento C. Barra = 10um.
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Figura 4. Metafases das espécies de Harttia submetidas
a FISH com sonda de sequéncia [TTAGGG].. As setas

indicam ITS (Interstitial Telomeric Sites). Barra=10um
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Capitulo V

Extensivo acumulo de retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 em 7 espécies de Harttia

(Siluriformes, Loricariidae)

Palavras Chave: elementos transponiveis; Loricariinae, regulacdo génica
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Resumo

Os elementos repetitivos sao classificados em codificadores em tandem, nédo codificadores em
tandem e elementos repetitivos dispersos. Dentre os elementos repetitivos dispersos, os elementos
transponiveis (TEs) sdo classificados de acordo com suas caracteristicas estruturais e mecanismos de
transposicdo em: classe | — possuidores de molécula de RNA como intermediario de transposicéo; e
classe Il — moléculas de DNA como intermediarios. Os Retroelementos (RTES) tém sido atualmente
analisados em peixes através de métodos de mapeamento cromossémico fisico, providenciando um
melhor entendimento da estrutura e organizacdo desta classe de DNA repetitivo no genoma deste
grupo e, muitas vezes correlacionados a rearranjos cromossdmicos. Loricariidae é uma familia de
peixes composta por 834 espécies validas com ampla diferenciacdo cromossomica. Neste grupo, a
subfamilia Loricariinae apresenta um grande namero de espécies e ampla diversidade cromossdmica, a
exemplo do género Harttia. Considerando a importancia dos elementos repetitivos para a evolucao
cromossdmica e a sua eficacia como marcadores cromossémicos, este trabalho realizou o mapeamento
fisico por hibridacdo in situ fluorescente (FISH) dos retroelementos Rex1l, Rex3 e Rex6 em sete
espécies do género Harttia com objetivo de avaliar a identidade e a dindmica destes RTEs nos
genomas dessas espécies de loricariideos. Os resultados mostraram um intenso acimulo dos RTES
Rex1, Rex3 e Rex6 e distribuicdo dispersa em regides heterocromaticas e eucromaticas nos genomas
das espécies aqui estudadas. Estes resultados foram relacionados a um possivel papel na regulacéo
génica dos RTEs presentes nas regides eucromaticas e, que este acimulo de copias nos genomas pode

ndo estar relacionado com a grande diversidade cariotipica encontrada no género Harttia.
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Introducao

Os elementos transponiveis sdo agrupados em duas grandes classes baseadas em sua
organizacéo estrutural e mecanismo de transcri¢cdo. A Classe | aloca os elementos que se locomovem
no genoma utilizando-se de uma transcriptase reversa, via um intermediario de RNA. Encontram-se
nesta Classe os retrotransposons (que sdo caracterizados por possuirem longas repeti¢fes terminais -
LTRs), os retroposons ou retrotransposons non-LTR (que ndo apresentam as LTRs), além dos SINEs
(Short Interspersed Elements) e LINEs (Long Interspersed Elements). A Classe Il engloba o0s
elementos que se transportam diretamente de DNA a DNA, utilizando-se de enzimas codificadas por
eles mesmos (Kidweell & Lisch, 2001).

Durante muito tempo, sequéncias repetitivas foram consideradas DNA lixo (junk DNA), DNA
egoista (selfish DNA) ou DNA parasitico (parasitic DNA) (Doolittle & Sapienza, 1980; Orgel &
Crick, 1980; Nowak, 1994) devido a auséncia de funcionalidade no genoma. Com o crescente volume
de informacdes, tais sequéncias tiveram seu papel ampliado na evolucdo estrutural e funcional do
genoma (Shapiro & Von Sternberg, 2005; Biémont & Vieira, 2006) e envolvimento em rearranjos
cromossdmicos, sendo responsaveis por proporcdes significativas das variacBes cariotipicas
observadas em muitos grupos (Kidwell, 2002) e com atuacao na regulacdo génica (Marino-Ramirez et
al., 2005; Muotri et al., 2007; Polavarapu et al., 2008).

Em peixes, 0s elementos com melhor caracterizagcdo pertencem ao grupo Rex (RTEs ndo-LTRs
caracterizados pela primeira vez no genoma do peixe Xiphophorus). Membros da familia Rex sdo
encontrados abundantemente com diferentes padrfes de organizagdo, mostrando-se ativos durante a
evolucdo de diferentes linhagens de peixes (Malik et al., 1999; Volff et al., 1999, 2000, 2001a, 2001b;
Ferreira et al., 2011a). Dentre esses membros, destacam-se 0s retrotransposons Rexl e Rex3 que

codificam, além da transcriptase reversa, uma endonuclease apurinica-apirimidinica (Feng et al.,
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1996), e o Rex6, primeiro retrotransposon com endonuclease de restricdo identificado em vertebrados
(\Volff et al., 2001c). Elementos Rex mostram organizacdo diferenciada entre as espécies estudadas,
podendo estar organizadas em regides heterocromaticas ou dispersas pelo genoma (Ferreira et al.,
2011b).

Em ciclideos, Valente et al. (2011) realizaram 0 mapeamento cromossdémico dos
retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 em 8 espécies e, encontraram estes elementos alocados,
preferencialmente, na regido pericentromérica de todos os cromossomos das espécies analisadas.
Outros estudos citogenéticos com o0s retrotransposons Rexl e Rex3 mostraram seu preferencial
posicionamento em regides heterocromaticas como, por exemplo, em Tetraodon nigroviridis (Da Silva
et al., 2002; Fisher et al., 2004) e em 13 espécies de peixes Antérticos da subordem Notothenioidei
(Ozouf-Costaz et al., 2004). Com relacdo & distribuicdo desses retroelementos em Loricariidae,
Ferreira et al. (2011b), ao realizar o0 mapeamento fisico por FISH de Rex1 e Rex3 em Parotocinclus
maculicaudas, Pseudotocinclus tietensis e Hisonotus leucofrenatus, encontraram estes dispersos em
pequenos clusters espalhados por todos os cromossomos, tanto em regides heterocromaticas quanto
eucromaticas.

A familia Loricariidae é composta por 834 espécies validas (Eschmeyer & Fong, 2012).
Harttia € um género da subfamilia Loricariinae que apresenta aproximadamente 23 espécies, sendo
que 17 estdo presentes em diferentes bacias brasileiras. Destas, somente 5 apresentam dados
citogenéticos, sendo H. kronei (Alves et al., 2003, Blanco et al., 2012a), H. loricariformis (Kavalco et
al., 2005), H. carvalhoi (Centofante et al., 2006), Hartia sp. n (Rodrigues, 2010) e H. longipinna
(Blanco et al.,, 2012b). Apesar do pequeno numero de espécies investigadas por metodologias
citogenéticas, o género Harttia apresenta uma grande diversidade cariotipica, com numero diploide
variando de 62 cromossomos em Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010) a 52 cromossomos em fémea de H.

carvalhoi (Centofante et al., 2006); além de sistemas de cromossomos sexuais multiplos do tipo
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XXIXY1Y, descrito para H. carvalhoi (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a) e
X1 X1 XX/ X1 XY descrito para H. punctata (Blanco et al.,, em preparacdo); e a presenca de
cromossomo B em H. longipinna (Blanco et al., 2012b). Diante deste aspecto, este trabalho realizou
mapeamento fisico por FISH dos retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 em sete espécies do género
Harttia, bem como a caracterizacdo das sequéncias, buscando relacionar os dados encontrados com 0s

inimeros rearranjos cromossdémicos observados no género.

Materiais e Métodos

Espécies analisadas e preparacdes cromossdémicas

Foram analisadas sete espécies do género Harttia coletados em diferentes bacias hidrogréaficas
brasileiras: H. kronei (rio Agungui, bacia do rio Ribeira, municipio de Campo Largo, estado do Parana,
GPS: 25°22°44”S; 49°39°08”W), H. longipinna (calha principal do rio S&do Francisco, municipio de
Pirapora, estado de Minas Gerais, GPS: 17°21°22,8”S; 44°56°59,5”W), H. gracilis (corrego
Machadinho, afluente do rio Sapucai, bacia do rio Sapucai-Mirin, municipio de Santo Antbnio do
Pinhal, estado de S&o Paulo, GPS: 22°48°31”S; 45°41°21”W), H. punctata (rio Itiquira, bacia do
Tocantins, municipio de Formosa, estado de Goias, GPS: 15°19°25”'S; 47°25°26”W), H. loricariformis
(rio Paraitinga, bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Cunha, estado de Sao Paulo, GPS:
22°52°22”S; 44°51°0,2”W), H. torrenticola (ribeirdo das Araras, bacia do rio S&o Francisco, municipio
de Piumhi, estado de Minas gerais, GPS: 20°16°15”S; 45°55°39”W) e H. carvalhoi (ribeirdo Grande,
bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Pindamonhangaba, estado de S&o Paulo, GPS: 22°47°8”S;
45°27°19”W). Os cromossomos metafésicos foram obtidos de porc¢Ges do rim anterior, seguindo 0s

protocolos descritos por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993).
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Extracdo do DNA e isolamento dos retroelementos

A extragdo do DNA gendmico foi realizada de H. kronei segundo o método de tampéo salino
(Aljanabi & Martinez, 1997). Os retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 foram amplificados por PCR
utilizando-se dos seguintes primers: Rex1f (5’- TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC -3’) e RexIr
(5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC -3”), Rex3f (5’- CGG TGA YAA AGG GCA GCC
CTG -3’) e Rex3r (5’- TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT -3°), Rex6f (5°- TAA AGC ATA CAT
GGA GCG CCA C-3%) e Rex6r (5°- GGT CCT CTA CCA GAG GCC TGG G 3°) descritos por Volff
et al. (1999; 2000; 2001a).

As reagOes foram realizadas para um volume final de 25 pl, contendo 100-200 ng de DNA
gendmico, 0.2 uM de cada primer, 0.16 mM de dNTPs, 0.5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®),
1.5 mM de cloreto de magnésio, Buffer 10x (s/ cloreto) e agua destilada. As condi¢des do ciclo de
PCR foram: 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de 95 °C por 40 segundos, 55 °C por 40 segundos e 72 °C
por 2 minutos, com posterior ciclo de extenséo final de 72 °C por 5 minutos. Os fragmentos
amplificados foram analisados em gel de agarose 1 %, quantificados em aparelho de espectofotdmetro
(BioPhotometer — Eppendorf). Reacdes de PCR com as mesmas condi¢des acima descritas foram
realizadas com Biotina-11-dUTP (Roche Applied Science) para utilizacdo destes produtos como

sondas para FISH.

Sequénciamento e analise das sequéncias

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA e Gel Purification da
Amersham-Pharmacia Biotech. As reacfes de sequenciamento foram realizadas utilizando o Kkit
DYEnamic ET Dye Terminator (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) de acordo com o

protocolo para 0 MegaBACE 1000.

126


http://www4.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/E929B1B9E6CDF964C12572590002D11C/$file/US81090_Rev_B_2006_WEB.pdf

A edicdo das sequéncias Rex1, Rex3 e Rex6 de H. kronei foi realizada com o software BioEdit
Sequence Alignment Editor, verséo 7.0.5.3 (Hall, 1999). A similaridade com sequéncias depositadas no

banco de dados do GeneBank (http://www.ncbi.nih.gov/) foi realizada através da ferramenta BLAST

(Altschul et al., 1990).

Hibridizag&o in situ fluorescente

Todos os processos de hibridizagdes seguiram o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986),
sobre alta condicdo de estringéncia de 77 % (200 ng de cada sonda, 50 % de formamida, 10 % de
sulfato de dextrano, 2xSSC, pH 7.0 — 7.2, a 37 °C overnight). Apds a hibridizacéo, as laminas foram
lavadas duas vezes em 15 % formamida/0,2xSSC a 42 °C por 10 minutos cada e posteriormente foram
efetuadas 2 lavagens de 5 minutos cada em 4xSSC/0.05 % Tween em temperatura ambiente. As
metafases foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX51) e as imagens

capturadas pelo proprio sistema da cdmera (Olympus DP72).

Resultados

Isolamento dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6

As sequéncias parciais dos retrotransposons Rexl, Rex3 e Rex6 isolados de H. kronei
apresentaram 546 pb, 433 pb e 534 pb, respectivamente (Fig. 1). O resultado do sequenciamento de
DNA destes elementos quando comparados aqueles depositados no banco de dados do GeneBank
(NCBI) revelou similaridade com os repectivos elementos de outras espécies sendo que o RTE Rex1
apresentou similaridade média de 65 %, Rex3 obteve similaridade de até 90 % e, Rex6 cerca de 70%

similaridade com este elemento de outras espécies.
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Mapeamento fisico dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6 por FISH

Para todas as espécies analisadas, 0s elementos Rex1, Rex3 e Rex6 apresentaram-se presentes
na maioria dos cromossomos, tanto em regides eucromaticas quanto heterocromaticas (Fig. 2, 3).

O mapeamento fisico dos elementos Rex para H. kronei evidenciou que o elemento Rex3 é mais
abundante e mais disperso, quando comparado com os elementos Rex1 e Rex6, que apresentaram uma
maior concentracdo em blocos mais proeminentes dispersos pelo genoma (Fig. 2). Em H. longipinna, é
possivel observar um maior acimulo do elemento Rex1, seguido dos elementos Rex3 e Rex6. E notéavel
a auséncia de sinal de hibridizacdo dos elementos Rex em alguns blocos cromossémicos
heterocromaticos terminais, além de um conspicuo bloco no maior acrocéntrico (cromossomos este
portador das NORs) e nos cromossomos supranumerarios (Fig.2). Para H. gracillis o mapeamento
fisico dos elementos Rex evidenciou que esses RTES encontram-se muito dispersos por todos 0s
cromossomos, ndo sendo evidenciado um maior acimulo preferencial em algum par cromossémico
(Fig. 2).

As hibridizages dos elementos Rex em H. punctata evidenciaram um maior acimulo de Rex3
e Rex6, quando comparado com Rex1. E pertinente ressaltar a auséncia de sinal de hibridizagio dos
RTEs Rex3 e Rex6 nos cromossomos X; e X, do sistema sexual X1 X3 XoXo/ X1 XoY (Fig. 2). Em H.
loricariformis foi observado um maior acimulo do elemento Rex6, seguido dos elementos Rex3 e
Rex1, sendo este Gltimo o menos abundante (Fig. 3). Em H. torrenticola foi verificado um maior
acumulo do elemento Rex1, seguido dos elementos Rex6 e Rex3, sendo este Ultimo 0 menos abundante.
E notavel a auséncia dos elementos Rex no bloco heterocromatico proeminente localizado no maior par
metacéntrico e na regido centromérica heterocromatica do maior pra metacéntrico (Fig. 3). Por fim, em
H. caravalhoi ndo foi observada a presenca de sinal dos retroelementos Rex na regido correspondente

as NORs. E pertinente ressaltar que na regido centromérica do primeiro par metacéntrico (cromossomo
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X), contrariamente ao encontrado em H. torrenticola, todos os elementos Rex foram evidenciados (Fig.

3).

Discussao

Uma andlise comparativa dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6 isolados de Harttia no presente
trabalho revela uma relativa similaridade com os repectivos elementos de outras espécies depositadas
no banco de dados do GeneBank (NCBI), sendo Rex1 de Harttia kronei 67% similar com sequéncia
parcial de Rex1 de Otocinclus flexilis; Rex3 de Harttia 90% similar com sequéncia parcial de Rex3 de
Pseudotocinclus tietensis e Rex6 de Harttia 70% similar com Rex6 de Cichla kelberi. E pertinente
ressaltar que os elementos Rexl e Rex3 de Harttia apresentam uma alta similaridade com as
respectivas sequéncias de Hypoptopomatinae, isoladas por Ferreira et al. (2011b). Esta alta
similaridade encontrada entre esses elementos sugere que estes elementos sejam compartilhados em
Loricariidae.

Os elementos Rex1, Rex3 e Rex6 sdo repeticdes terminais curtas que tem demonstrado serem
ativas na evolucdo de diversos grupos de peixes, podendo estes serem organizados
cromossomicamente em clusters ou dispersos pelo genoma (Ferreira et al., 2011a). As hibridizagdes in
situ com sondas dos elementos repetitivos Rex1, Rex3 e Rex6 nas espécies analisadas evidenciaram a
ocorréncia de um padrdo disperso para as trés sequéncias. Esse mesmo padrao de dispersdo encontrado
para Rex1, Rex3 e Rex6 para todas as espécies aqui analisadas sugerem que essas sequéncias possam
estar evoluindo em conjunto ou através de um mesmo mecanismo. Ferreira et al.(2011b) encontraram
um caso similar ao investigar a localizacdo de Rexl e Rex3 em trés espécies da subfamilia
Hypoptopomatinae. Entretanto, a quantidade de Rex encontrado no genoma das espécies do presente

trabalho é muito superior ao encontrado por estes autores. Desta forma, os dados disponiveis sugerem
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que esse padrdo disperso para 0s elementos Rex possa ser uma caracteristica das espécies de
Loricariidae.

Na maioria dos casos j& descritos, 0s retroelementos Rex mostram-se acumulados
preferencialmente em porgdes heterocrométicas (Da Silva et al., 2002; Bouneau et al., 2003; Fisher et
al., 2004; Ozouf-Costaz et al., 2004). Entretanto, assim como o encontrado por Ferreira et al. (2011b)
para outros géneros de Loricariidae, os dados do presente trabalho ressaltam que a localizagdo destes
elementos ndo concentrada somente em regido heterocromaticas, e sim estendendo-se até as porc¢des
eucromaticas do genoma, parece ser uma caracteristicas das espécies pertencentes a esta familia de
peixes (Fig. 2, 3). No género Harttia é possivel ainda visualizar o intenso acumulo destes RTES
quando comparados a outras espécies de peixes neotropicais, principalmente em regides eucromaticas.
Este acimulo em regibes eucromaticas, aliado aos dados de similaridade que mostram que estes RTES
ja comecaram a perder sua identidade de retrotransposicao sugere um papel regulatério na expressdo
génica, como descrito para outros DNASs repetitivos em eucariotos (Marino-Ramirez et al., 2005;
Muotri et al., 2007; Polavarapu et al., 2008).

Em H. longipinna ha um conspicuo bloco heterocromético alocado no maior para acrocéntrico
no qual ndo foi detectada a presenca de nenhum dos retroelementos testados, assim como nos
cromossomos supranumerarios desta mesma espécie (Fig. 2). A auséncia dos elementos Rex nos
cromossomos B de H. longipinna descarta o papel destes RTEs na origem destes cromossomos
acessorios. Ainda, € possivel inferir a provavel origem destes cromossomos B a partir deste par
acrocéntrico. Essa hipotese esta baseada no fato (i) destes RTEs serem compartilhados por todos os
Loricariidae analisados (Ferreira et al., 2011b), portanto a invasédo no genoma de Harttia é anterior ao
surgimento do clado e; (ii) ser o Unico par cromossdmico livre da invasdo dos elementos Rex nesta
espécie. O ndo acumulo dos elementos Rex em regides heterocromaticas especificas ndo é

exclusividade de H. longipinna. Em H. torrenticola é evidente um proeminente bloco heterocromatico

130



alocado na posicéo terminal do brago longo do maior par acrocéntrico, no qual ndo foi detectada a
presenca dos elementos Rex testados. Casos similares, porém menos representativos, sdo encontrados
nas demais espécies de Harttia aqui estudadas. Essa heterocromatina compartimentalizada, que
possivelmente impossibilita 0 acimulo dos elementos Rex, presente em diferentes espécies do género
Harttia, sugere que uma evolucdo em concerto possa ter ocorrido durante o processo de diversificagéo
dessas espécies. Por outro lado, Blanco et al. (em prepara¢do) demonstraram que esta heterocromatina
pode estar envolvida com alguns dos rearranjos cromossdmicos do tipo inversao e fusdo cromossomica
que ocorreram na diferenciacdo cariotipica do género Harttia. Neste caso, 0s RTES Rex ndo estariam
auxiliando nestes rearranjos cromossémicos.

Costa-Silva (2009) utilizando marcadores moleculares nucleares e mitocondriais demonstrou
uma grande proximidade entre H. carvalhoi e H. torrenticola, a ponto dessas espécies representarem
um clado monofilético. Blanco et al (2012a), utilizando-se de marcadores cromossémicos, reforcam a
proximidade entre as duas espécies e atribuem a fissdo céntrica do maior par metacéntrico, par este
compartilhado somente entre as duas espécies, como 0 evento responsavel pela origem do sistema de
cromossomos sexuais XX/XY1Y, presente em H. carvalhoi. As FISHs revelaram um acimulo dos
elementos Rex1, Rex3 e Rex6 na regido heterocromatica pericentromérica do maior par metacéntrico
em H. carvalhoi (cromossomo X) e auséncia desses elementos no maior par acrocéntrico de H.
torrenticola (par 1) (Fig. 3). Os TEs ja foram considerados hot spots para rearranjos cromossdémicos
(Valente et al.,, 2011). Diante desta observacdo, a presenca desses retroelementos na regido
pericentromérica do cromossomo X de H. carvalhoi pode ter auxiliado na fissdo que culminou com a
formacdo dos cromossomos Y1 e Y,; no entanto, ndo pode ser descartada a invasdo destes RTEs apds
0 surgimento do sistema de cromossomos sexuais maltiplo.

Por sua vez, a espécie H. punctata apresenta o0 sistema de cromossomos sexuais

X1 X1 XX/ X1 X,Y e pouca ou nenhuma copia dos elementos Rex na regido proximal dos cromossomos
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acrocéntricos X; e X,. Blanco et al. (em preparacdo) demonstraram que a regido proximal dos
Cromossomos acrocéntricos X; e X, propiciaram o rearranjo cromossomico que desencadeou a origem
deste sistema sexual nesta espécie. Assim, é evidente a ndo atuacdo dos elementos Rex neste rearranjo,
o qual foi propiciado por um tipo particular de sequéncia ndo relacionada aos elementos Rex, porém,
compartilhada pelos cromossomos X; e Xo.

A co-localizagdo dos elementos Rex com genes ribossomais tém sido descrita para diversos
grupos (Einckbush, 2002). Acredita-se que haja um nicho especializado caracteristico dos genes
ribossomais que permite a sobrevivéncia de uma série de elementos mdveis (Zhang et al., 2008), estes
podendo influenciar na regulacdo da sintese de rRNA, devido a possibilidade de eventos de
recombinacdo, ou ainda, simplesmente pelo sucesso do seu papel parasitéario (Einckbush & Einckbuch,
2007). Para as espécies do género Harttia analisadas néo foi observado acimulo de elementos Rex ao
sitio de rDNA maior, evidenciando que ndo ha um papel funcional destes elementos para o rDNA 45S
de Harttia, e que provavelmente estes RTEs ndo estdo envolvidos com as inversdes e transposi¢cdes do
par cromossomico portador das NORs neste género, como demonstrado por Blanco et al. (em
preparacéo).

As espécies de Harttia, aqui estudadas apresentam um maior acimulo dos elementos Rex
quando comparada com as espécies de Hypoptopomatinae (Ferreira et al., 2011b). Em todas as
hibridizacdes realizadas no presente trabalho foi utilizada, para todos os elementos Rex e para todas as
espécies, alta condigdo de estringéncia (aproximadamente 77 %). Considerando que Ferreira et al.
(2011b) utilizaram uma alta estringéncia em seus ensaios de hibridizacdo para as espécies de
Hypoptopomatinae, a maior intensidade de sinal fluorescente encontrado nas especies de Harttia do
presente trabalho revela que os elementos Rex sd@o mais abundantes nos genomas das espécies aqui
estudadas, quando comparada com outros loricariideos, porém, esta abundancia de cépias ainda ndo

tem funcéo conhecida.
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Os elementos Rex, que estdo presentes no genoma de diferentes espécies de peixes, tém sofrido
alguns processos de transposicdo, alguns dos quais identificados como sendo eventos recentes
(Ferreira et al., 2011a). O padréo disperso encontrado dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6 para as
espécies analisadas no presente trabalho também foi encontrado em grupos que apresentam uma
grande diversidade cromossémica como, por exemplo, em Hoplias malabaricus (Cioffi et al., 2010).
Para as espécies de Hypoptopomatinae (Loricariidae) Hysonotus leucofrenatus, Pseudotocinclus
tietensis e Paratocinclus maculicauda, Ferreira et al. (2011b) encontraram uma padréo alocado em
pequenos blocos distribuidos por todos 0os cromossomos. Em contrapartida, em grupos que apresentam
uma conservacdo mais acentuada na macroestrutura cariotipica como, por exemplo, os ciclideos,
apresentam esses retroelementos alocados preferencialmente na regido centromérica e telomérica da
maioria dos cromossomos, como encontrado por Valente et al. (2011). Essa diferenca na distribuicao
dos TEs, aqui representados pelos elementos Rex, possivelmente esta relacionada com um diferencial
namero de copias dessas sequéncias no genoma de diferentes espécies. Ainda, Raskina et al. (2008)
consideraram que os retroelementos, devido a sua mobilidade no genoma, apresentam uma
significativa influéncia na evolucdo cromossdmica por estarem frequentemente associados a rearranjos
cromossdmicos. No entanto, a distribuicdo dispersa dos retroelementos Rex aliada a abundancia de tais
elementos no genoma das espécies aqui estudadas, principalmente em regiGes eucromaticas, pode ndo
estar relacionada com a grande diversidade cariotipica encontrada por Blanco et al. (em preparacéo) no

género Harttia.
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Anexos

Rexl

Rexl

Rexl

Rexl

Rexl

Rex3

Rex3

Rex3

Rex3

Rexb

Rex6

Rexb

Rexb

Rexb

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
|

|
GTCTCTGATGAGTACTCTGGATCGTTCYGTGTGGARCACACCTGTCTTTCTGGAT TGGGARCTACCTCACTCACCARCCACARTATGTGARGGCTCARGGATGTGTGTCTGCCTGTGGTTGTCTGCCACT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
CGGGARGCACCGAGGGARCGGTCTTAGTCCATATACACTTCACCCTGTACGCTGCAGACTTCAGGTACARGTCACATTACTGTCATATACARARGTTCACTAATATCGATGCTGTGATTGATGTGATCCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
GTACATGTCCAGGGACTGGTCATTGACCTGTGGATTCCGARCTTARCTGCCTGGGGCCTGCARGARCATCTGCAGATGCACCAGGACGACACCARGGTGCTGGTGGATGTCTGCAGAGGTACTCATTCTG
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

|

|
CCACGGARARCTTCGGTGARCATTGAGGTGGAGATCGTGGGCATGGTTATTTGCTACTAGTACCTCGGCCTGCGCCTGGACATCARARTGGARTTGTCCGCCTCAGCTGCCGCACAGTATGAGARAGGAGA
521 530 540 546

| |
GAGCTGTCAGCTTTCTGCTGAGGGAR

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
GCTTCTCCTGGACAGTCTGACTTACTGCCGGCCATGCGACCARGCTCCTGCTCTGCTTGTACAGGGACTGARTGGCCCGTAGTACGGAGCCATGTACCCTGTACTCACGGAGCACCTCCCACARARTACC
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
TCGAGGARCACAGTCGARTGCCTTCTCCARATCCACARRGCACATGTGGACTGGTTGGCCARACTCCCATGARACCTCCAGGATCCTGGAGAGAGTARAGAGCTGGTCCAGTGTTCCACGACCCGGACGA
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
ARCCCACACTGCTCCTCCTGARTCTGAGGTTCGACTATCAGCCGGACTCTCTTCTCCAGTACCCCTGCGTAGACTTTACCAGGGAGGCTGAGGAGTGTGATTCCCCTGTAGTTGGARCACACCCTCTGGT
391 400 410 420 430433

| |
CCCCTTTCTTARARAGAGGCACCACCACCCCGGTCTGCCATTT

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
GGGARTTCGCTGATAGARTARCATACATGGAGCGCCCCCAGGCCTCTGGTAGGCGGACCATARAGCATACATGGAGCGCCACCCAGGCCTCTGGTAGAGGACCATARATCATACATGGTGCGCCCCCCCA
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
ARGCTCTGGTTGARARCARCTGTAGCTTTGATCCTATTTGGGTGCCTGGCCATAGACTTCTARGGAGGTCCCARRGGCACACCTAGTGGGGTGGACARTCAGGTGARGGCATTCARGGACCTCTACGTGL
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TGATACCATTARGTGACTGGTGACATCATCAGGARGARGGTCTATGARGCTTARTARRTACCCAGGGARCAGAGTGCARCTGGARARGCCAGTTCCTGTGTARATGATGTGACAGTGGTCCCCGTGTTTA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
CTTGARCATTTTTTTCAGTGACCCCCARGTGGCTACAGCAGATTCCTGGGATAGTGTCTGAGATCTCTGTCCAGARGAGCCGTACTGGARCAGCTARGATAGTGTGCAGGACCCTCARGCTCCCAGGCCC

521 530 534
oot R
TCTGGTAGAGGACC

Figura 1. Sequéncias dos retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 isolados de Harttia kronei.
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Harttia kronei

Harttia longipinna
Rex3

Harttia punctata
Rex3

Figura 2. Metafases das espécies do género Harttia submetidas a hibridizacdo in situ
com sondas de retroelementos Rex. Setas indicam blocos heterocromaticos. Barra =
10pm.
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Harttia loricariformis
Rex3 Rex6

Harttia torrenticola
Rex3

Harttia carvalhoi
Rex3

Figura 3. Metafases das espécies do género Harttia submetidas a hibridizacéo in situ
com sondas de retroelementos Rex. Setas indicam blocos heterocromaticos. Barra =
10pm.
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Capitulo VI

Correlacéo entre aspectos bioldgicos e diversidade cromossémica em

algumas espécies do género Harttia (Siluriformes, Loricariinae)

Palavras Chaves: Evolucdo cromossomica, Biologia reprodutiva, Comportamento,

Artigo em preparagéo
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Resumo

O género Harttia foi criado em 1976 por Steindachner, para abrigar H. loricariformis. Neste
género, da subfamilia Loricariinae, encontra-se os peixes popularmente conhecidos como cascudos e
acaris, que sdo caracterizados por apresentar pedunculo caudal achatado, nadadeira adiposa e quilha
lateral ausentes, além de grandes placas 0sseas ao redor da papila anal. Existem 23 espécies descritas
para 0 género Harttia, entretanto poucos dados bioldgicos sdo conhecidos. Assim, este trabalho
buscou, tanto por andlises laboratoriais como por observagdes em campo, correlacionar estes aspectos
bioldgicos com dados citogenéticos a fim de auxiliar na interpretacdo da diversidade cromossémica
encontrada no género. As peculiaridades morfoldgicas e bioldgicas observadas, bem como o tipo de
isolamento geografico caracterizado para essas especies, possivelmente apresentam uma relevancia

fundamental na evolucdo cromossémica e ecoldgica para este grupo de peixes.

Introducao

Segundo Ferraris (2007) a familia Loricariidae é a segunda mais especiosa entre 0S peixes
neotropicais. Recentemente, Eschmeyer & Fricke (2012) descreveram 834 espécies reconhecidas em
Loricariidae, alocadas em cerca de 100 géneros. Reis et al. (2006) levando em consideragdo os estudos
realizados por Armbruster (2004) sugeriram que Loricariidae é dividida em seis subfamilias:
Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinae e Hypostominae.

Apesar de Loriicariidae representar uma das familias de peixes neotropicais com maior nimero
de espécies, poucos trabalhos, até 0 momento, que abordam aspectos biolégicos foram desenvolvidos
(Barbieri; 1995; Vazzoler, 1996; Menezes et al., 1998; Nakatani et al., 2001).Nakatani et al. (2001) em

estudo sobre o ciclo reprodutivo, com enfoque na identificagéo e desenvolvimento de larvas e ovos de
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alguns Loricariideos, relatam que algumas espécies, como Rhinelepis strigosa por exemplo, (i)
constroem ninhos em buracos no fundo / barrancos dos rios para desovar, (ii) apresentam fecundagéo
interna, (iii) mantém os ovos aderidos ao labio inferior e (iv) ndo apresentam cuidado parental pos-
eclosdo. Segundo Vazzoler (1996), o diametro médio dos ovocitos maduros desta espécie é de 1,34
mm. O ciclo reprodutivo em Loricariichths platymetopon estende-se de outubro a marco (periodo de
primavera — verdo na regido Neotropical), a desova € parcelada, sazonal e prolongada para a cheia. A
fecundacdo € externa, ndo realizam migracdes e apresentam cuidado parental (Nakatani et al., 2001). O
didametro médio dos ovdcitos maduros desta espécie é de 3,20mm (Vazzoler, 1996). O Unico estudo,
até o momento, que aborda alguns aspectos da biologia reprodutiva de Harttia foi desenvolvido por
Menezes et al. (1998), para H. loricariformes, provenientes da bacia do rio Paraiba na regido sudeste
do Brasil.

Steindachner (1876) descreveu o género Harttia com base na forma do corpo achatado e
alongado, quilha lateral do tronco e nadadeira adiposa ausentes, pedunculo caudal curto, olhos situados
na porcao dorso-lateral da cabeca, nadadeira caudal emarginada e grandes placas 6sseas circundando a
papila anal, para abrigar a espécie Harttia loricariformis (Oyakawa, 1993). Em algumas das espécies é
observado um evidente dimorfismo sexual nos machos adultos, representado por odontdides no
focinho e nas nadadeiras peitorais (Fig. 2a, d, €). A boca € ventral em forma de disco, apresentando
labios grossos e papilas bem desenvolvidas (Fig. 2c), os dentes sdo pequenos e bifurcados, encontram-
se dispostos em uma unica série em cada uma das maxilas (Fig. 2c, f). Considerando os caracteres
morfologicos acima listados, as espécies de Harttia apresentam-se bem definida no ambito
taxonémico.

Existem vinte e trés espécies conhecidas do género Harttia. Destas, dezessete sdo encontradas
em territorio brasileiro, distribuidas em distintas bacias hidrogréaficas: H. carvalhoi (Miranda Ribeiro,

1939); H. depressa (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001); H. dissidens (Rapp Py-Daniel & Oliveira,
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2001); H. duriventris (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001); H. garavelhoi (Oyakawa, 1993); H. gracilis
(Oyakawa, 1993); H. kronei (Miranda Ribeiro, 1908); H. leiopleura (Oyakawa, 1993); H. longipinna
(Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001); H. loricariformis (Steindachner, 1877); H.
novalimensis (Oyakawa, 1993); H. punctata (Langeani, Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001); H.
rhombocephala (Miranda Ribeiro, 1939); H. torrenticola (Oyakawa, 1993); H. trombetensis (Rapp Py-
Daniel & Oliveira, 2001); H. uatumensis (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001) e Harttia sp. n., sendo
onze delas descritas para rios da regido Sudeste, cinco para regido Norte e uma para regido Centro-
Oeste. Das 19 espécies de Harttia, somente oito apresentam dados citogenéticos: H. kronei (Alves et
al., 2003; Blanco.et al.,2012a), H. loricariformis (Kavalco et al., 2004; Blanco et al., em preparacao
b), H. carvalhoi (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a), Harttia sp. n. (Rodrigues, 2010), H.
longipinna (Blanco et al., 2012b), H. torrenticola (Blanco et al., 2012), H. punctata (Blanco et al., em
preparacéo a) e H. gracilis (Blanco et al., em preparacéo b)

Estudos realizados por metodologias de citogenética classica e molecular em oito espécies do
género Harttia, evidenciam uma grande diversidade na macroestrutura cromossdémica em espécies de
Harttia, representada tanto pela estrutura cariotipica quanto pelo nimero dipldide (Blanco et al., em
preparacdo b). As espécies deste género tem apresentado uma variagdo de 2n=52 cromossomos em H.
carvalhoi (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a) a 2n=62 cromossomos em Harttia sp.
(Rodrigues, 2010). Para H. carvalhoi foi descrito 2n=52 cromossomos para fémeas e 2n=53
cromossomos para machos, apresentando uma heterogametia masculina caracterizada por um sistema
de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY 1Y, (Centofante et al., 2006; Blanco et al., 2012a).
Blanco et al. (em preparagéo a) encontraram em H. punctata, nimero diploide de 57 cromossomos
para machos e 58 cromossomos para as fémeas, caracterizando assim um sistema de cromossomos do
tipo X3 X3 X2Xo/X1X2Y. Em uma populagdo de H. longipinna foi verificado 2n=58 cromossomos para

machos e fémeas, além da presenga micro-cromossomos de B. (Blanco et al., 2012b).
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Considerando essa grande diversidade cromossdmica interespecifica, aliada a escassez de
dados referentes a biologia das espécies do género Harttia, objetivou-se correlacionar os resultados
citogenéticos com caracteristicas bioldgicas das espécies , na tentativa de melhor compreender a

diversificagcdo cromossdmica constatada neste grupo de peixes.

Material e Métodos

As coletas das espécies de Harttia foram realizadas durante o periodo de setembro a abril de
2009 a 2012, em diferentes rios e riachos, localizados em cinco distintas bacias hidrograficas das
regides Centro Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. (Fig. 1) Foram escolhidos trechos de 100 metros dos
rios e riachos, que apresentavam corredeiras com leito pedregoso, trechos arenosos e remansos. Em
alguns destes trechos, pequenas cachoeiras também estavam presentes. Nesses ambientes, foram
realizadas medidas de oxigénio dissolvido na agua utilizando-se um oximetro YSI-55. Os exemplares
foram capturados com o auxilio de tarrafas, arrastbes e pucas. Posteriormente, os mesmos foram
transportados vivos, devidamente acondicionados em sacos plasticos, para o laboratério de
Biodiversidade Molecular e Cromossémica de Peixes da Universidade Federal de Sdo Carlos -
UFSCar.

Para a realizacdo deste estudo, foram analisados 484 exemplares de sete espécies do género
Harttia, sendo: 22 exemplares (10 fémeas e 12 machos) de H. kronei (Miranda Ribeiro, 1908)
provenientes rio Agungui, bacia do rio Ribeira, municipio de Campo Largo, estado do Parand, GPS:
25°22°44”S; 49°39°08”W; 73 exemplares (29 fémeas e 44 machos) de H. longipinna (Langeani,
Oyakawa & Montoya-Burgos, 2001) provenientes da calha principal do rio Sdo Francisco, municipio
de Pirapora, Estado de Minas Gerais, GPS: 17°21°22,8”S; 44°56°59,5”°W; 65 exemplares (44 fémeas e

21 machos) de H. gracilis (Oyakawa, 1993) provenientes do corrego Machadinho, afluente do rio
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Sapucai, bacia do rio Sapucai-Mirin, municipio de Santo Anténio do Pinhal, estado de S&o Paulo,
GPS: 22°48°31”’S; 45°41°21”W; 243 exemplares (134 fémeas e 109 machos) de H. punctata (Rapp Py-
Daniel & Oliveira, 2001) provenientes do rio Itiquira, bacia do Tocantis, municipio de Formosa, estado
de Goias, GPS: 15°19°25”S; 47°25°26”W; 05 exemplares (2 fémeas e 3 machos) de H. loricariformes,
(Steindachner, 1876) provenientes do rio Paraitinga, bacia do rio Paraiba do Sul, municipio de Cunha,
estado de Sdo Paulo, GPS: 22°52°22”’S; 44°51°0,2”W; 53 exemplares (31 fémeas e 22 machos) de H.
torrenticola, (Oyakawa, 1993) provenientes do ribeirdo das Araras, bacia do rio S&o Francisco,
municipio de Piumhi, estado de Minas gerais, GPS: 20°16°15”’S; 45°55°39”W e 23 exemplares (10
fémeas e 13 machos) de H. carvalhoi (Miranda Ribeiro, 1939) provenientes do ribeirdo Grande, bacia
do rio Paraiba do Sul, municipio de Pindamonhangaba, estado de Sdo Paulo, GPS: 22°47°8”S;
45°27°19”W (Fig.1).

Para cada um dos 484 exemplares das sete espécies foram efetuadas medidas do comprimento
total com auxilio de paquimetro. Para as andlises de sexagem, as godnadas foram visualizadas
macroscopicamente e sobre lupa. Nos casos onde as gonadas estavam pouco desenvolvidas foram
efetuadas analises ao microscopio. Em 20 fémeas de H. gracilis, H. punctata e H. torrenticola, que

apresentavam as gonadas bem desenvolvidas, foi efetuada a contagem/medida dos ovocitos maduros.

Resultados / Discussao

Embora as espécies de Harttia analisadas tenham sido coletadas em distintos rios/bacias
hidrograficas, estas foram encontradas em ambientes muito similares, compostos por fortes corredeiras
e fundo rochoso. A preferéncia por este tipo de ambiente ja foi relatada anteriormente para outras
espécies de Harttia (Rapp Py-Daniel & Oliveira, 2001; Provenazano et al., 2005). Nos leitos arenosos

e remansos dos rios e riachos, nenhum exemplar foi capturado.
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Nos locais de coleta, as medidas de oxigénio dissolvido na agua variaram entre 6,0-6,7 mg/L;
com temperatura de aproximadamente 20°C, demonstrando assim, a grande exigéncia de aeracdo por
parte destas espécies. Desta forma, as espécies de Harttia diferem de outros loricarideos pois algumas
espécies do género Hypostomus apresentam respiracdo aérea facultativa (Kramer & Granham, 1976),
utilizando-se do trato gastro-intestinal ricamente vascularizado como 6rgéo acessorio para aumentar as
trocas gasosas e, consequentemente, a eficiéncia respiratoria (Johansen, 1970). Em consequéncia,
algumas espécies de Hypostomus conseguem explorar habitats com pouca oxigenacdo da regido
Neotropical, onde a temperatura da dgua pode ultrapassar 30 °C.

Foi verificada uma maior porcentagem de fémeas em H. gracilis, H. punctata e H. torrenticola,
(67,7%; 55% e 58,8%, respectivamente) quando comparado com as demais espécies. Inversamente,
em H. carvalhoi, H. kronei, H. longipinna, e H. loricariformes, foi encontrada uma maior porcentagem
de machos (56,5%; 54,5%; 60,3% e 60%, respectivamente).

A contagem dos ovécitos maduros demonstrou que a média por fémea é de 35 para H. gracilis,
36 para H. punctata e 38 para H. torrenticola (Tab. 1). Os ovocitos maduros das espécies de Harttia
analisadas no presente trabalho apresentaram um diametro de 4.0 mm, grande quantidade de vitelo e
coloracdo alaranjada (Fig. 3a e 3b), sendo consideravelmente maiores quando comparados aos de
outros peixes neotropicais, ocupando assim, quase a totalidade da cavidade abdominal das fémeas (Fig.
3b). Desta forma, em decorréncia do grande volume de ovécitos e do pequeno porte das espécies de
Harttia, 0s ovOcitos maduros Sd0 poucos nNUMerosos.

O Unico estudo a respeito do ciclo reprodutivo em Harttia foi realizado por Menezes et al.
(1998), no qual os autores verificaram que, em H. loricariformes, o periodo reprodutivo estende-se de
setembro a fevereiro, com predominéncia de setembro e outubro, além de desova parcelada. Este

mesmo periodo reprodutivo foi também verificado para todas as espécies de Harttia ora analisadas no
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presente trabalho, coincidindo com a ocorréncia de temperaturas elevadas e maior precipitagéo. Foi
observado para H. gracilis, H. punctata e H. torrenticola que a desova ¢ do tipo parcelada.

A medida do comprimento total demonstrou que H. torrenticola apresentou exemplares de
menor tamanho, enquanto que em H. loricariformis foram encontrados os maiores exemplares (Tab.1).
Para todas as espécies estudadas os machos atingem um tamanho relativamente maior que as fémeas
(Tab.1). Na maioria dos machos adultos de H. carvalhoi, H. longipinna e H. torrenticula foram
observados odontdideos localizados na borda do focinho e das nadadeiras peitorais, correspondendo a
um dimorfismo sexual secundéario e facultativo (Fig. 2d, e), observacdo esta também ja relatada para
outras espécies de Harttia (Oyakama, 1993; Rapp Py-Daniel, Oliveira, 2001).

Nas observacbes de campo pode-se verificar que o corpo achatado e as demais caracteristicas
corporeas das espécies de Harttia Ihes conferem uma excelente performance para explorar recursos
ambientais especificos. Os espécimes foram encontrados principalmente entre pequenas cavidades de
troncos ou embaixo de rochas submersas, em regides de fortes corredeiras. Utilizam das nadadeiras
como apoio, dos grandes labios como uma ventosa para se fixarem nas rochas e dos pequenos dentes,
para raspar os perifiton, (Fig. 2c, f). Segundo Esteves & Aranha (1999) os peixes pertencentes a
familia Loricariidae possuem um comportamento baseado na tatica de pastejo, raspando o perifiton
grudado sob as rochas submersas. Este mesmo comportamento alimentar foi verificado para as
espécies de Harttia.

Nos peixes, a posicdo dos olhos reflete importantes condigdes comportamentais, como por
exemplo a posi¢do de alimentagdo na coluna d’agua (Wikramanayke, 1990). Considerando que as
espécies de Harttia vivem aderidas aos substratos, aliada ao fato de terem héabitos preferencialmente
noturnos e ndo serem boas nadadoras, a posi¢do dorso-lateral dos olhos (Fig. 2a, b) facilita a detecgéo
de predadores. Ao se sentirem ameacadas deslocam-se rapidamente em pulsos, percorrendo pequenos

trechos dos rios e riachos a procura de abrigo entre as frestas das rochas ou aderidas no teto de locas
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formadas por grandes placas rochosas submersas. Desta forma, a posicdo dos olhos facilita sua
estratégia de vigilia e tatica de fuga, dificultando sua predacdo por espécies piscivoras, bem como sua
captura por apetrechos de pesca.

A ocupacdo espacial e distribuicdo de peixes ao longo de um rio sédo frequentemente
influenciadas por fatores abidticos e biodticos, como profundidade, correnteza, disponibilidade de
alimento, tipo de substrato, entre outros (Schlosser, 1982). Menezes et al. (1998), estudando aspectos
da biologia reprodutiva de H. loricariformes, verificaram que a maior ocorréncia desta espécie refletia
diretamente o tipo de ambiente ocupado. Em observagfes de campo foi constatado que, tanto na calha
principal dos rios Sdo Francisco e Paraitinga, assim como nos ribeirdes Grande, Araras e Itiquira a
distribuicdo de H. longipinna, H. loricariformes, H. carvalhoi e H. punctata, respectivamente, se
restringia a micro-habitats especificos.

Diferentemente do encontrado para 0s grandes peixes migradores que se deslocam por toda
porcdo da bacia hidrografica, ou até mesmo o sugerido por Blanco et al., (2010), para Hoplias
malabaricus que colonizam grandes areas através da dispersao passiva. As espécies do género Harttia,
estudadas no presente trabalho, ndo apresentaram habitos migratérios formando, assim, pequenos
isolados populacionais limitados a alguns trechos de rios e riachos, nos quais as caracteristicas
especificas desses habitats suprem todas as necessidades destas espécies. Devido a seu design
morfolégico (Fig. 2b), as espécies de Harttia apresentam uma grande performance na utilizacdo dos
recursos disponiveis nestes micro-habitats especificos. Entretanto, estas mesmas caracteristicas
dificultam a ocupacdo de outros trechos de rios ou riachos que ndo apresentem tais condi¢fes. Assim,
as populacdes de Harttia ficam semi-isoladas nestes micro-habitats, reduzindo sua dispersdo e
conseqiientemente, limitando o fluxo génico. Tal fato é corroborado pelo alto grau de endemismo

encontrado para as espécies deste género.
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Com relagdo ao ambito citogenético, uma extensa diversidade cariotipica foi constatada. O
namero diploide, até o presente momento, para espécies deste género varia de 52 cromossomos,
encontrado em fémea de H. carvalhoi (Centofante et al., 2006; Blanco et al.,, 2012a) a 62
cromossomos encontrado em Harttia sp.n. (Rodrigues, 2010). Em H. carvalhoi foi descrito 2n=52
cromossomos para fémea e 2n=53 cromossomos para 0s machos, caracterizando, assim, um sistema de
cromossomos sexuais do tipo XX/XYY, (Centofante et al., 2006) (Fig. 4) que, segundo (Blanco et al.,
2012a), originou-se de uma fissdo associada ao maior par metacéntrico, representado pelo cromossomo
X de H. carvalhoi. Por sua vez, H. punctata, proveniente de afluentes do rio Itiquira, bacia do rio
Tocantins, Blanco et al. (em preparacdo a) encontraram 2n=57 cromossomos para 0s machos e 2n=58
cromossomos para as fémeas, caracterizando um sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo
XX XX/ X1 XY (Fig. 4) originado, possivelmente, através de uma inversdo pericéntrica seguida de
uma translocacdo entre os cromossomos X; e X, (portadores dos sitios de rDNA 5S e 18S,
respectivamente) originando o submentacéntrico neo-Y (Fig. 4). Blanco et al. (2012b) encontraram em
uma populagdo de H. longipinna, proveniente da calha principal do rio S&o Francisco, a presencga de
micro-cromossomos B foi constatada, em aproximadamente 46% dos exemplares analisados, que
apresentavam uma variagao intra-individual de 0 — 2 cromossomos B (Fig. 4).

A maior frequiéncia de polimorfismos cromossémicos encontrada em ambientes considerados
“otimos” para uma populacdo é devido ao fato de, nessas condigdes, a pressdo de selecdo ser mais
branda. Segundo Camacho (2000) a fregtiéncia de cromossomos B em uma populacédo esta diretamente
vinculada as condi¢bes ambientais ideais. Esta foi a justificativa utilizada para explicar a alta
frequéncia de cromossomos B de uma populagdo de A. scabripinnis encontrada em altitude elevada no
municipio de Campos do Jorddo, SP (Néo et al., 2000). Dessa forma, a grande interacdo entre as
espécies de Harttia e seus respectivos micro-habitats poderia estar relacionada a presenga de micro-

cromossomos B presente na populagdo de H. longipinna.
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E pertinente ressaltar que algumas espécies de Harttia que apresentaram o mesmo nimero
dipldide, apresentam conspicuas diferencas em suas formulas cariotipicas (Fig. 4). Desta forma, fica
evidente que rearranjos do tipo inversdes/translocacdes, além das fusdes/fissdes, foram fundamentais
na origem dessa evidente diversidade cariotipica encontrada nas espécies de Harttia (Blanco et al., em
preparacdo b). Entretanto, a variagdo cromossdmica encontrada nas espécies de Harttia ndo se
restringe somente & macroestrutura cariotipica. Segundo (Blanco et al., em preparacdo b) a variacao
em relacdo a posicdo e quantidade de heterocromatina além dos sitios de rDNA 5S e 18S,
demonstraram que estes marcadores espécie-especificos sdo excelentes ferramentas para estudos de
ordem taxondmica e evolutiva para espécies deste género (Fig. 4)

O fato das populagdes de Harttia encontrarem-se fragmentadas, ou até mesmo isoladas em
trechos especificos de rios e riachos,com interrupcdo do fluxo génico possivelmente contribuiu para a
fixacdo de rearranjos cromossémicos nestas populagdes originando, assim, essa conspicua diversidade
(Fig. 4).

Segundo Mayr (1969) a especiacdo por alopatria, que implica em uma divergéncia génica
acumulativa decorrente de isolamento geogréfico, seria o principal modelo pelo qual as alteracfes
cromoss6micas se fixariam, originando novas espécies. Os resultados citogenéticos obtidos para as
espécies de Harttia, aliado a distribuicdo geogréfica especifica e aos aspectos bioldgicos aqui
apresentados, sugerem que a especiacdo deste grupo possa ter ocorrido por eventos de alopatria. Fica
evidente que as diferencas morfologicas encontradas entre as espécies de Harttia acompanharam a
diferenciacdo cromossémica constatada entre as espécies deste género. Tal situacdo difere do
encontrado para os “complexos de espécies” Hoplias malabaricus (Bertollo et al., 2000) e Astyanax
scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo 1991), onde ha uma evidente diversidade cromossdmica e uma

manutencdo dos caracteres morfologicos.
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A fragmentacdo, ou até mesmo o isolamento, das populacdes de Harttia, explicaria o
endemismo caracteristico das espécies desse género. As peculiaridades morfoldgicas e bioldgicas
desses apresentam uma relevancia evolutiva e ecoldgica fundamental para este grupo de peixes. O
isolamento geografico, aliado a extrema exigéncia por micro-habitats especificos, faz com que as
espécies de Harttia tornem-se mais suscetiveis as alteraces naturais e/ou a¢bes antropicas. Segundo
Bressan et al. (2009), H. loricariformes e H. gracilis sdo consideradas taxons vulneraveis e enfrentam
reais riscos de extingdo em algumas regibes do Sudeste do Brasil. Entretanto, a situacdo de H.
rombophela (Miranda Ribeiro 1939) é mais dréastica, sendo que esta espécie € endémica do rio Farias,
0 qual pertence ao sistema da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro - Brasil, é considerada pelos
ictiologistas como praticamente extinta. Os dados ora apresentados demonstram a necessidade de
estudos com outros grupos de peixes que associem dados citogenéticos e bioldgicos a fim de uma
melhor compreensdo dos processos de diversificagdo / evolucdo cromossémica, possibilitando assim
promover acdes conservacionistas com a finalidade de preservar a grande diversidade ictioldgica

encontrada na regido Neotropical.
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ANexos

Elevation zones

I o-10m
B 100-20m
B 2050
500-1.000 m
B 1o00-2000m
P 2000-4000m

>4.000 m

H. kronei

Figura 1- Distribuicdo geogréafica das espécies de Harttia analisadas no presente trabalho.
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Figura 2. Vista dorsal (a) e lateral (b) de H. longipinna. Aparelho bucal de H. carvalhoi (c).

Nadadeira peitoral de macho de Harttia com énfase nos odontdides (d). Detalhe dessas estruturas sob

microscopia eletrnica de varredura (e). Destaque para disposi¢do dos dentes bifurcados (f).
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2 mm

Figura3. Fémea de Harttia apresentando génadas maduras. (a)

Destaque para 0s ovdcitos maduros e (b) para a cavidade

abdominal contendo os mesmos.
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Figura4. Cariograma das espécies de Harttia. Heterocromatina = preto; rDNA5S = azul; rDNA18S = vermeho.
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Tabela 1. Maior comprimento total encontrado em machos e fémeas das espécies analisadas no presente
trabalho, assim como a média (x) dos ovécitos maduros de algumas espécies.

Espécie Maior Fémea Maior Macho ¥ Ovécitos
H. kronei 7,8cm 8,2cm -
H. longipinna 12,1 cm 13,1 cm -
H. gracilis 11,1 cm 11,2 cm 35
H. punctata 13,4 cm 16 cm 36
H. loricariformis 12,1 cm 18,9 cm -
H. torrenticola 7,1cm 7,2¢cm 38
H. carvalhoi 7,5cm 8,7cm -
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Considerac0es Finais

O género Harttia foi criado por Steindachner, no ano de 1876, para abrigar os cascudos que
apresentavam corpo alongado com pedunculo caudal achatado, nadadeira adiposa e quilha lateral do
tronco ausentes, nadadeira caudal emarginada e grandes placas 6sseas circundando a papila anal. Neste
género encontram-se aproximadamente 23 espécies, sendo que 17 estdo presentes em diferentes bacias
hidrograficas brasileiras. Apesar do pequeno numero de espécies investigadas sob a luz de
metodologias de citogenética classica e molecular, o género Harttia apresenta uma conspicua
diversidade cariotipica, com uma consideravel variacdo no namero diploide, além da presenca de
distintos sistemas de cromossomos sexuais multiplos e cromossomos B.

Com relacdo aos cromossomos supranumerarios, estes foram encontrados em H. longipinna, na
forma de micro-cromossomos. Além de apresentarem uma variagdo humérica intra-individual de 0 a 2,
0s micro-cromossomos B encontrados em H. longipinna sdo totalmente heterocromaticos. As
hibridizagdes com retroelementos Rex evidenciou uma auséncia de acimulo desses retroelementos nos
cromossomos B, assim como em um proeminente bloco C+ presente no braco longo do maior par
acrocéntrico indicando, assim, que possivelmente estes cromossomos supranumerarios possam ter se
originado desse segmento heterocromatico.

Dois sistemas de cromossomos sexuais multiplos sdo encontrados, até o presente momento, em
espécies do género Harttia, sendo XX/XY1Y;, em H. carvalhoi e X;X;X,Xo/X1X,Y em H. punctata. O
sistema encontrado em H. carvalhoi originou-se, possivelmente, de uma fissdo do primeiro par
metacéntrico (X), originando dois promossomos acrocéntricos (Y1 e Y;) exclusivos dos machos. Esse
grande cromossomo metacéntrico € encontrado também em H. torrenticola. Os dados cromossdmicos,
assim como dados moleculares, revelam uma grande proximidade entre estas espéecies. Tal fato, aliado

ao ITS (Interstitial Telomeric Site) encontrado no metacéntrico grande de ambas as espécies, reforca a
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hipotese de que este cromossomo foi originado por um evento de fusdo ocorrido antes da
diversificacdo desse grupo monofilético. A presenca de elementos Rex na regido centromérica do
metacéntrico grande somente em H. carvalhoi indica que esse acimulo possivelmente possibilitou a
ocorréncia desse evento e, por consequéncia, a formacgdo desse raro sistema de cromossomos sexuais
maltiplos.

Em contrapartida, o sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo X X3 XX/ X1 XY
encontrado em H. punctata originou-se, possivelmente, em decorréncia de um evento de translocacéo
entre o primeiro (X;) e o segundo (X;) par acrocéntricos portadores, respectivamente, dos sitios de
rDNA 5S e 18S. As hibridizacGes com sondas de rDNA 5S e 18S, além de sondas obtidas a partir de
microdisseccao total dos cromossomos X3 e X, possibilitaram hipotetizar sobre a origem desse sistema
de cromossomos sexuais a partir de translocacfes parciais entre 2 pares acrocéntricos do caridtipo,
acompanhando de delecGes parciais, originando 0 neo-cromossomo Y, presente nesse sistema.

A diversidade cromossdmica encontrada nas espécies de Harttia ndo se restringe a detec¢do de
sistemas de cromossomos sexuais multiplos e cromossomos supranumerarios, mas sim abrange desde
distribuicdo diferencial de diversas sequéncias repetitivas até a deteccdo de diferentes nimeros
diploides e nimeros fundamentais entre as espécies. Esta variacdo numérica ressalta a importancia de
rearranjos do tipo fusdo/fissdo e translocacdo/inversdo na diverside cromossomica encontrada no
género.

Costa-Silva (2009) utilizando marcadores mitocondriais e nucleares, em uma analise
filogenética entre diversas espécies de Harttia, demonstrou que H. kronei apresenta uma posi¢do mais
basal entre as espécies descritas para o Sul e Sudeste do Brasil. Considerando que Harttia sp. n
apresenta 2n=62 cromossomos, dois caminhos de diferenciacdo cariotipica podem ser observados em
Harttia: (i) reducdo do 2n através da fusdo céntrica entre espécies com 2n menor do que 58

cromossomos e (ii) aumento do 2n atribuido a fissdo Robertsoniana em Harttia sp. n.
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O mapeamento fisico dos retrolementos Rex revelou que estes se encontram altamente
dispersos, tanto em regides heterocromaticas, quanto eucromaticas. Os elementos transponiveis,
devido a sua mobilidade no genoma, apresentam uma significativa influéncia na evolugdo
cromossOmica por estarem frequentemente associados a rearranjos cromossomicos. No entanto, para
as espécies do género Harttia, o acumulo das sequéncias Rex ndo pode ser correlacionada aos
rearranjos cromossomicos. E provavel que estas sequéncias possam ter uma atividade na regulacio
génica, uma vez terem sido localizadas em grande quantidade em regifes eucromaticas.

As espécies de Harttia habitam, preferencialmente, trechos especificos de rios e riachos e, por
apresentarem limitada capacidade de dispersdo, formam pequenos isolados populacionais, com
reduzido fluxo génico. Essa distribuicdo geografica peculiar aliada a abundancia/distribuicdo dispersa
de retroelementos, ao fato das espécies de Harttia apresentarem caracteres taxonémicos bem definidos
e a grande diversidade cromoss6mica, ressalta o género Harttia como excelente modelo para estudos
de ordem evolutiva.

Assim, 0s aspectos bioldgicos (comportamento e taxonomia) , bem como o tipo de isolamento
geogréafico caracterizado para as espécies de Harttia, possivelmente tem uma relevancia fundamental

na evolucdo cromossdmica deste grupo de peixes.
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