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RESUMO

O género Rineloricaria € o mais rico em espécies da familia Loricariidae, com 71
espécies atualmente aceitas. Esses peixes neotropicais se distinguem por uma
caracteristica notavel: a diversidade cariotipica. Isso é exemplificado pela presenca
de polimorfismos cromossdmicos estruturais e numéricos, que estao
predominantemente associados a rearranjos do tipo Robertsoniano. No entanto, os
dados citogenéticos so6 estdo disponiveis para um namero limitado de espécies desse
taxon, e ha uma escassez de pesquisas que explorem outros aspectos desse
fendmeno. Esses aspectos incluem a manutencdo desses polimorfismos ao longo da
histéria de vida das espécies e as possiveis consequéncias evolutivas desses
polimorfismos para a manutencdo das populagbes. Esta dissertacdo teve como
objetivo estudar a populacdo polimérfica da espécie Rineloricaria lanceolata do
Cérrego da Onca, Mato Grosso do Sul, utilizando métodos de bioinformatica e
citogenética para investigar e propor hipéteses sobre 0s mecanismos de surgimento
e manutencdo dos polimorfismos nesses peixes. A caracterizagdo citogenética da
amostra revelou diferencas entre os citotipos presentes nos individuos da populacao,
incluindo a observacao de um citétipo inédito para a espécie. Preparacdes meibticas
foram realizadas a partir desse citotipo pertencente a um individuo macho com 2n=47
cromossomos, 0 que permitiu a analise do comportamento da segregacao
cromossOmica durante a meiose com o auxilio de sondas ribossomais e de satélites.
A sonda de rDNA 5S mostrou-se fundamental para identificar os cromossomos
envolvidos no rearranjo Robertsoniano que deu origem ao citétipo 2n=47 a partir de
sua forma ancestral 2n=48. Esses cromossomos formam um emparelhamento
trivalente durante a meiose, resultando na producao de gametas desequilibrados em
frequéncias iguais. O satelitoma (biblioteca de sequéncias repetitivas do genoma) foi
construido a partir do DNA total de um individuo e resultou na caracterizagdo de 36
familias de DNAs satélites (satDNA). Embora os rearranjos Robertsonianos aqui
verificados sejam eventos estruturais que diminuem o valor adaptativo, a manutengao
dos polimorfismos pode trazer alguma vantagem adaptativa conforme a hipétese de
robustez a deriva sugerida. Isto deve se repetir em outras populagdes polimérficas do
género ndo como um evento recorrente, mas com algum mecanismo molecular
subjacente ainda ndo desvendado para a instabilidade cromossomica.

Palavras-chave: Rineloricaria; polimorfismo; rearranjos cromossOmicos; meiose;
satelitoma.



ABSTRACT

The genus Rineloricaria is the most species-rich within the Loricariidae family, with 71
currently accepted species. These Neotropical fish are distinguished by a remarkable
characteristic: karyotypic diversity. This is exemplified by the presence of structural
and numerical chromosomal polymorphisms, which are predominantly associated with
Robertsonian-type rearrangements. However, cytogenetic data is only available for a
limited number of species within this taxon, and there is a paucity of research exploring
other aspects of this phenomenon. These aspects include the maintenance of these
polymorphisms throughout the life history of the species and the potential evolutionary
consequences of these polymorphisms for the maintenance of populations. This
dissertation aimed to study the polymorphic population of the species Rineloricaria
lanceolata from Corrego da Onca, Mato Grosso do Sul, using bioinformatics and
cytogenetic methods to investigate and propose hypotheses about the mechanisms of
emergence and maintenance of polymorphisms in these fish. The cytogenetic
characterisation of the sample revealed notable differences between the cytotypes
present in the individuals of the population, including the observation of a
unprecedented cytotype in the species. Meiotic preparations were created from this
cytotype, which belonged to a male individual with 2n=47 chromosomes. This enabled
the behaviour of chromosome segregation during meiosis to be analysed with help of
ribosomal and satellite probes. The 5S rDNA probe was instrumental in identifying the
chromosomes involved in the Robertsonian rearrangement that gave rise to the 2n=47
cytotype from its ancestral 2n=48 form. These chromosomes form a trivalent pairing
during meiosis, resulting in the production of unbalanced gametes in equal
frequencies. The satellitome, or library of repetitive genome sequences, was
constructed from the total DNA of an individual, with 36 satDNA families being
characterised. Although the Robertsonian rearrangements observed here are
structural events that diminish adaptive value, the maintenance of polymorphisms may
offer an adaptative advantage according to the drift robustness hypothesis here
suggested. This process should be repeated in other polymorphic populations of the
genus, not as a recurring event, but with some underlying molecular mechanism for
chromosomal instability that has yet to be elucidated.

Keywords: Rineloricaria; polymorphism; chromosomal rearrangements; meiosis;
satelitome.
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1 INTRODUCAO

1.1 REGIAO NEOTROPICAL

A regido Neotropical abriga uma ictiofauna de &gua doce genética e
morfologicamente diversa com mais de 6.200 espécies descritas, a maioria das quais
pertencentes as ordens Siluriformes, Characiformes, Cyprinodontiformes,
Cichliformes e Gymnotiformes (Vari; Malabarba, 1998; Albert et al., 2020). A
regionalizacdo mais recente aceita é a proposta por Morrone (2014), que coloca a
extensdo desta regido abrangendo desde a Zona de Transicdo Mexicana até a Zona
de Transi¢cdo Sul Americana (Figura 1).

As mudancas de paisagem ocorridas ao longo do tempo na regido Neotropical
moldaram a distribuicdo e diversificacdo de espécies da ictiofauna. Estas foram
causadas por eventos como capturas fluviais até as alterac6es no nivel do mar devido
as oscilacdes climaticas do Pleistoceno (Albert et al., 2020).

A malha hidrogréfica extensa e ramificada proporciona condi¢cdes que
favorecem um elevado grau de endemismo dos peixes neotropicais, que é maior nas
por¢cdes continentais periféricas de maior altitude e menor na regido continental central
da Bacia Amazonica, que por sua vez concentra a maior densidade de riqueza de
espécies. Esse padrédo é inverso ao dos sistemas de rios no restante do mundo devido
ao soerguimento da Cordilheira dos Andes iniciado ha cerca de 80 milhdes de anos
no Cretaceo, que ocasionou mudancas na rede de rios ao longo do tempo em que as
taxas de especiacdo superaram as de extin¢ao, resultando na biodiversidade atual
(Albert et al., 2020; Boschman et al., 2023).
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Figura 1. Regido biogeografica neotropical.
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Fonte: Morrone, 2014.

1.2 ORDEM SILURIFORMES

A Ordem Siluriformes é o grupo de maior representacdo da ictiofauna
neotropical. Ao todo possui 4537 espécies, sendo que 1260 ocorrem na América do
Sul (GBIF, 2024; Akama et al., 2024). Majoritariamente dulcicolas, com excecédo de
espécies das familias Ariidae e Plotosidae, estes peixes possuem sinapomorfias como
a auséncia de escamas, presenca de espinhos nas nadadeiras peitoral e dorsal e a
formacao de um “complexo central” através da fusao das vértebras 2-4 e dos terceiro
e gquarto arcos neurais (Malabarba; Malabarba, 2020).

Das 38 familias da ordem, 5 contribuem com aproximadamente 80% das

espécies — Callichthyidae, a qual pertencem os tamboatas e coridoras; Heptapteridae,
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composta por bagres de tamanho pequeno (<20 cm); Pimelodidae, familia dos
surubins e mandis; Trichomycteridae, representada pelos candirus; e Loricariidae,
familia a qual pertencem os cascudos com placas dérmicas. Este ultimo taxon é
caracterizado pela presenca de séries de placas dérmicas e boca com dentes
posicionada ventralmente que permite a raspagem do substrato. Contabilizando 1051
espécies distribuidas em 115 géneros, Loricariidae é a familia mais abundante da
ordem, sendo Rineloricaria 0 género que mais contribui para sua riqueza de espécies
(Malabarba; Malabarba, 2020; Fricke, 2024).

1.3 GENERO RINELORICARIA

Rineloricaria (Bleeker, 1862) € um género com 72 espécies aceitas (Fricke,
2024) que ocorrem desde a Costa Rica e Panama até a Argentina. S8o peixes de
pequeno a médio porte, de habito bentbnico e baixa tolerancia a salinidade que
ocorrem em ambientes I6ticos e Iénticos, ocupando fundos arenosos ou pedregosos
de rios e lagos. Sao ili6fagos, se alimentando de algas, pequenos vertebrados e
invertebrados por meio de raspagem utilizando o aparato bucal (Malabarba;
Malabarba, 2020). As espécies do género possuem longevidade calculada de 6 a 7
anos, com tempo geracional de 3 anos, apresentando cuidado parental por parte do
macho (Barhieri, 1994; Fries, 2020).

Reconhecidos em inglés como “armored catfishes”, ou cascudos de
armadura, suas principais caracteristicas morfolégicas sdo a presenca de placas
dérmicas que recobrem o corpo; boca em forma de ventosa na posi¢cao ventral,
podendo possuir barbilhndes; corpo achatado dorso-ventralmente; auséncia de
nadadeira adiposa; pedudnculo caudal alongado; a presenca de odontddeos;
dimorfismo sexual geralmente frequente, com a maior quantidade de odontédeos e
presenca de espinhos das nadadeiras desenvolvidos em machos (Py-Daniel;
Fernandes, 2005; Nelson et al., 2016).

A filogenia do género compde um agrupamento monofilético, abordada nos
trabalhos de Costa-Silva et al. (2015) e Covain et al. (2016). Covain e colaboradores
(2016) utilizaram caracteres moleculares para detalhamento das relagbes

filogenéticas da subfamilia Loricariinae, revelando incongruéncias das classificacoes
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morfolégicas que foram utilizadas previamente na construcdo das filogenias e
propondo a juncédo de alguns taxons, dos quais Fonchiiichthys, Hemiloricaria, Leliella
e Ixinandria foram classificados como sin6nimos de Rineloricaria.

O estudo de Costa-Silva et al. (2015), que teve como enfoque as 65 espécies
de Rineloricaria descritas na época, evidenciou a complexidade da distincdo de
espécies neste grupo devido a semelhanca morfologica, e em determinados casos, a
variabilidade genética intraespecifica. Foram determinadas 73 OTUs (Unidades
Taxondmicas Evolutivas), indicando uma possivel subestimagdo da quantidade de
espécies e simultaneamente sugerindo a separacdo de OTUs, aliadas as
metodologias de DNA barcoding e analises bioinforméticas, como uma alternativa
para o estudo taxondmico de grupos diversos e com alta similaridade morfol6gica para
delimitacdo de espécies, como € o caso de Rineloricaria.

1.4 DIVERSIDADE GENETICA EM RINELORICARIA

A ictiofauna neotropical € abundante em Vvariabilidade genética,
especialmente em relacdo a diversidade cariotipica, com distintos sistemas de
cromossomos sexuais, niveis de ploidias, numero diploide, cromossomos
supranumerarios e em particular casos de polimorfismos relacionados aos sitios de
heterocromatina e NOR (Pazza; Kavalco, 2007). A familia Loricariidae possui uma
grande diversidade de cariotipos, incluindo espécies com cromossomos B, sistema de
cromossomos  sexuais XiXiX2X2Q/ XiX2Yd3 (Marajé et al., 2023), além de
polimorfismos cromossémicos numéricos e estruturais (Takagui et al., 2020).

O género Rineloricaria possui a maior variacdo de numero diploide da
subfamilia Loricariinae, indo de 2n=333/349 em Rineloricaria teffeana da bacia
Amazonica (Maraj6 et al., 2023) a até 2n=66—70 nas popula¢des de Rineloricaria lima
do rio Areia e Agungui (Rosa et al., 2012), recentemente revisado por Takagui et al.
(2020). Alem disso, o grupo possui exemplos de representantes com cromossomos B
em Rineloricaria pentamaculata (Porto et al., 2010) e sistema de cromossomo sexual
X1X1X2X2Q/ X1X2YJ em Rineloricaria teffeana, recentemente descrito por Marajé et
al. (2023). Ocorrem ainda varia¢des intraespecificas na formula cariotipica descritas

em populacdes distribuidas ao longo de toda a filogenia do taxon (Figura 2), incluindo
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polimorfismos estruturais que apontam para hipoteses de origem a partir de eventos
de inverséo, fusdo e fissdo céntrica em regibes de DNAs repetitivos como NORs e

sequéncias teloméricas (Porto et al., 2011; Primo et al., 2016).

1.5 POLIMORFISMOS CARIOTIPICOS

Os polimorfismos, conforme definicdo classica de Ford (1940), séo “a
ocorréncia no mesmo habitat de duas ou mais formas distintas de uma espécie, em
tal proporcdo de modo que a forma mais rara ndo possa ser mantida por mutacoes
recorrentes”. Existem exemplos abundantes de espécies com polimorfismos
cromossémicos de numero diploide e estruturais distribuidos pelas ordens de peixes
teledsteos, associando as origens destes polimorfismos aos rearranjos e seu papel na
evolucdo cromossdmica (Galetti et al., 2000; Molina; Galetti, 2002; Oliveira et al.,
2009; Nirchio et al., 2014; Liu et al., 2022)

Em Rineloricaria, a variagdo numérica e estrutural do cariotipo ocorre em
varias das espécies caracterizadas citogeneticamente, de maneira inter ou
intrapopulacional: R. lima, R. latirostris, R. cadeae, R. aff. langei, R. pentamaculata,
R. lanceolata e R. teffeana. A origem dos polimorfismos de cari6tipo no género é bem
descrita na literatura, sendo associada a rearranjos Robertsonianos (Giuliano-
Caetano, 1998; Maia et al., 2010; Porto et al., 2011, 2014; Rosa et al., 2012; Primo et
al., 2016; Cius et al., 2017; Glugoski et al., 2018; Marajo et al., 2023).

Os rearranjos Robertsonianos (Rb) sdo eventos de rearranjo cromossémico
onde ha fusdo céntrica de dois cromossomos sem que haja perda significativa de
DNA, sendo considerado uma translocacdo balanceada. Em Rineloricaria, estes
rearranjos estao frequentemente associados a DNAs repetitivos e acontecem de
maneira recorrente, resultando por vezes na existéncia de diferentes citétipos dentro
de uma mesma populacgédo, a citar como exemplo a populacéo de R. pentamaculata
do rio Barra Grande — SC (Glugoski et al., 2023).
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Figura 2. Relacdo de filogenia do género Rineloricaria proposta por Covain et al. (2016) e tabelas

contendo reviséo de informacgdes citogenéticas das espécies contidas.

Species 2n Karyotype formula FN Reference
R. latirostris 46 10m+4sm+32st/a 60 1
46 10m+4sm+32st/a 60 1
46 10m+4sm+32st/a 60 1
48 6m+6sm+36st/a 60 2
43 17m/sm+26st/a 60 3
44 16m/sm+28st/a 60 3
46 14m/sm+32st/a 60 3
47 13m/sm+34st/a 60 3
48 12m/sm+36st/a 60 3
44 16m/sm+28st/a 60 3
45 15m/sm+30st/a 60 3
46 14m/sm+32st/a 60 3
47 13m/sm+34st/a 60 3
36 24m/sm+12st/a 60 3
nmg% af, latin %)s Y/ 23m/sm+14st/a 60 3
MEW%J 38 22m/sm+16st/a 60 3
‘:’r}g‘lg'r;g& § §.o $7 % e 39 21m/sm+18st/a 60 3
40 20m/sm+20st/a 60 3
gl W,:n}:gnsp R. kronei 64 6m-sm+58st-a 70 4
R"”’ etra R. quadrensis 70 6m/sm+64st/a 76 5
Fiﬂﬂw %%a R. strigilata 68 6m/sm+62st/a 74 4
‘C""‘“ uﬂ;’;‘:mss R. cadeae 64 2m/sm+62st/a 66 4
"ﬁ % S,Cﬂ marcensis 66 2m/sm+64st/a 68 4
= ":m:m& ,‘c‘adm. 66 2m+64st 68 6
,g,':;@g,e, R. parva 60 6m-sm+54st-a 66 7
”a i Sorers hi R. longicauda 70 8m/sm+58st/a 74 5
R. aff. langei 65 3m+62st/a 68 8
e ) 65 4m+61st/a 69 8
n.m.l %‘ A %}j‘fﬁ" "”9”;':. e 66 3m+63st/a 69 8
A A Aitiazoniar 67 3m+64st/a 70 8
ol mpoxawgi}‘&"ﬂomon Rineloricaria 67 4m+63st/a 7 8
Bihloiar wotlo 67 1m+66st/a 68 8
67 2m+65st/a 69 8
R. aequalicuspis 68 68st/a 68 5
R. microlepidogaster 68 68 st/a 68 5
Cis-Andean
ria sp. Pan
R"Bb"“"' %m:‘{, racantha ] Trans-Andean
%ﬂw Cg?'nnn
aria oran in
l——|£L 5o Maron 27 s o
U ricang sp. Huacam
Eﬁb@i}:"&fy sp. Von Humbolt
"ﬁ“’ At " Wt Commenine Species 2n  Karyotype formula FN Reference
L By R pentamaculota 56 4m+10sm+42st/a 70 1
"H% ”"' 7 ' 54 6m+4sm+44st/a 64 1
1 {L—"helrnato 8 ”“”Sguam“ 56 9m/sm+47st/a 64 9
Aol G AR 56 8m/sm+48st 64 9
Rir mﬂapeﬁ?amra 3.'2,. 56 8m/sm+48st/a 64 4

1A-1D: subgrupos com respectivas tabelas contendo informacao citogenética das espécies

contidas. 1C: grupo Rineloricaria lanceolata. FN: nimero fundamental. Asterisco: espécies com

polimorfismos de cariétipo descritas. Referéncias: 1 — Primo et al., 2016. 2 — Glugoski et al.,
2003. 5 — Venturelli et al.,

Giuliano-Caetano, 1998. 4 — Maia et al., 2010. 6 — Alves et al.,

2018. 3 -
2023. 7 -



15

Takagui et al., 2020. 8 — Cius et al., 2017. 9 — Porto et al., 2011. 10 — Porto et al., 2014. 11 — Marajé et
al., 2023.

A estabilidade de polimorfismos nas espécies do género € um paradoxo
guando se considera a baixa capacidade de dispersédo, do tamanho pequeno das
populacdes e o habitat em rios e riachos que limitam o fluxo génico. A variacao
cariotipica dentro destas populacfes oferece risco de inviabilizar cruzamentos entre
os individuos por meio da geracdo de gametas desbalanceados na meiose, o que
levaria ao declinio destas até o ponto de eventual extingdo. Alternativamente, esse
poderia ser considerado um inicio do processo de especiacdo simpatrica, onde
gradualmente as diferencas genéticas impediriam cruzamentos viaveis até o eventual
ponto de barreira reprodutiva. Ha incerteza sobre a contribuicdo destes tipos de
polimorfismo na evolucdo das populacdes de Rineloricaria, assim como a nhatureza
plesiomérfica destas caracteristicas, 0 que permanece como uma questdo de

interesse evolutivo e para a conservacao ainda em aberto.

1.6 DNAS REPETITIVOS

Os DNAs repetitivos sdo sequéncias com multiplas copias ao longo do
genoma, presentes tanto em procariotos quanto eucariotos — compondo neste Ultimo
grupo uma parcela significativa do genoma das espécies. Estas sequéncias podem se
organizar em tandem ou de maneira intercalada, e sdo categorizadas conforme a
quantidade de coépias (Figura 3). As sequéncias moderadamente repetitivas (10 a 10°
cOpias) de tipo intercalado com propriedade de mobilizacédo através do genoma séo
os elementos transponiveis (TEs) de DNA e RNA, estes subdivididos em mais classes;
e as sequéncias organizadas em tandem sdo divididas em microssatélites e
minissatélites. As sequéncias em tandem altamente repetitivas que possuem acima

de 10° copias sdo denominadas DNAs satélites (Liao et al., 2023; Jurka et al., 2007).
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Figura 3. Classes de DNAs repetitivos.

DNA sequences

I
I I

Single-copy DNA sequences Repetitive DNA sequences
|
| ]
Moderately repetitive DNA sequences Highly repetitive DNA sequences
I
| 1 | I
Interspersed repetitive sequences Microsatellite Minisatellite Satellite DNA

Tandem repetitive sequences

|
DNA transposons RNA transposons ‘

Fonte: Liao et al., 2023.

Os DNAs em tandem — satélites, minissatélites e microssatélites — séo uma
classe de DNA repetitivo que tem se mostrado de interesse nos estudos evolutivos.
Os satélites formam blocos de heterocromatina constitutiva (embora também haja
registros de que ocasionalmente podem ser encontrados em regides de eucromatina),
e sdo compostos de unidades repetitivas que vao de alguns poucos pares de base até
mais de um quilobase. Os minissatélites séo repeticbes de 5 a 100 pb, e possuem
proporcdo no genoma menor que oS microssatélites, que possuem repeticbes de
menos de 5 pb (Ruiz-Ruano et al., 2016; Liao et al., 2023).

Conforme o principio da “hipotese de biblioteca” mencionado no artigo de
Ruiz-Ruano et al. (2016), as familias de DNAs satélites (Satelitoma) séo relativamente
conservadas em espécies proximas, podendo apresentar leves diferencas na
amplificacdo das bibliotecas entre populacbes e individuos, o0 que 0s tornam
marcadores de interesse em estudos filogenéticos, além da elaboracdo de
marcadores para a identificacdo de regibes cromossOmicas. O satelitoma de
Rineloricaria lanceolata, o primeiro para o género, foi caracterizado por Oliveira (2022)
através de prospeccao in silico, o que resultou na identificagdo de 40 familias de
satDNA, sendo os satélites mais abundantes no genoma RlaSat01-732, RlaSat02-
1244 e RlaSat03-4715.

Os elementos transponiveis sdo um tipo de elemento genético movel que se
distribuem ao longo do DNA de modo intercalado. Sao divididos em Classe | e Classe

Il, e possuem mecanismos e estrutura distintos conforme sua categoria. Os TEs de
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RNA compdem a Classe |, que € subdividida em 5 superfamilias (LTR, LINEs, SINES,
DIRS e PLESs). A estrutura geral dos retrotransposons inclui genes de transcriptases
reversas, nucleases e proteinas ligantes a RNA, permitindo a movimentagcdo no
genoma através de um intermediario de RNA. Os TEs de DNA pertencem a Classe I,
e se inserem no genoma sem um intermediario de RNA. Possuem como principal
caracteristica estrutural por¢cbes terminais complementares denominadas TIR -
terminal inverted repeat sequences (Liao et al., 2023).

A proporcdo marcante dos DNAs repetitivos no genoma dos eucariotos €
acompanhada de funcbes igualmente relevantes. Previamente considerados de
maneira errbnea como “DNA lixo”, eles possuem papel na regulacdo da expressao
génica abrigando regibes promotoras, enhancers e RNAs reguladores, e funcéo
estrutural, compondo centromeros e teldbmeros. Os TEs s&o ainda indutores de
variacdo, ja que podem também interferir na expressao génica, causar mutacées ao
serem inseridos em genes, propiciar rearranjos cromossémicos e aumentarem o
tamanho dos genomas (Liao et al., 2023).

Os DNAs repetitivos podem colaborar para a ocorréncia de rearranjos, assim
como também podem ser remanescentes indicativos da ocorréncia destes eventos.
As sequéncias teloméricas intersticiais (ITS), por exemplo, sdo em mamiferos tanto
regides instaveis que favorecem a quebra de dupla fita quanto “cicatrizes” (repeticbes
de TTAGGG inseridas durante o reparo de DNA) dos eventos de rearranjo a depender
de seu tipo (Ruiz-Herrera et al., 2008). Em peixes os ITS, rDNAs, satDNAs e TEs
podem estar associados a rearranjos cromossodmicos de maneira causal e/ou por
consequéncia, sendo marcadores de interesse no estudo da evolucdo cariotipica
(Rosa et al., 2012; Primo et al., 2016,2018).

Em estudos dentro do género Rineloricaria, existem indicios do envolvimento
de rDNA 5S e ITS em rearranjos Robertsonianos de Rineloricaria lima, Rineloricaria
pentamaculata e Rineloricaria latirostris (Rosa et al., 2012; Primo et al., 2016; Glugoski
et al., 2023), assim como indicios de que ndo ha associacdes de rDNA 5S e ITS na
populacdo de R. pentamaculata do corrego lItiz (Cius et al., 2022). A participacdo de
microssatélites CA e GA na fusdo de cromossomos de Rineloricaria pentamaculata
também foi registrada por Glugoski et al. (2023), mostrando sua relevancia na

ocorréncia de rearranjos cromossomicos.
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O estudo de Glugoski et al. (2018) caracterizou as regides de 5S de duas
populacdes de R. latirostris — Rio das Pedras e Rio Piumhi — mostrando presenca de
degeneracdo em alguns sitios de 5S na populacdo do Rio das Pedras decorrente da
invasdo do TE hAT, além da presenca de sitios 5S em conjunto a ITS e regides de 5S
isolados, em contraste com a populagédo do Rio Piumhi contendo apenas sitios de 5S
isolados. Os sitios de 5S degenerados e os conjugados com ITS sdo destacados como
potenciais hotspots de recombinagdo, ao mesmo tempo em que a diferenca estrutural
dos sitios das duas popula¢des marca os distintos eventos cromossémicos que levam
as diferencas de cariotipo dentro da mesma espécie. Esse conjunto de caracteristicas,
portanto, torna evidente o papel de DNAs repetitivos como forca motriz da evolucao

do genoma.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da riqueza genética, existem poucos dados citogenéticos e de
sequenciamento disponiveis para 0s peixes neotropicais; estima-se que apenas 15%
das espécies de Loricariidae possuam dados citotaxonémicos (Takagui et al., 2020).
Rineloricaria, além de ser o género com mais espécies da familia Loricariidae, possui
espécies como Rineloricaria lanceolata com a peculiaridade da presenca de
polimorfismos cromossOmicos que ocorrem de modo intrapopulacional, o que parece
a primeira vista um paradoxo considerando o modo de vida do grupo. Dado o mistério
gue permanece a respeito de como a populacéo do Corrego da Onca — MS se mantém
em detrimento desta caracteristica e quais sdo as consequéncias para 0S processos
meioticos, pode-se considerar esta espécie relevante para estudos em Biologia

Evolutiva.



20

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente o0s individuos da espécie Rineloricaria
lanceolata da populacdo do Cdérrego da Onca — MS e investigar o polimorfismo

cariotipico da espécie, inferindo sobre suas causas e estabilidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o cariétipo da populacao de Rineloricaria lanceolata e do Cérrego
da Onca — MS;
e Investigar o comportamento de segregacdo na meiose de um cit6tipo com

rearranjo cromossomico;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM DE INDIVIDUOS

Foi realizada a coleta de 6 individuos da espécie Rineloricaria lanceolata
(Figura 4) do Corrego da Onga — MS, no municipio de Coxim (18° 30’ 23,9” S; 54° 40’
39,3” W), sendo que foram realizados 4 esfor¢os de coleta, ocorrendo a ultima no més
de agosto de 2021. Este periodo foi marcado por seca atipica no Pantanal, tendo sido
feitos esforcos de amostragem em diferentes oportunidades, sendo que somente em
uma campanha de campo foram capturados os exemplares constantes deste trabalho.
A coleta foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBio) e foram realizadas sob a Licengca SISBIO — 15115-1 (Anexo A). Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais para
Pesquisa da UEPG (CEUA — 0769342) (Anexo B). O uso de material genético foi
autorizado pelo Sistema Nacional de Gestdo do. Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN numero A6F96AE). Os espécimes
coletados foram depositados na colecéo ictiolégica do Museu do Capao da Imbuia de
Curitiba — PR.



22

Figura 4. Exemplar de Rineloricaria lanceolata coletado no Cérrego da Ongca — MS.

Fonte: a autora.

4.2 CITOGENETICA CLASSICA

As preparacdes foram feitas a partir dos tecidos de nadadeira, rim e gbnadas
obtidos dos espécimes para a obtencdo de células sométicas e gaméticas. Para a
preparacao das nadadeiras, foi realizado o protocolo de Kalous et al. (2010) (Anexo
C), que utiliza tecido em regeneracao e se apresenta como a metodologia mais
eficiente na obtencdo de metafases para este grupo. A preparacédo direta de rim e a
preparacdo de gonadas foram realizadas de acordo com os protocolos de Moreira
Filho & Bertollo (1990) (Anexo D) e Kligerman & Bloom, 1977, adaptado por Bertollo
(1978) (Anexo E).

As laminas foram feitas por meio de aspiracao, fixadas e coradas com Giemsa

a 10% diluido em tampao fosfato por 10 minutos, sendo posteriormente lavadas em
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agua corrente e secas por air-drying. A observacéo foi feita em microscépio Olympus
Bx41 e as metafases encontradas foram fotografadas com camera acoplada para a
caracterizacdo dos cariétipos e, no caso de preparacdes de gbnada, caracterizacéo
da meiose com registro fotografico de todas as fases, e contabilizacdo e

esquematizacdo dos arranjos de gametas formados.

4.3 CITOGENETICA MOLECULAR

A hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada conforme o protocolo de
Pinkel et al. (1986), utilizando sondas de rDNA 18S e 5s, além do Satl7 na
identificacdo de cromossomos e regides envolvidas em rearranjos cromossomicos. As
sondas foram marcadas por PCR a partir de dois métodos: marcadas com
digoxigenina-11-dUTP (Roche) e detectadas com anti-digoxigenina rodamina
(Roche); ou marcadas com biotina-14-dATP (Invitrogen) e detectadas por
streptavidina Alexa flior 488 conjugada (Invitrogen). A contracoloracédo das laminas
foi feita em DAPI (0,2 mg/mL) com antifading (Vector Laboratories, Burlingame, USA).
A double FISH com sondas de 5S e Satl7 foram respectivamente marcadas com
Atto550-dUTP (verde) e Atto488-dUTP (vermelho) respectivamente por nick

translation (Jena Biosciences, Jena, Germany).

4.4 ANALISES MOLECULARES

O tecido muscular foi destinado a extracdo de DNA com CTAB (Anexo F), que
teve propédsito tanto nas metodologias de citogenética molecular quanto de
bioinforméatica a partir dos dados de sequenciamento. Com o DNA extraido, foram
realizadas PCRs para amplificacdo de satélites de interesse para elaboragdo de
sondas de FISH, sendo depois estes marcados em PCRs de marcagédo. O DNA total
de um individuo da populacdo de R. lanceolata foi enviado para sequenciamento
massivo de nova geracdo (NGS) na plataforma BGISEQ-500 (BGI Shenzen
Corporation, Shenzen, China) (paired-end 2x100pb).
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4.5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

A partir dos dados de sequenciamento de Rineloricaria lanceolata foram feitas
as analises in silico para a montagem do satelitoma através do PARAM Shavak High-
Performance Computing (Universidade Estadual de Ponta Grossa — NAPI/Biolnfo). As
sequéncias brutas foram pré-processadas com o Trimmomatic (Bolger et al., 2014),
checadas pelos relatorios de qualidade do FASTQC e enviadas para a plataforma
Galaxy (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy), tendo sido utilizadas as
pipelines do RepeatExplorer2 e TAREAN (Novéak et al.,, 2020) para as etapas de
clusterizacao, identificacdo e anotacdo de DNAs repetitivos, com énfase nos satélites
e elementos transponiveis. A mineracédo dos satDNAs foi realizada de acordo com o
protocolo SatMiner (Anexo G) (Ruiz-Ruano et al., 2016). A filtragem dos satDNAs
encontrados foi feita a partir do software DeconSeq (Schmieder et al., 2011), com
sucessivas iteracdes das sequéncias remanescentes no RepeatExplorer2 até que néo
fossem encontrados mais satDNAs.

Com todos os satélites encontrados agrupados, foi realizada a anotacao
utilizando o software Geneious 2023.2 (Kearse et al., 2012) em conjunto com
Dimerator (DiaCarta) para remocdo de familias multigénicas. Em seguida, foi
verificada a homologia entre os satélites a fim de classifica-los em familias ou
superfamilias conforme proposto por Ruiz-Ruano et al. (2016). O RepeatMasker (Smit
et al., 2017) foi utilizado com a fungdo “cross_match” e modelo de Kimura 2-
parametros para calculo da abundancia e divergéncia dos satélites no genoma. Foram
encontradas 36 familias de satDNA com comprimentos de monémero que variam de
17 a 2699 pb. A proporcao de A+T nas familias de satélites foi de 0,3667 a 0,7714
(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas das familias de DNA satélites encontradas em Rineloricaria lanceolata.

Satélite Tama? ho de Abundancia Divergéncia A+T
Monomero
RlaSat01-55 55 0,002538109 9,08 0,6
RlaSat02-30 30 0,001778729 11,69 0,3667
RlaSat03-56 56 0,001735667 5,39 0,625
RlaSat04-45 45 0,001498782 6,12 0,5778
RlaSat05-482 482 0,000910710 2,51 0,3817

RlaSat06-34 34 0,000877623 10,78 0,5294
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RlaSat07-34 34 0,000653857 6,05 0,6471
RlaSat08-73 73 0,000571909 5,41 0,6575
RlaSat09-2699 2699 0,000532014 4,68 0,5950
RlaSat10-55 55 0,000432426 5,6 0,5636
RlaSat11-40 40 0,000385061 10,8 0,5
RlaSat12-66 66 0,000348504 5,74 0,6818
RlaSat13-432 432 0,000292688 10,03 0,5926
RlaSat14-779 779 0,000266922 6,6 0,6252
RlaSat15-45 45 0,000239250 4,31 0,6667
RlaSat16-35 35 0,000196332 7,43 0,6857
RlaSat17-1328 1328 0,000185489 3,34 0,6160
RlaSat18-29 29 0,000180374 12,05 0,6207
RlaSat19-50 50 0,000163912 4,71 0,7
RlaSat20-41 41 0,000163594 4,72 0,5610
RlaSat21-57 57 0,000142009 7,9 0,5614
RlaSat22-95 95 0,000141728 8,43 0,6316
RlaSat23-42 42 0,000137725 8,71 0,5476
RlaSat24-52 52 0,000137164 7,07 0,5385
RlaSat25-35 35 0,000132111 18,51 0,5714
RlaSat26-24 24 0,000132093 7,85 0,5833
RlaSat27-48 48 0,000125995 8,84 0,6458
RlaSat28-33 33 0,000119062 7,37 0,5455
RlaSat29-45 45 0,000117091 4,97 0,6444
RlaSat30-185 185 0,000113211 10,3 0,5405
RlaSat31-56 56 0,000110154 4,05 0,6607
RlaSat32-62 62 0,000106979 5,03 0,7419
RlaSat33-73 73 8,34E-01 4,63 0,4110
RlaSat34-33 33 8,21E-01 5,6 0,6364
RlaSat35-17 17 8,12E-01 10,5 0,6471
RlaSat36-35 35 7,56E-01 11,1 0,7714

O desenho dos primers de satélites de interesse foi feito com auxilio do
Geneious 2024.0 Free Trial e ferramenta Multiple Primer Analyser (ThermoFischer)
com a finalidade de elaboracéo de sondas para FISH. A selecéo foi realizada através
de anotacdo manual nas tabelas de cluster geradas pelo RepeatExplorer e relatorios
do TAREAN, buscando satélites com maior proporcdo no genoma e elementos
transponiveis com potencial envolvimento em rearranjos como a superfamilia
Tcl/Mariner. Entre os primers de satélites e elementos transponiveis utilizados,
apenas o primer do satélite Satl7 gerou resultados relevantes, sendo um marcador

presente em um par de cromossomos com segregacao mendeliana.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

ARTIGO: EXPLORING CHROMOSOMAL POLYMORPHISM AND EVOLUTIONARY
IMPLICATIONS IN RINELORICARIA  LANCEOLATA  (SILURIFORMES:
LORICARIIDAE): INSIGHTS FROM MEIOTIC BEHAVIOR AND PHYLOGENETIC
ANALYSIS

(Aceito para publicacdo na Revista Biology)

Vanessa Isabel Batista de Morais, Juliane Vida Lemos de Oliveira, Alessio

Alesci,Mara Cristina de Almeida, Roberto Ferreira Artoni

Simple summary: The genus Rineloricaria of Neotropical armored catfishes
has several species with chromosomal polymorphism, which is where individuals of
the same population have different numbers of chromosomes and chromosome
structures. This characteristic affects how these fish reproduce and adapt, but we don't
fully understand its role in the evolution of this fish group. This study looks at
Rineloricaria lanceolata, a species known for its chromosome polymorphism. It aims
to understand how these different karyotypes arise and how individuals with different
karyotypes can still produce offspring even when there is an imbalance in gamete
generation. We used one individual as a model to find out how the karyotype was
created. It turned out that two chromosomes from different pairs fused together to form
a third larger chromosome. This resulted in an odd number of chromosomes, which
led to different combinations of gametes being formed in meiosis because of how the

chromosomes paired.

Abstract: Chromosomal polymorphism is a significant aspect of population
genetics, influencing the adaptation and evolution of species. In Rineloricaria
lanceolata, a Neotropical fish species, chromosomal polymorphism has been
observed, yet the underlying mechanisms and evolutionary implications remain poorly
understood. This article aims to investigate the chromosomal polymorphism in
Rineloricaria lanceolata, focusing on elucidating the meiotic behavior of karyotypic
variants and tracing the phylogenetic origins of this polymorphism within the genus. By

employing molecular markers and cytogenetic techniques, we aim to uncover the
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mechanisms driving chromosomal rearrangements and their potential role in
speciation and adaptation. Understanding the genetic basis of chromosomal
polymorphism in R. lanceolata not only contributes to our knowledge of species
evolution but also holds implications for the conservation of genetic diversity within this
vulnerable group of Neotropical fishes.

Keywords: Chromosomal rearrangements; Robertsonian translocation;

meiosis; rDNA, repetitive DNA.

Introduction

Chromosomal polymorphism is a population attribute adhering to Ford's
definition (1940), ‘The occurrence together in the same habitat of two of more
discontinuous forms, or phases, of a species in such proportions that the rarest of them
cannot be maintained merely by recurrent mutation’. This can involve both the number
and structure of chromosomes. Such variations may occur naturally and have
implications for the adaptation and reproduction of organisms.

Polymorphism-generated variation can enhance genetic diversity, which
serves as the raw material for evolution. In response to environmental changes, certain
karyotypic variants may confer adaptive advantages, enabling individuals carrying
them to achieve greater reproductive success and pass on their genes more frequently
to the next generation. Conversely, karyotypic polymorphism can lead to segregation
issues in gamete formation, resulting in offspring with genetic anomalies, akin to well-
known chromosomal syndromes in humans (for a review dataset in OMIM, 2023).

Teleosts are widely distributed globally and extremely diverse, with over
30,000 known species (Nelson et al., 2016). Reports of chromosomal polymorphisms
in this vertebrate group are abundant (Galetti et al., 2000; Oliveira et al., 2009;
Gornung, 2013; Ocalewicz, 2013; Sandkam et al., 2021). The threespine stickleback
(Gasterosteus aculeatus) is a notable example, exhibiting chromosomal polymorphism
with variations in chromosome number and sex determination systems among different
populations. These variations have significant implications for the adaptation and
evolution of this species in various aquatic environments (Liu et al., 2022). Salmonids,
representing a family of ecologically and economically important fishes, are well-known

for their broad karyotypic variation due to chromosomal polymorphisms (Gaffaroglu et
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al., 2020). Recent genomic studies have aimed to link chromosomal variations to
adaptation, particularly in Atlantic salmon (Salmo salar). A variant chromosomal
translocation is strongly correlated with temperature in a population of S. salar in
Canada (Watson et al., 2022). This suggests that Robertsonian polymorphisms plays
a role in the local adaptation of Atlantic Salmon to specific environments.

An interesting group of Neotropical fishes, the Rineloricaria Bleeker, 1862,
comprises 71 valid species (Fricke; Eschmeyer, 2024), with polymorphic and non-
polymorphic populations regarding karyotypic formulae in various species (Takagui et
al., 2020). These small armored catfishes form population demes in small streams,
and some are rheophilic species associated with fast-flowing streams (Urbano-Bonilla
et al., 2023), widely distributed in South American rivers (Rodriguez; Reis, 2008; Vera-
Alcaraz et al., 2012). Despite being considered a diverse group with complex
taxonomy, molecular studies have suggested they form a monophyletic group (Figure
2 of dissertation) (Costa-Silva et al., 2015; Covain et al., 2016). Several
species/populations have been characterized with karyotypic variation attributed to
Robertsonian structural rearrangements (Giuliano-Caetano, 1998; Porto et al., 2011;
Rosa et al., 2012; Porto et al., 2014). Furthermore, this karyotypic variation is not fully
elucidated, with no investigation conducted at the level of meiotic chromosomes or
understood within the phylogeny of Rineloricaria (Covain et al., 2016).

The origin and mechanisms involved in karyotypic variation in Rineloricaria
remain an open question. The use of molecular markers at the chromosomal level,
especially through in situ localization of repetitive sequences, has indicated the
occurrence of centric fusions (Rosa et al., 2012; Primo et al., 2016; Glugoski et al.,
2022). Rosa et al. (2012) identified the occurrence of Interstitial Telomeric Sites (ITS)
associated with the location of 5S rDNA on chromosomes of R. lima. Based on these
findings, the authors suggest that ribosomal DNA could play a role as a breakpoint
facilitator for chromosomal fusion. Similar evidence was found in R. pentamaculata
(Primo et al., 2016), additionally verifying the enrichment of these chromosomal
regions with microsatellites (CA)n and (GA)n (Glugoski et al., 2022). It has recently
been demonstrated that in R. latirostris, besides the presence of rDNA sequences at
possible chromosomal breakpoints, A/G-rich microsatellites and sequences of the hAT

retrotransposon are also present in these chromosomal sites (Glugoski et al., 2018).
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Studying these populations with chromosomal polymorphism contributes to a
better understanding of the genetics and evolution of species, as well as the
conservation of genetic diversity in vulnerable groups. Thus, our objective is to deepen
knowledge about the chromosomal polymorphism described for R. lanceolata,
especially regarding the meiotic behavior of a karyotypic variant and the phylogenetic

origins of this feature in the genus.

Materials and Methods

Ethics statement

Fish collections were authorized by Chico Mendes Institute for Biodiversity
Conservation (ICMBIO - SISBIO-Licence number 15115-1), and the experimental
procedures were approved by the Ethics Committee on the use of the Animals for
Research at UEPG (CEUA Process number 0769342/2021). The use of the genetic
data in this study was authorized by the National System for the Management of
Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SISGEN number A6F96AE).

Sampling

Six individuals (three females and three males) of Rineloricaria lanceolata from
the Onga stream, a tributary of the Taquari river (Coxim, MS, Brazil: 18°30°23,9” S;
54°40°39,3” W) were analyzed (Fig 1, in detail). All individuals were identified by
morphological and barcode DNA criteria, and voucher specimens were deposited in
the fish collections of the Museu de Histéria Natural Capéo da Imbuia, Curitiba, PR,
Brazil (MHNCI), under the number MHNCI 12861.
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Chromosome preparations and DNA extraction

Mitotic chromosomes were obtained from the incomplete regeneration of the
animals' dorsal fin, following the protocol by Kalous et al. (2010). The meiosis of a male
individual was performed without prior application of intraperitoneal colchicine
according to Bertollo et al. (1978). Images were captured with an AXIOCAM MRm
camera in grayscale, a Zeiss AXIO IMAGER A2 microscope (Carl Zeiss, Germany),
and then processed with ZEN PRO 2011, and the karyotypes were assembled using
the Adobe Photoshop demo version. For each animal, at least 30 metaphase spreads
were examined to validate the 2n and karyotype.

To characterize meiotic segregation, 30 cells were counted in meiosis Il from
a male individual with 2n=47 chromosomes. The Chi-square test (a=0.05) was
performed to establish whether the haplotypes had the same frequency of formation in
meiosis (HO) or some deviation favoring a certain type of segregation (H1).
Chromosomes were classified as metacentric (m), submetacentric (sm), subtelocentric
(st) or acrocentric (a) according to arm ratios (Levan et al., 2009).

Genomic DNA was extracted from the liver of all species according to
Sambrook & Russel (2001). DNA quality was analyzed on a 1% agarose gel
electrophoresis and with a NanoVueTM UV/Vis spectrophotometer. Before the
procedures, the animals were sacrificed with clove oil (Eugenol) overdoses following

international best practice recommendations for the use of animals in research.

Whole-genome sequencing (WGS) and satellite DNA identification

Total DNA samples underwent next-generation sequencing (NGS) on the
BGISEQ-500 platform (BGI Shenzen Corporation, Shenzen, China) (paired-end
2x100pb configuration). Genomic coverage was approximately 0,7x considering the
size of 1,56 Gb from reference genome of Rineloricaria parva. The sequence referring
to RlaSatl7-1328 was deposited on GenBank database under access number
PP336777.
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In silico analyses were conducted in PARAM Shavak High-Performance
Computing (State University of Ponta Grossa HPC project - NAPI/Biolnfo
https://www.iaraucaria.pr.gov.br/napi-bioinformatica/). Pre-processing of raw data was
initially done with Trimmomatic (Bolger et al., 2014) for cropping and quality filtering of
reads of Q>20, which were then checked through FastQC reports. The files containing
sampling of library sequences were generated using command “rexp_prepare.py” and
submitted to Galaxy platform (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy) for
clustering and repetitive DNA characterization on RepeatExplorer2, TAREAN pipelines
(NOVAK et al., 2020). Mining was done accordingly to SatMiner protocol (RUIZ-
RUANO et al., 2016); filtering of the initial satellites encountered was done using
software DeconSeq (Schmieder; Edwards, 2011) and the remaining sequences
passed through a new RepeatExplorer clustering. The iteration of filtering and
clustering ocurred until no more satellites were found.

Further annotation of satDNAs was done using Geneious 2023.2
(https://www.geneious.com) and Dimerator (DiaCarta) softwares in order to search and
remove homologue sites of multigene families. All satDNAs remaining were then
characterized into variants, families and superfamilies and named based off Ruiz-
Ruano et al. (2016): sequences with at least 95% similarity were considered the same
satellite; sequences from 80-95% similarity and similar size were considered families
or variants; and groups with 50% or more similarity were classified as superfamilies.
Afterwards, RepeatMasker (Smit et al., 2010) was used with CrossMatch option and
Kimura 2-parameter model in order to estimate abundance and divergence of each
satellite in the genome.

Manual analysis of clustering table generated by RepeatExplorer protocol and
TAREAN reports were done in order to select satDNA sequences, of which RlaSat17-
1328 was identified as a marker of interest for comparison with the 5S marker due to
its labeling pattern in a single bivalent. Subsequently, primers were designed aimed at
the development of probes for chromosomal mapping by Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) using Geneious 2023.2 and evaluated using Multiple Primer

Analyzer tool (Thermo Fisher Scientific).
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Chromosome banding and FISH

The FISH procedure was conducted according to Pinkel et al. (1986), under
high stringency conditions, employing a 5S rDNA probe cloned from Leporinus (1999)
labeled with digoxigenin-11-dUTP and detection using anti-digoxigenin rhodamine
(Roche, Manheim, Germany). Double FISH slides were prepared following the protocol
with minimal adjustments, using probes for 5S rDNA and Satl7 respectively labeled
with Atto550-dUTP (green) and Atto488-dUTP (red) through Nick Translation (Jena
Biosciences, Jena, Germany).

For double FISH, slides were incubated for one hour at 60°C, followed by
treatment with 0.005% pepsin at 37°C for 5 minutes. Chromosomes were then
denatured in 70% formamide/2x SSC at 72°C for 3 minutes. Simultaneously, probes
were heated at 85°C for 10 minutes and then cooled to 4°C for 2 minutes. Hybridization
mixes were composed of 50ng of labeled DNAs, 50% formamide, 2x SSC, 10%
dextran sulfate, and Denhardt's solution (pH=7.0), making a total volume of 20pul.
Hybridization took place overnight in a dark chamber at 37°C. On the second day of
the protocol, slides were washed for 5 minutes in 1x SSC at 65°C and in 4x SSC/Tween
at room temperature, followed by a 1-minute wash in 1x PBS. After dehydration in an
alcohol series, slides were mounted with DAPI and Vectashield (Vector Laboratories,

Burlingame, USA).

Results

The karyotype of six individuals of R. lanceolata, one of the polymorphic
species of the genus (Figure 1), was mounted for identification of cytotype variation.
The diploid number ranged from 2n=45, 46 and 47, with FN varying between 48 and
52 (Table 2). All individuals had different cytotypes. Three individuals presented a
diploid number of 2n=47 chromosomes, and among these, three different cytotypes
were determined: Cytotype A (2m + 2sm + 2st + 41a, NF=51); Cytotype B (4m + 1sm
+ 2st + 40a, NF=52); and Cytotype C (2m + 2sm + 2st + 41a, NF=51). In Cytotype B,

the presence of a large submetacentric chromosome relative to the chromosomes of
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the complement that had not yet been described for the different cytotypes of the
species was observed, possibly representing a new chromosomal variation. Two
individuals had a diploid number of 2n=46 with distinct cytotypes: Cytotype D (1m +
4sm + 2st + 39a, NF=51) and Cytotype E (2m + 2sm + 2st + 40a, NF=50). Only one
individual presented a diploid number of 2n=45 chromosomes with Cytotype F (2m +
1sm + 2st + 40a, NF=48).

Slides were prepared with Giemsa staining (Figure 2) and fluorescence in situ
hybridization (FISH) (Figure 3) for analysis of chromosome preparations from fin and
gonad of the cytotype B individual (2n=47). From the material it was possible to locate
the pairing of a trivalent in metaphasis, following the karyotypic association (2211+1ll1I).
FISH methodology also revealed that two of the chromosomes in the trivalent
configuration were marked with the rDNA 5S probe and have distinct morphologies,
one being submetacentric and one acrocentric, evidencing chromosomal
rearrangement. The unconventional segregation of the trivalent when compared to a

bivalent marked with the RlaSat17-1328 satellite probe was shown in Figure 4.

Figure 1. Chromosomal polymorphisms are described in populations of the genus Rineloricaria in
different locations in Brazil.

Rineloricaria Karyotype Variability and Phylogenie

(2n =33 to 70) R. latirostris
R.cadeae
Rineloricaria teffeana Gl R.langei

2n = 33-34 (X1X1X2X2/X1X2Y)
Tefé river population
Marajo et al. (2023) G2

Rineloricaria lima
2n = 66-70 Areia/Agungui rivers
Rosa et al. (2012)

R.pentamaculata

R.lanceolata

Rineloricaria lanceolata
2n = 45-48 Onga stream population G4 | R.teffeana
Porto et al. (2014)

Rineloricaria latirostris
2n = 36-40 Mogi-Guagu river population
2n = 44-47 Passa Cinco river population .

2n = 44-48 Trés Bocas stream population
Giuliano-Caetano (1998)

Rineloricaria aff. langei
2n = 65-67 Iguacu river population
Cius et al. (2017)

Rineloricaria pentamaculata

2n = 54-56
Rineloricaria cadeae Barra Grande river population
" 2n = 64-66 Guaiba lake population Primo et al. (2016)

Maia et al. (2010)

Source: the author.
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Figure 2. Rineloricaria lanceolata meiotic cells with conventional staining (Giemsa), 2n=47.

The dynamics of the gonadal cells of an adult male in meiotic division highlight the regularity of gamete
formation, even though this individual has an odd diploid number. The karyotypic variants made possible
by this process are shown in the idiogram in figure 5. A. Interphasis. B. Zygotene. C, D, E and F.
Pachytene. G. Diplotene. H. Diacinesis. | and J. Metaphasis | K. Metaphasis | (two cells). L. Mitotic
metaphasis. Scale: 10um. Source: the author.
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Figure 3. Rineloricaria lanceolata cells of the individual with 2n=47 chromosomes with fluorescence in
situ hybridization (FISH) using rDNA 5S probe (red) and DAPI counterstain.

A. Mitotic metaphasis. B and C. Meiotic metaphasis. D, E, F, G, H, |. All gamete segregation possibilities
with emphasis on rearrangement-involved chromosomes during meiosis Il are shown. Arrows: trivalent

Genome Proportion

chromosomes paired in different positions during meiosis I. Scale:10um. Source: the author.

Figure 4. Satellitome abundance and divergence profile data (left) and trivalent segregation highlighted
by 5S probe (green) in contrast to bivalent conventional segregation shown with RlaSat17-1328 (red) in
double FISH.
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A. Mitotic metaphasis. B. Meiotic metaphasis (n=23) with presence of submetacentric marked with 5S.
C. Meiotic metaphasis with both chromosomes marked with 5S. D. Meiotic metaphasis with 5S marks
absent. Note the satellite marked chromosome regularly present from B-D meiosis. Source: the author.



Table 2. Cytogenetic data found for study individuals.

Cytotype 2n Karyotype formula FN
A 47 2m + 2sm+ 2st + 41a 51
B 47 4m + 1sm + 2st + 40a 52
C 47 2m + 2sm + 2st + 41a 51
D 46 1m + 4sm + 2st + 39a 51
E 46 2m + 2sm + 2st + 40a 50
F 45 2m + 1sm + 2st + 40a 48

FN: fundamental number. Source: the author.
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Analysis of mitotic and meiotic metaphases from FISH slides was done to

locate the involved chromosomes involved in rearrangement events and segregation

behavior of those chromosomes during meiosis (Figure 5). According to scheme in

Figure 5 and the meiotic metaphases in Figure 3, the chromosomal segregation was

comprised of six different haplotypes, with half of the possibilities having n=23 and the

other half having n=24 chromosomes, and quantity of chromosomes with 5S markings

ranging from 0 to 2. Table 3 presents the results of metaphase counting and Chi-

square test, which did not show a significant value (X2 = 2.8 < X2c = 11.07), supporting

the null hypothesis that the haplotypes have the same frequency.

Table 3. Observed Frequency of gamete segregation possibilities in meiosis Il cells (h=30) and Chi-

Square (a = 5%).

. Observed
Segregation Type Frequency
1A 5
1B 3
2A 5
2B 4
3A 8
3B 5
Total 30

X2, = 2,8 < X%, = 11,07

X2calc: calculated Chi-square. X2c: tabled Chi-square. Source: the author.
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Figure 5. New cytotype of Rineloricaria lanceolata originated from centric fusion and its consequences
on meiosis.
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A. Karyotype of B cytotype of a male individual, 2n=47. B. Origin of submetacentric chromosome through
centric fusion. C. Possibilities of gamete segregation during meiosis Il of the chromosomes involved in
studied rearrangement. Source: the author.

Discussion

Our study confirmed the presence of biarmed chromosomes in the
predominantly acrocentric karyotype of R. lanceolata, reflecting a polymorphism where
karyotypic variations are found in natural populations. The present description of a new
variant (cytotype B, with a new large submetacentric without a homolog) suggests the

involvement of other chromosomes in Robertsonian rearrangements in this species.
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The diploid numbers 2n=45, 46, and 47 found fixed in different individuals corroborate
the findings of Porto et al. (2014). Differences were found in the karyotypic formulas
given to the number of chromosome arms (NF, fundamental number), which reinforces
the insight that chromosomal rearrangements are more complex in this
species/population.

The suppression of meiotic recombination attributed to chromosomal
translocations is required as an important factor in karyotypic diversification and,
reflected in speciation, given the infertility rate of hybrids in gamete formation (Brown;
O’Neill, 2010). On the other hand, at the intraspecific level, our results indicate that the
occurrence of a large number of karyotypic variants in the population of R. lanceolata
from Rio Coxim, Mato Grosso do Sul, Brazil (at least 10 cytotypes described, Figure
6), dismisses the occurrence of gamete drive. In the meiosis of the individual with
cytotype B, we were able to observe the occurrence of a trivalent in pachytene and
follow it into metaphase |, as well as locate it in mitotic metaphases by fluorescent in
situ hybridization with 5S rDNA probe. FISH marking allowed us to propose that
submetacentric chromosome n. 4 is derived from a Robertsonian rearrangement
between two acrocentrics, one of which shares the same marking with 5S rDNA.
Although not directly involved in the recombination site involved in the rearrangement,
the 5S rDNA serves in this case as an important marker since it is shared only among

chromosomes that have undergone this event.



Figure 6. Cytotype ideograms found by Porto et al. (2014).
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A. Cytotype 1 with 2n= 48, karyotypic formula: 4m + 2st + 42a, NF= 54,13 B. Variation found in cytotype
2, with absence of one of homologues of metacentric pair 2 and the presence of a small acrocentric
chromosome; C. In cytotype 3, absence of one of homologues of metacentric pair 2, presence of a pair
of medium submetacentric chromosomes, absence of one homologue of acrocentric pairs 10 and 24,
and the presence of a small acrocentric chromosome; D. Cytotype 4, with presence of a medium
submetacentric chromosome and absence of one of the homologs of acrocentric pairs 10 and 24; E.
Cytotype 5, with absence of one of the homologues of metacentric pair 2, a medium submetacentric
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chromosome, absence of one of the homologues of acrocentric pairs 10 and 24, and a small
chromosome. F. Variation found in cytotype 6, with a medium submetacentric chromosome, and
absence of one of the homologues of acrocentric pairs 10 and 24, and a pair of small acrocentric
chromosomes; G. Cytotype 7, a pair of medium submetacentric chromosomes, and absence of
homologous pairs of acrocentric chromosomes 10 and 24; H. Cytotype 8, absence of one of the
homologues of metacentric pair 2, a pair of medium submetacentric chromosomes, absence of
homologous pair of acrocentric chromosomes 10 and 24, and a small acrocentric chromosome; I.
Cytotype 9, a pair of medium submetacentric chromosomes, absence of homologous pairs of
acrocentric chromosomes 10 and 24, and the presence of a pair of small acrocentric chromosomes; J.
Cytotype 10, a large and a medium submetacentric chromosome, absence of one of the homologues of
acrocentric pair 10, and absence of homologous pairs 10 and 24. Source: adapted from Porto et al.,
2014.

The combination of possible gametes formed by cytotype B (Figures 5B and
C) and a hypothetical cross with a more conserved karyotype with predominantly
acrocentric chromosomes would form karyotypic variants already described for this
species in nature. These results suggest that populations of Rineloricaria experience
karyotypic variation as balanced polymorphisms, as a strategy for maintaining genetic
variability in populations with restricted gene flow. Similar karyotypic variation is often
reported for other species of the genus Rineloricaria, such as in R. candeae (Alves et
al., 2003; Maia et al., 2010), R. kronei (Alves et al., 2003; Venturelli et al., 2021), R.
latirostris (Giuliano-Caetano, 1998; Primo et al., 2018; Glugoski et al., 2018), R. lima
[19], R. pentamaculata (Porto et al., 2011; Primo et al., 2016) and R. lanceolata (Porto
et al., 2014)(Figure 1).

The intrapopulational maintenance of karyotypic polymorphisms remains an
intriguing question, given the inherent disadvantages of producing inviable gametes,
especially aneuploids, in populations with a small number of individuals. The study by
Buj et al. (2022) with fish of the genus Telestes located in Croatia shares a similarity
in that, similarly to Rineloricaria, they are found in water bodies whose hydrography
has led to the formation of isolated populations with a low number of individuals. The
study of genetic diversity in these species and populations showed that most
populations had a high degree of diversity comparable to that found in large
populations. One hypothesis to explain this event is described in the model proposed
by Labar & Adami (2017), which indicates the predominance of balancing selection in
small populations and introduces the concept of "resistance to genetic drift". While
populations with a reduced number of individuals tend to maintain different traits,
including mutations that may be slightly negative and decrease adaptive value, this

decrease in the effect of genetic drift preserves genetic variability. The developed
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model also shows that, after reaching a point where there is a balance of drift effect
and the fixation of a considered positive trait, there is also a tendency to fix deleterious
mutations, consequently decreasing the adaptive value of the population and returning
to a state of resistance to genetic drift. This phenomenon could explain the occurrence
of karyotypic polymorphisms in various species of Rineloricaria, given the
characteristics of their populations.

The occurrence of karyotypic polymorphism attributed to Robertsonian events
occurring in different species and populations of Rineloricaria, when confronted with
the available phylogeny for these fishes, evokes the recurrence of homoplasies. All
internal clades established by Covain et al. (2016), represented by the letters G1, G2,
G3, and G4 (Figure 2 of thesis), present species with polymorphism and also with
stable karyotypes. However, our understanding is that this is a bias caused by the hard
interpretation from different areas of science. Even though it is a variable character at
the population level and, as such, cannot be considered a good phylogenetic marker
per se (Platnick et al., 1991), the occurrence of karyotypic polymorphism in this genus
requires a more parsimonious interpretation. We hypothesize that the underlying
mechanisms of karyotypic instability (Robertsonian translocations) are ancestral in
Rineloricaria and that, in certain situations, they are activated or deactivated.

Some authors have sought to attribute the breakpoints and centric fusions in
different species of these fishes, but there is no consensus on the effective participation
of moderately repetitive DNA such as ribosomal 5S (Rosa et al., 2012; Primo et al.,
2018; Glugoski et al., 2018) and 18S (Primo et al., 2016), heterochromatin rich in
satellite DNA or telomeric sequences (Porto et al., 2014; Glugoski et al., 2022), or even
the participation of pseudogenes and transposons (Primo et al., 2018; Glugoski et al.,
2018). Given this open question, we think that the diversifying mechanism (hot spots
of chromosomal recombination by translocation), active or not, is what should be
understood as the phylogenetic trait in the case of Rineloricaria.

Even for the most emblematic example of karyotypic evolution mediated by
centric fusions, the case of the Muntjac (Cervidae), it is still not fully elucidated in its
origins and molecular mechanisms. Recently, a significant advancement was made by
Yin et al. (2021), in understanding the impact of centric fusions on the 3D chromatin
architecture and the underlying molecular mechanisms of these rearrangements in

muntjac deer. These authors suggest, based on high-density genomes associated with
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Hi-C mappings, that the centric fusion rearrangements experienced in different Muntjac
species are conserved (TADs, topologically associated domains) and have been
facilitated by the presence of a complex repeat structure that led to illegitimate
recombinations between non-homologous chromosomes and, consequently, recurrent
chromosomal fusions

In Rineloricaria, is imperious to investigate the chromosomes or segments
involved in rearrangements through chromosome painting, as well as to unravel the
molecular and, perhaps, epigenetic mechanisms involved. The importance of
chromosomal territories (TADS) in the nucleus due to the eventual proximity of the
chromosomes involved in such translocations is not ruled out here. The fact is that this
is a fascinating scenario for understanding both the maintenance of these polymorphic
populations in nature and the adaptive value of different cytotypes.

Conclusions

In summary, our study on karyotypic variations in Rineloricaria lanceolata
reveals the complexity of karyotypic evolution in this species. Robertsonian
rearrangements play a fundamental role in generating karyotypic diversity and
maintaining balanced polymorphisms within these populations. The preservation of
genetic variability, despite potential disadvantages in producing inviable gametes,
suggests the operation of balancing selection in small populations. Further
investigation into the molecular mechanisms involved is essential for fully
understanding karyotypic evolution in Rineloricaria and calls for caution in its

phylogenetic interpretation.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Mostra-se necessario o emprego de metodologias de bioinformatica para
estudo do papel de DNAs repetitivos na ocorréncia de rearranjos cromossémicos e
entendimento dos mecanismos que permitem a manutengdo dos polimorfismos em
diversas populacdes de espécies do género Rineloricaria. A identificagdo taxondémica
a nivel molecular utilizando o mitogenoma € relevante, considerando que na regiao

existem outras espécies em simpatria.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo dos polimorfismos cromossémicos da populacdo de
Rineloricaria lanceolata do Cdorrego da Onca — MS compunha o foco principal deste
trabalho. Com a caracterizacdo citogenética de seis individuos da populacao, foi
encontrado um citétipo inédito que foi utilizado como modelo para estudo de meiose.
Foi observada a formacdo de trivalente, que associada a marcacdo 5S em
cromossomos de morfologia distinta — um acrocéntrico e um submetacéntrico —
indicou a ocorréncia de uma fuséo céntrica que levou a origem do cit6tipo 2n=47 deste
individuo a partir de um citotipo 2n=48. Constatou-se ainda a formacédo de gametas
desbalanceados devido a formacdo do trivalente, resultando em seis diferentes
possibilidades de segregacao que ocorrem na mesma frequéncia. Apesar do potencial
para a inviabilidade de gametas que as diferentes combinac¢des oferecem, sobretudo
quando considerada a diversidade de citétipos da populacdo, sugerimos que um
evento de “resisténcia a deriva” poderia permitir a manutencdo de polimorfismos na

populacao.
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Pesquisa Cientifica (DBCA), estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal
(CONCEA) e com as normas Intemacionals para a expenimentagio animal. Dessa forma, fica autorizada a

utilizacdo de peixes teledstens pertencentes aos grupos
taxondmicos: Astyanax ou Psalidodon (lambans); Celessema macropomum (tambaqui); Fiaractus
mesopotamicus {pacu); Loricariidae (cascudos) dos

géneros Ancisirus, Hypancistrus, Rhineloricaria e Steindachneridium melanodermatum  (suravi-do-
Iguagu), sendo 360 peixes por espécie (180 machos e 180 fémeas), para a execugdo desse projeto.
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Profa. Dra Luciana da Silva Leal Earolewsk
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Apimais CEUA-UEPG

Documento assmmade eletronicamente por Luciana da Silva Leal Karolew:ka, Presidente da
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ANEXO C - PREPARACAO DE CROMOSSOMOS A PARTIR DE NADADEIRA
(KALOUS et al., 2010)

Solucéao 1 (Stock): 7,48g NaCl + 0,18g KCI + 0,2g CaCl2 + 0,016g NaHCO3 em 1 It
de H20
Solucéo 2: 14,3 ml de solucéo 1 + 85,7ml of H20 + 0,025g de colchicina

1. Corte a nadadeira (corte reto). Manter o peixe em aquario por alguns dias, até que
vocé visualizar a regeneracdo incompleta da nadadeira, pois € necessario que as
células estejam em divisdo. Isso depende da espécie estudada, 4 dias, 7 dias, 15 dias

e no caso do presente estudo 18 dias.

2. Depois de uma regeneracgao incompleta, cortar a nadadeira novamente para obter

0S Cromossomeos.

3. Coloque a nadadeira em placa de Petri e adicione 5 ml ou mais da solucédo 2 (a

nadadeira deve ser completamente coberta); e mantenha por 2 h na estufa em 30° C.

4. Apés 2 h, adicionar 5 ml de fixador (Metanol 3: 1 de acido acético) e deixe na

geladeira por 25 min a 4° C.

5. Remover a solucao com pipeta Pasteur de vidro e adicionar 5 ml de fixador e deixar

na geladeira por 25 min a 4° C. Repetir o passo 5 por 3 vezes.

6. A ultima fixacdo (5 ml de fixador) pode ser armazenada na geladeira a 4° C por 25

minutos ou durante a noite, se necessario, e depois iniciar o préximo passo.

7. Preparar 50% de acido acético/agua e colocar a nadadeira na placa de Petri.
Colocar 40 ul de acido acético sobre a nadadeira e dissolver o tecido com uma pinga.
Depois remover o liquido com uma pipeta e colocar em tubos tipo Eppendorf.

Mantenha os tubos em gelo a 0 ° C, e realizar o gotejamento no mesmo dia.

8. Pegar 50 pl para fazer gotejamento. Colocar o volume sobre uma lamina aquecida
em placa a 37° C, aspirar o material a assim proceder varias vezes sobre diferentes

pontos da lamina.
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ANEXO D — TECNICA ALTERNATIVA PARA PREPARACOES
CROMOSSOMICAS EM PEIXES (KCI) (MOREIRA FILHO & BERTOLLO, 1990)

1. Sacrificar o animal e retirar o rim anterior.

2. Colocar o material, previamente lavado em solucéo hipotdnica, em uma cuba de
vidro contendo 7-10 ml de solucao hipotdnica de KCI 0,075 M.

3. Dissociar o material com pincas de dissec¢ao para separar as celulas, completando

0 processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4. Incubar o material em estufa a 37° C. Apés passar 10 minutos, pingar 1-2 gotas de

solucédo aquosa de colchicina 0,0125%. Deixar na estufa por mais 15-20 minutos e
pingar 5-10 gotas de fixador recém-preparado (alcool metilico 3 : &cido acético 1),
ressuspendendo o material. Centrifugar durante 10 minutos a 900 rpm.

5. Retirar o sobrenadante com auxilio de uma pipeta Pasteur e proceder a fixacao
segundo a técnica de “air-drying”.
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ANEXO E — PREPARACAO DE CROMOSSOMOS MEIOTICOS (KLIGERMAN &
BLOOM, 1977, adaptada por BERTOLLO, 1978)

1. Injetar, intraperitonialmente, solucdo de colchicina 0,05% na proporcdo de

1ml/100g do animal.

2. Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de uma hora. Apds este

tempo, sacrificar o animal e retirar os testiculos.

3. Seccionar o0 6rgao em fragmentos pequenos e coloca-los em solucéao hipotbnica
de KCl a 0,075 M por 20 minutos.

4. Transferir o material para o fixador (metanol: acido acético, 3:1) recém-preparado.

5. Repetir o processo de fixacdo mais uma vez. A seguir, 0 material pode ser

guardado no refrigerador a 4° C ou processado conforme os itens seguintes:

6. Retirar o material do fixador e transferir alguns fragmentos do érgao para uma placa
escavada, adicionando duas a trés gotas de acido acético a 50%.

7. Fragmentar o material com cuidado a fim de obter uma suspenséo celular.

8. Com uma pipeta Pasteur, colocar uma gota de supensdo sobre uma lamina

aguecida a 30-35° C, reaspirando-a imediatamente.
9. Repetir o item 8 em mais 2 ou 3 campos da lamina.

10. Corar com Giemsa 5%.
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ANEXO F — EXTRACAO DE DNA METODO CTAB

Tampao de extracdo com CTAB separado. Para 15 mL de solugéo tampao:

5mL de NaCl 5M ([ ] final 1M)
5mL EDTA 0,5M ([ ] final 0,1M)->Pesar 2g de NaOH ph—>8
5mL TRIS-HCI 1M pH 8.0 ([ ] final 0,1M)

Processo de extracao: (0,2g de tecido +-)
360uL de tampéo sem CTAB;
240 uL de CTAB 5%;
13uL de proteinase K (10mg/mL);
10uL de RNAse (10mg/mL);>37°C 3h.
15uL de DTT (1M) ou 5 pL de pB-Mercaptoetanol.

Colocar a 50°C por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido;
Adicionar 600uL de cloroférmio;

Agitar durante 5 min (vértex suave). Centrifugar a 8000 rpm por 5 min;

Retirar sobrenadante (contém o DNA) e transferir para um novo tubo;

Adicionar 600 uL de Etanol (Absoluto) e deixar a —20°C por 2 horas ou overnight;
Centrifugar a 14.000 rpm por 15 min. (alinhar os tubos na centrifuga);
Descarta-se o sobrenadante;

© N o o b~ W hPE

Lavar o pellet com (ndo misturar) 500uL de etanol 70%. Centrifugar por 2 min e
retirar o sobrenadante (14000 rpm);

9. Deixar secando na estufa a 40°C no MAXIMO e ressuspender em 20puL de TE;
10.Banho maria 30°C+- (Se precisar, para diluir DNA);

11. Armazenar no freezer.
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ANEXO G — PIPELINE DE ANALISE DE SATDNA (RUIZ RUANO et al., 2016)
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