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Resumo

Os estudos em citogenética de peixes Neotropicais tém se expandido de modo consideravel nos
ultimos anos, principalmente devido a incorporagdo de novas técnicas de obtencao e interpretagao
de dados cariomorficos. O presente estudo se inseriu no programa geral de estudos de
Citogenética ¢ Genética Molecular de Peixes Neotropicais que vem sendo desenvolvido no
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (IBB/UNESP/Botucatu). Foram analisadas
citogeneticamente, com relagdo aos aspectos estrutural e molecular cinco espécies de peixes da
ordem dos Siluriformes, tendo como foco especial as espécies mais representativas da familia
Heptapteridae, sendo Rhamdia quelen, Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi,
Heptapterus mustelinus e Imparfinis mirin encontrados nos componentes das bacias hidrograficas
dos rios Grande, Tiet¢ e Paranapanema, no Estado de Sao Paulo, além de espécimes de
Pimelodella elongata, provenientes do Rio Dos Bocas (03°16'07.6"S 079°44'14.8"W) Province El
Oro, Equador. As andlises de citogenética cldssica envolveram a aplicacdo das técnicas de
coloragdo por Giemsa para a caracterizacdo do niimero diploide das espécies, que mostrou
variagdo entre 2n=46 a 2n=58 cromossomos ¢ o bandamento C para a localizacdo de regides
heterocromaticas, além de técnicas de citogenética molecular com produgdo de sondas e
mapeamento dos genes de DNAr 5S e 18S e mapeamento fisico de 4 sequéncias de
microssatélites ((CA)is, (GA)1s, (CG)is e (TTA)10). Além disso, foi realizado a extracdo de RNA
de pele em espécies de Rhamdia e Pimelodella para anélise de seu transcriptoma. A integralizagao
de abordagens em nivel estrutural e molecular no estudo dos cromossomos permitiu a
compreensdo de questdes relacionadas a biologia evolutiva dos componentes da familia
Heptapteridae e, por conseguinte, dos mecanismos envolvidos nos processos de diferenciacdo e de

especiagdo dos peixes Neotropicais.



Abstract

Studies on cytogenetics of the Neotropical fishes have expanded considerably in recent years, mainly
due to the incorporation of new techniques for collecting and interpreting karyomorphic data. This study
forms part of the general program of Cytogenetics and Genetics studies Neotropical Fish Molecular
being developed in the Laboratory of Biology and Genetics Fish (IBB / UNESP / Botucatu). Species and
fish populations of the order of Siluriformes were cytogenetically analyzed with respect to structural and
molecular aspects, with the special focus on the most representative species of Heptapteridae family,
Rhamdia quelen, Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi, Heptapterus mustelinus and
Imparfinis mirini found in components of river basins of the Grande, Tiete and Paranapanema rivers, in
the State of Sdo Paulo, as well as specimens of Pimelodella elongata, were collected at Dos Bocas
(03°16'07.6"S 079°44'14.8"W) in the Province El Oro, Ecuador. The karyomorph analyzes involved the
results obtained by using Giemsa staining techniques for the characterization of the diploid number of
the species, which showed variation between 2n=46 to 2n=58 chromosomes, C-banding and
chromosome location for the heterochromatic regions , as well as techniques of molecular cytogenetics
in the production of probes and mapping of 5S rDNA and 18S genes and physical mapping of
microsatellite sequences 4 ((CA)is, (GA)1s, (CG)1s e (TTA)10). and extraction of RNA of the species
Rhamdia and Pimelodella for analysis of their transcriptome. The approach involving structural and
molecular levels in the study of chromosomes allowed the understanding of questions related to
evolutionary biology of the Heptapteridae family components and therefore the mechanisms involved in

the processes of differentiation and speciation of Neotropical fish.
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Introducéo 1

1 Introducéao

1.1 Consideragdes sobre a citogenética: avangos técnicos em peixes

A citogenética vem contribuindo de modo efetivo ndo s6 para estudos taxondmicos e
filogenéticos, como também para uma maior compreensao da estrutura dos cromossomos dos
vertebrados devido ao seu grande avanco nos ultimos anos, principalmente a utilizacdo de
novas técnicas. Hoje esses avancos técnicos tém se refletido nos estudos citogenéticos em
peixes, resultando numa expansdo consideravel do nimero de espécies estudadas. Na regido
Neotropical ja foram analisadas cerca de 1040 espécies de peixes de dgua doce, sendo 475 da
ordem Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e 199
espécies que ndo pertencem a superordem Ostariophysi (revisdo em Oliveira et al., 2007).
Este levantamento aponta ainda que a ocorréncia de cromossomos supranumerarios foi
descrita em 38 espécies e que a presenca de cromossomos sexuais foi identificada em 62
espéecies, sendo que 40 delas apresentaram heterogametia feminina e 22 mostraram
heterogametia masculina. Estes resultados mostram um aumento substancial das informacgoes
cariotipicas em peixes, se comparados ao levantamento realizado por Oliveira et al. (1988a).
Contudo os dados sdo ainda incipientes, se considerarmos que podem existir cerca de 6.000

especies de peixes distribuidas nessa regido biogeografica (Reis et al., 2003).

A crescente aplicacdo de técnicas de bandamento cromossémico a partir de 1970,
notadamente as de bandas C, as bandas obtidas por tratamentos com endonucleases de
restricdo e o emprego de fluorocromos base especificos como a Cromomicina A3 e 0 DAPI,
permitiram ndo s6 uma melhor caracterizacdo da diversidade cariotipica, como também uma
melhor compreensao da estrutura dos cromossomos dos peixes e 0 entendimento das relagdes
evolutivas existentes entre diferentes taxons (revisdo em Almeida-Toledo et al., 2000b). Mais

recentemente, o desenvolvimento de sondas especificas como aquelas para genes ribossomais
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e de histonas, constituidas por sequéncias de DNA de moderada repetitividade, as de DNA
altamente repetitivo (DNA satélite) como aquelas para os sitios de retrotransposons Rex 1 e
Rex 3 e o advento da utilizacdo da técnica de microdisseccdo cromossdmica, método que
possibilita o isolamento direto de DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida do
genoma, tem possibilitado a identificacdo e hibridizacdo de segmentos especificos de DNA
em cromossomos metafasicos, através da técnica denominada FISH (Fluorescent in situ
hybridization). Esse tipo de abordagem citogenética em nivel molecular permite, ao se estudar
porcdes diferenciais da cromatina nos cromossomos, obter informacgdes mais precisas acerca
da presenca de determinadas sequéncias de DNA, detectar rearranjos cromossoémicos,
determinar a origem de cromossomos, construir mapas génicos e até mesmo estabelecer
relacBes filogenéticas entre as espécies, além das técnicas revelarem caracteristicas mais
detalhadas sobre o genoma pela presenca de bandas longitudinais nos cromossomos,
composicdo de heterocromatina, particularidades estruturais e funcionais das regides
organizadoras de nucléolos, entre outras (revisdo em Sumner 1972, 1990; Phillips e Reed,

1996; Henning, 2007, Sene et al., 2015).

O estudo citogenético continuo e sistematico de determinados grupos de peixes tem
levado ao esclarecimento de questdes taxonémicas, a identificacdo de espécies cripticas,
assim como a um melhor entendimento tanto da estrutura e variabilidade cromossémica
quanto dos processos evolutivos que envolvem o caridtipo dos peixes, que ocorrem em grande

diversidade na regido Neotropical.

1.2 Citogenética Molecular: construcdo de mapas geneticos

Marcadores citogenéticos e genéticos de DNA tém sido desenvolvidos para o
mapeamento de segmentos cromossémicos e revelacdo da sua estrutura e atividade génica,

mas também tém sido empregados com grande sucesso na aquicultura, com o objetivo de
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identificar espécies e populagdes, bem como de melhorar tracos importantes nos estoques de
peixes, como 0 aumento do crescimento e a resisténcia a doencas. Diversos marcadores
moleculares vém sendo utilizados para a construcdo de mapas genéticos, que podem oferecer
beneficios particulares para a aquicultura, especialmente para a identificacdo de estoques,
analises de caracteristicas quantitativas, cruzamentos seletivos e acesso a variabilidade
genética das populacdes (Hashimoto et al., 2010). A construcdo dos mapas genéticos é de
grande importancia também para estudos comportamentais, morfoldgicos, fitogeogréaficos e

evolutivos, entre outros.

Os mapas genéticos podem ser construidos atualmente de trés maneiras: (1) pelo
mapeamento fisico, que localiza segmentos de DNA nos cromossomos e nos caridtipos das
espécies por metodologias citogenéticas; (2) por métodos que envolvem o estabelecimento de
mapas genéticos de ligacdo, destinados a ordenar os marcadores moleculares nos
cromossomos com base na frequéncia de recombinacao entre os locos génicos e, (3) com base
no sequenciamento completo de nucleotideos do genoma de uma espécie (Martins et al.,
2004). Em ciclideos, que representam um grupo de peixes bastante estudado atualmente, a
construcdo de bibliotecas gendmicas para 0 mapeamento genético das espécies esta voltada
para as espécies africanas como Oreochromis niloticus (Katagiri et al., 2001) e Haplochromis
chilotes (Watanabe et al., 2003). Além disto, ja existe um mapa genético de ligacdo descrito
na literatura construido a partir de sequéncias microssatélites e AFLPs (Anonymous Fragment
Length Polymorphisms) (Kocher et al., 1998), bem como o primeiro mapa fisico que reune
todos os tipos de sequéncias repetitivas j& mapeadas nos cromossomos de Oreochromis

niloticus (Martins et al., 2004).

A microdissec¢do cromossdmica € um método confidvel para o isolamento direto de
DNA de qualquer regido do genoma citogeneticamente reconhecida. O material dissecado

pode ser usado para vérias aplicacOes, incluindo a elaboragdo de sondas para FISH,
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construcdo de bibliotecas cromossdmicas banda-especificas e o mapeamento fisico dos
cromossomos para analise citogenética. A técnica de microdissec¢do foi introduzida
inicialmente em citogenética humana (Bates et al., 1986), com a construcdo de uma biblioteca
do cromossomo 2 usando-se fragmentos cromossémicos dissecados de metafases nao coradas
ou bandeadas. Posteriormente, Ludecke et al. (1989) elaboraram um procedimento de
microdisseccdo no qual foi utilizada a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) para
amplificar as pequenas quantidades de DNA dos fragmentos cromossémicos dissecados,
sendo que este método foi aperfeicoado por Senger et al. (1990) que dissecaram com sucesso
bandas especificas de cromossomos bandeados com a técnica GTG. No inicio da década de
90, Meltzer et al. (1992) e Deng et al. (1992) desenvolveram a técnica de micro-FISH, na qual
a microdissec¢do cromossdmica € seguida pela amplificacdo do material dissecado via PCR,
utilizando-se um primer degenerado (DOP — Degenerated Oligonucleotide Primer), sendo,

entdo o produto desses PCR utilizado como sonda para FISH.

A técnica de micro-FISH permite a localizacdo cromossdmica de sequéncias
especificas, a deteccdo de anormalidades cromossdmicas e a “pintura” de cromossomos
inteiros (Trask, 1991). Em humanos, quando aliada as metodologias de citogenética classica,
esta técnica tem sido uma poderosa ferramenta da genética clinica na caracterizacdo de
complexos rearranjos cromossémicos (Meltzer et al., 1997; Wiltshire et al., 2001; Nuntakarn
et al., 2002; Hu et al.,, 2004; entre outros). No contexto da evolu¢do cromossémica, a
metodologia de micro-FISH tem sido utilizada também na identificagdo dos rearranjos
cromossémicos envolvidos no processo evolutivo de primatas (Taguchi et al., 2003; Nieves et
al., 2005; Neusser et al., 2005), cervideos (Li et al., 2005) e roedores (Fagundes et al., 2000;
Marchal et al., 2004), entre outros. Neste contexto, e levando-se em consideracdo que a
pintura cromossémica tem sido amplamente utilizada em estudos citogenéticos e evolutivos

em outros grupos, esta técnica poderia caracterizar-se como uma tecnologia muito promissora
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na analise de homologias e diferenciacdo cromossémica em peixes. Os primeiros trabalhos
relacionados a microdisseccdo cromossdmica em citogenética de peixes Neotropicais
envolveram 0s cromossomos sexuais de representantes do género Eigenmannia onde
recentemente (Henning et al., 2007 e Sene et al., 2014) utilizaram sondas confeccionadas a
partir dos cromossomos X e Y microdissectados de duas espécies do género Eigenmannia
com grande sucesso, realizando inferéncias sobre a origem dos cromossomos sexuais nas

espécies estudadas.

1.3 DNA repetitivo: seu papel na organizacéo do genoma

As sequencias de DNA repetitivo constituem a maior fracao do genoma dos eucariotos
se dividindo em duas classes: repeti¢oes em tandem (satélites, minissatélites e microssatélites)
e elementos dispersos (transposons e retrotransposons) (Ferreira et al., 2011; Cioffi et al.,
2012; Sene et al., 2015). Embora algumas sequéencias de DNA repetitivo possuirem fungoes
claras, como DNA ribossomal, centromérico e telomeérico, outras até recentemente foram
consideradas como DNA lixo (Biémont e Vieira, 2006). No entanto, estudos demonstram sua
grande importancia na manutenc¢ao da estrutura genomica, sendo sua formacao um processo
continuo e provavelmente mais antigo que a divergencia das primeiras linhagens de

eucariotos (Jurka et al., 2005).

Diversos estudos demonstram sua importancia no processo de expressao genica (Liu et
al., 2001), recombinacao (Biet et al., 1999) e replicacao no DNA (Li et al., 2002), tendo
também um importante papel na organizagao estrutural e funcional dos cromossomos e nos
processos de diferenciagao sexal, como visto em estudos recentes em Oreochomis niloticus
(Martins, 2007; Ferreira e Martins, 2008) em espécies do genero Triportheus (Yano et al.,
2014) e ainda em espécies do género Eigenmannia (Sene et al., 2015). Sugere-se, ainda, que

estas sequeéncias repetitivas estejam envolvidas em rearranjos cromossomicos, como delegoes,
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duplicagoes, inversoes e translocagoes, tendo grande influéncia nas variagoes cariotipicas
observadas em muitos grupos (Kidwell, 2002). As moléculas de RNA ribossomal sao
codificadas por duas familias multigénicas distintas, a primeira corresponde ao rDNA 45S que
esta organizado em matrizes em tandem contendo unidades de transcricao para oS genes
rDNA 18S, 5.8S e 28S, enquanto a segunda familia ribossomal transcreve o rRNA 5S. As
duas classes de rDNA 45S e 5S tem sido extensivamente mapeadas em genomas de peixes

(Cioffi e Bertollo, 2012).

Na maioria das espécies, estas duas classes se apresentam em cromossomos diferentes
enquanto em outras elas ocorrem em sintenia, como ¢ 0 caso de todas as espécies estudadas
do genero Prochilodus, as quais apresentam sintenia dos genes ribossomais 45S e 5S (Jesus e
Moreira- Filho, 2003; Voltolin et al., 2013). As sequéncias de DNA ribossomal em peixes
apresentam diferentes niveis de variagao entre os grupos (Vicari et al., 2010; Ugarkovic &
Plohl, 2002), e seus padroes de variagao tém sido informativos sobre 0s processos
microevolutivos e filogenéticos desses grupos (Vicari et al., 2008; Molina et al., 2012). Estas
sequencias podem ser facilmente isoladas e encontram-se distribuidas em diversas regioes do
genoma, gerando sinais de facil visualizagao apos hibridizagao nos cromossomos (Martins et
al., 2006). Os primeiros trabalhos de mapeamento fisico através das hibridizagoes in situ
utilizando como sondas sequencias de DNAs repetidos foram feitos com DNA ribossomais

(rDNA) 28S, 18S, 5.8S e 5S (Martins et al., 2006).

Os microssatelites, também conhecidos como repeticoes de sequencias simples,
consistem de motifs curtos (1 a 6 nucleotideos de comprimento) organizadas por matrizes em
tandem (Cioffi e Bertollo, 2012). Esta regiao genomica possui a capacidade de dar origem a
variantes com um namero diferente de repeti¢coes, podendo ser organizados em trechos longos
gue consistem de centenas a milhares de unidades de sequéncias e geralmente associadas a

heterocromatina constitutiva em diversas espécies (Martins, 2007). Os microssatelites estao
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presentes nos centromeros e telomeros dos cromossomos dos eucariotos, desempenhando
funcdes na manutencao e propagacao do material genético nuclear, ja que varias proteinas se
ligam por afinidade a estas sequéncias (Csink e Henikoff, 1998). Além disso, o estudo das
sequéncias de DNA repetitivo ¢ importante para o conhecimento da estrutura cromossomica,
além da origem e evolugao dos cromossomos B cuja composicao ja estudada indica ser
principalmente de DNA repetitivo e sexuais, onde as regioes teloméricas dos cromossomos W
e Y apresentam um grande bloco heterocromatico em relagao aos respectivos Z e X (Martins
et al., 2004; Galetti & Martins, 2004; Parise-Maltempi et al., 2007; Schemberger et al., 2011;
Pansonato-Alves et al., 2011). Estudos evidenciados no genoma de Hoplias malabaricus,
utilizando 12 diferentes microssatélites resulta na hibridizagao em regioes subteloméricas e
heterocromaticas de varios autossomos, com uma quantidade diferenciada de sinal entre 0s

cromossomos sexuais (Cioffi et al., 2011).

Em estudos com peixes, os dados disponiveis com sondas de DNAr 5S demonstram o
predominio a ocorréncia de apenas um par cromossdmico portador deste gene ribossémico em
Siluriformes (Kavalco et al., 2004) e, em alguns casos, mostraram-se eficientes para
diferenciar espécies proximas (Garcia, 2005). J& a compactacdo do genoma dos vertebrados
de sangue-frio, no entanto, distingue-se consideravelmente quando comparada a dos
vertebrados de sangue-quente e essa diferenca seria umas das dificuldades que
impossibilitariam a obtencao de bandas longitudinais estruturais nos cromossomos dos peixes
(Galetti Jr e Martins, 2004). Esta caracteristica ocasionou um ‘“gap” em relacdo a
nomenclatura, pareamento e descricdo de processos estruturais que envolvem determinadas
regides cromossdmicas em peixes. O estudo da distribui¢ao cromossomica do DNA repetitivo
no genoma de peixes, embora relativamente recente, ¢ uma ferramenta importante na analise

da organizagao genomica e evolugao das espécies (Cioffi e Bertollo, 2012).
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1.4 Consideracdes sobre a ordem Siluriformes e a familia Heptapteridae

Os peixes da familia Heptapteridae estdo amplamente distribuidos na regido
Neotropical, sendo uma das familias mais representativa dentro da ordem Siluriformes;
popularmente sdo conhecidos como “bagres”, “mandis” e “peixes-gato”. Essa familia faz

parte da superordem Ostariophysi, que possui 38 familias, aproximadamente 485 géneros e

2800 espécies (Nelson, 2006).

Os componentes desta ordem podem ser facilmente identificados morfologicamente
devido a presenca de um corpo nu envolto por pele espessa e que pode apresentar-se total ou
parcialmente coberto por placas dsseas (Britski et al., 1988). As nadadeiras sdo raiadas e bem
separadas, sendo que nas nadadeiras dorsais e peitorais o primeiro raio se apresenta como um
aculeo forte e pungente; as nadadeiras adiposas encontram-se geralmente presentes e bem
desenvolvidas, enquanto a nadadeira caudal assume formato variavel. Caracterizam-se, ainda

pela presenca de trés pares de barbilhGes sensitivos (Mees, 1974).

Os exemplares nas diferentes espécies se apresentam com tamanhos caracteristicos,
desde pequeno até grande porte e habitos sedentéarios, que contribuem para dificultar a
superacdo de obstaculos como cachoeiras ou corredeiras que se interpem as suas raras
migracdes. Ocupam geralmente o fundo dos rios, escondendo-se por entre as pedras e a
vegetacdo (Britski, 1981) e sdo caracterizados por desenvolverem atividades
predominantemente crepusculares ou noturnas, quando saem a procura de alimento
constituido principalmente por vermes e insetos, utilizando-se principalmente de seus sentidos

quimicos (olfato e gustacdo) (Sterba, 1973).

Os estudos taxondmicos envolvendo os representantes deste grupo realizados por
Lundberg et al., (1991a; 1991b) e de Pinna (1998) reconheceram a existéncia de trés grupos

monofiléticos dentro da familia Pimelodidae, equivalentes as subfamilias Pimelodinae,
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Heptapterinae (Rhamdiinae) e Pseudopimelodinae. Estudos filogenéticos e de caracteristicas
morfologicas elevaram estes grupos a categoria de familias (Nelson, 2006; Ferraris, 2007).
Nesse sentido, os estudos citogenéticos auxiliaram no estabelecimento das trés familias, que
apresentaram numeros dipléides predominantes caracteristicos de 54, 56 e 58 cromossomos
em Pseudopimelodidae, Pimelodidae e Heptapteridae, respectivamente (Swarca et al., 2000;

Garcia, 2005; Martinez et al., 2008 a Kantek et al., 2015).

A familia Heptapteridae € composta por 25 géneros sendo eles: Acentronichthys,
Brachyglanis, Brachyrhamdia, Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella,
Heptapterus, Horiomyzon, Imperales, Imparfinis, Leptorhamdia, Mastiglanis, Medemichthys,
Myoglanis, Nannoglanis, Nannorhamdia, Nemuroglanis, Pariolinus, Phenocorhamdia,
Pimelodella, Rhamdella, Rhamdia, Rhamdioglanis e Rhamdiopsis. J& a familia Pimelodidae é
atualmente formada por 32 géneros, enquanto a familia Pseudopimelodidae é representada por

quatro géneros (Lundberg et al., 1991; Pinna, 1998).

Os representantes da ordem Characiformes, juntamente com os da ordem Siluriformes,
representam 0S grupos gque concentram o maior nimero de informacdes citogenéticas. No
entanto, a maioria das publicacGes de estudos citogenéticos sobre este Ultimo grupo sdo mais
recentes, restringindo-se somente a algumas espécies dos género Pimelodella e Rhamdia, da
familia Heptapteridae, sendo os primeiros estudos documentados por Toledo e Ferrari (1976).
Os resultados citogenéticos obtidos com as espécies ja analisadas revelam uma macroestrutura
cariotipica que pode variar de 42 a 62 cromossomos (Toledo e Ferrari, 1976; Margarido e
Moreira- Filho, 2008), com predominio das espécies apresentando numero diploide de 58
cromossomos. Deste modo o numero fundamental (NF) apresenta-se relativamente alto,
variando de 84, como visto em Pimelodella sp. (Toledo e Ferrari, 1976) a 116, encontrado em
Rhamdia quelen (Maistro et al., 2002; Garcia et al., 2003), com predominio de cromossomos

dos tipos metacéntricos e submetacéntricos.



Introducéo 10

Neste grupo de peixes os cromossomos geralmente apresentam tamanho reduzido, o
que dificulta a identificacdo da sua morfologia e a localizacdo de bandas. Polimorfismos
estruturais e numeéricos vém sendo frequentemente descritos entre os representantes da familia
Heptapteridae, na forma de triploidia natural (Garcia et al., 2003; Silva et al., 2008),
ocorréncia de cromossomos B ou supranumerarios (Almeida-Toledo et al., 1992, Almeida-
Toledo e Garcia, 2008) e de sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY (Dias e
Foresti, 1993; Almeida-Toledo e Garcia, 2008), além de variacdes no numero e distribuicéo
dos blocos heterocromaticos (Vasconcelos e Martins-Santos, 2000; Almeida-Toledo e Garcia,

2008).

Estudos especificos da heterocromatina constitutiva entre os representantes da familia
Heptapteridae foram realizados no género Rhamdia; entretanto, informac6es mais detalhadas
sobre as caracteristicas destes segmentos gendmicos ainda sdo escassos. Fenocchio e Bertollo
(1990), Fenocchio et al., (2000) e Maistro et al., (2002) encontraram apenas pequena
quantidade de heterocromatina distribuida pelo genoma das espécies, com as bandas
apresentando-se palidas quando estudaram populacdes de Rhamdia hilarii, enquanto as RONs
mostraram coincidéncia com regiGes heterocromaticas, bem como em ambas as regides
teloméricas de alguns cromossomos metacéntricos. Contudo, relatos da ocorréncia de
cromossomos supranumerarios em Heptapterideos tém se mostrado pouco frequentes, sendo
restritos a alguns géneros como em Pimelodella (Almeida-Toledo et al., 1992; Almeida-
Toledo e Garcia, 2008) e Rhamdia, onde apresentam marcante polimorfismo numeérico,

podendo variar entre um a sete cromossomos.

Espécies que mostraram uma macroestrutura cariomorfica conservada como a familia
Heptapteridae puderam ser diferenciadas pela aplicagdo de diferentes técnicas como
bandeamentos cromossdmicos do tipo bandamento C, para evidenciar as regides ricas em

heterocromatina, localizagdo das regiGes organizadoras de nucléolos funcionalmente ativas na
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interfase anterior pela coloracdo com Nitrato de Prata (Ag-NOR), além da aplicacdo da
técnica de FISH, que proporciona a localizacdo in situ de sequéncias de DNA nos
cromossomos metafasicos. A inclusdo da aplicacdo de técnicas moleculares nos estudos

cariotipicos permitiram abordagens sobre aspectos evolutivos neste grupo.

1.5 Anélise dos padrdes de coloragdo em peixes: transcriptoma como ferramenta

Estudar os padrboes de coloracdo é fundamental para compreender 0 processo
evolutivo, assim entender como 0s genes se relacionam no desenvolvimento do fendtipo
destes organismos. Interacdes positivas, como as associagdes mutualistas, pode ter um papel
importante na manutencao da estrutura da comunidade, e compensar os efeitos negativos da
concorréncia sobre nichos especificos. Um Unico estudo, realizado em borboletas com
mimetismo Mulleriano, evidenciou de forma convincente que borboletas imitadoras
convergem espacialmente, considerando a utilizacdo do habitat, ao passo que o consumo de
recursos e nicho tréfico foram indiretamente inferidos como correlacionados a outras
variaveis (como a estrutura da floresta, topografia e altura de v6o) (revisdo em Alexandrou et
al., 2011). Como ferramenta para os estudos foram primeiras tentativas foram propostas para
0 sequenciamento do genoma humano constituiram apenas 0 comec¢o de um grande avanco da
era moderna de sequenciamento de DNA, que resultaram no desenvolvimento de novas
estratégias e sequenciamento de milhares de genes de uma sé vez atraves da quantificacdo dos
niveis de mRNA, para criar uma imagem da funcdo celular. Esses avangos recentes nas
tecnologias de sequenciamento permitiram gerar transcriptomas em quase todas as espécies de

interesse (revisdo em Yang et al, 2014).

Quando sequencias do genoma ndo estdo disponiveis, 0 sequenciamento do

transcriptoma se apresenta como uma abordagem rapida e eficaz para a obtencdo de genes
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codificadores de proteinas. Estudos recentes realizados por Yang et al (2014) geraram o
primeiro transcriptoma do peixe Gymnodiptychus pachycheilus utilizando tecnologia de
sequenciamento de alto rendimento. A caracterizacdo do transcriptoma de forma abrangente e
evolutiva foi posteriormente utilizada em analises conjuntas com outros genomas de peixes
disponiveis para investigar e elucidar possiveis mecanismos de adaptacdo. Outro estudo
realizado mostrou as vantagens no sequenciamento do transcriptoma de Tripterygion delaisi
realizado a partir de analises do cérebro no periodo reprodutivo e evidenciou a plasticidade
fenotipica como um fator importante na expressao diferencial de genes relacionados ao

dimorfismo sexual nessa espécie (revisdo em Schunter et al. 2014).

No que se refere a anotacdo e andlise gendmica, a utilizacdo de transcriptomas
mostrou-se uma solugdo promissora na resolucéo de questdes particulares, como no caso da
espécie de ave Parus major, em que foram utilizadas as sequéncias transcritas de RNA a fim
de construir um primeiro transcriptoma de referéncia para esse grupo de organismos (Santure
et al. 2011) e permitiu também a investigacdo de genes pardlogos, splice variantes e a
distribuicdo de microssatélites de musculo esquelético em dourada (Spaurus aurata) (Serrana
et al. 2012). Outro estudo interessante relizado em peixes da familia Corydoradinae
Alexandrou et al. (2011) evidenciaram caracteristicas que os tornam uma espécies fascinante
para estudar a evolucdo dos padrdes de pigmentacdo dos vertebrados. A investigacdo da base
genética do mimetismo e da evolugédo convergente do padréo de coloragdo foram importantes
para entender 0s processos de adaptacdo e a coevolucdo conduzidas pela predacdo, além de

evidenciar que o grupo passou por uma série de duplicagdo do genoma inteiro.

Inimeros trabalhos relatam estudos sobre a andlise do perfil transcricional em
respostas a diferentes variagdes ambientais e condigdes biologicas. Contudo, até o presente
momento, pouco se sabe em relacdo a andlise de transcriptomas de espécies da familia

Heptapteridae. Considera-se, pois, que a comparacdo desses dados com os de outras espécies



Introducéo 13

da mesma familia e de familias relacionadas permitira compreender a importancia e o papel

dos genes envolvidos na determinacdo do padréo de coloragdo em peixes.
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2 Objetivos

Tendo em vista a eficiéncia da aplicacdo de técnicas citogenéticas somada a utilizagao
de novos marcadores citogenéticos moleculares, os objetivos do presente trabalho consistiram
em mapear e comparar a localizacdo de sequéncias especificas de DNA em espécies da
familia Heptapteridae que ocorrem em diferentes bacias hidrogréficas brasileiras, com a

finalidade de:

1 - ampliar o conhecimento sobre a estrutura cromossémica dos Heptapteridae,
estabelecendo e comparando a constituicdo cariotipica de espécies que ocorrem
principalmente nos componentes das bacias hidrograficas dos rios Grande, Tieté e

Paranapanema, no Estado de Sao Paulo;

2 - mapear 0s genes de média repetitividade, representados pelas sequéncias de DNAr
5S e 18S, identificando sua posicdo cromossémica nas diferentes espécies com a utilizagdo da

técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH);

3 - caracterizar a localizacdo cromossdmica de quatro tipos de microssatélites nos
genomas das diferentes espécies analisadas afim de verificar o acimulo de DNA repetitivo

nos cromossomos e sua atuacao na diferenciagao cariotipica;

4 - contribuir com informacgdes que auxiliem na compreensdo dos mecanismos

envolvidos no processo de diversificagdo da familia Heptapteridae e dos peixes, em geral.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Espécies estudadas e locais de coleta

No presente trabalho foram analisados exemplares das espécies mais representativas
da familia Heptapteridae nos componentes das bacias hidrogréaficas dos rios Grande, Tieté e
Paranapanema, no Estado de S&o Paulo, sendo elas: Rhamdia quelen, Pimelodella
avanhadavae, Cetopsorhamdia iheringi, Heptapterus mustelinus e Imparfinis mirini,

coletados em diferentes locais indicados na Tabela 1.

De cada individuo, foram retirados fragmentos de tecido renal para estudos
citogenéticos e também fragmentos de tecido do figado e mdsculos, que foram fixados em
etanol 95% para estudos moleculares. Também foram obtidas amostras de uma camada da
derme para extracdo de RNA, que foram preservada em RNALater. Os exemplares utilizados
na amostragem foram fixados e conservados em alcool 70% e depositados na colecdo de
Peixes do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia,

UNESP de Botucatu-SP.
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Tabela 1. Exemplares de peixes da familia Heptapteridae analisados, locais de coleta e

indicacOes de identificacdo dos exemplares analisados. LBP: Colegdo de Peixes Laboratorio

de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP.

Espécies Localidade Municipio LBP Coordenadas
R. quelen Ribeirdo Séo Carlos-SP 20096 S 21°46°26.6™
W 47°46°53.2”
R. quelen Mogi-Guagu Araras-SP 20098 S 21°56°35”
W 47°23°04”°
R. quelen Ribeirdo Claro Rio Claro-SP 20100 S 22°21°28.3”
W47°30°51.4”
R. quelen Tributdriodo  Jardindpolis-SP 20104 S21°00°32.4>
Rio Turvo
W 47°45°09.5”°
R. quelen Rio Pardinho Botucatu-SP 20105 S 22°29°27.11”
Véu de Noiva
W 48°25°39.13”
R. quelen Araqua Botucatu-SP 20106 S 22°44°50.29”
W 48°28°31.18”’
R. quelen Alambari Botucatu-SP 20107 S 22°44°56.08
W 48°19°16.90”°
R. quelen Capivara Botucatu-SP 20109 S 22°45°24.6”
W 48°21°56.74”°
P. avanhadavae Araqua Botucatu-SP 20094 S 22°44°50.29”
W 48°28°31.18>°
P. avanhadavae Mogi-Guagu Araras-SP 20097 S 21°56°35”
W 47°23°04”
P. elongata Dos Bocas El Oro Ecuado Universidad S 03°16'07. 6"
Machala W 79°44'14. 8"
C. iheringi Ribeirdo Claro Rio Claro-SP 20099 S 22°21°28.3”
W 47°30°51.4”
C. iheringi Corrego da Itatinga-SP 20102 S 23°06°30.7”
Quinta

W 48°30°18.1”°
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H. mustelinus Corrego da Itatinga-SP 20101 S 23°06°30.7”
Quinta

W 48°30°18.1”°

-50°0.0° -45°0.0°

-20°0.0° 11 -20°0.0"

-50°0.0’ -45°0.0’

Figura 1. Mapa com indicacdo dos locais de coleta dos exemplares estudados no presente
trabalho em componentes de diferentes bacias hidrogréficas. Em 1 Pimelodella avanhadavae,
2 Rhamdia quelen, 3 R. quelen, 4 P. avanhadavae, 5 R. quelen, 6 Cetopsorhamida iheringi, 7
R. quelen, 8 Heptapterus mustelinus, 9 C. Iheringi, 10 Imparfinis mirini, 11 R. quelen 12 R.
quelen, 13 R. quelen, 14 R. quelen, 15 Imparfinis mirini, 16 R. quelen.
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3.2 Métodos

Para a analise citogenética convencional foram utilizados os métodos de estimulacéo
de mitoses (Cole & Leavens 1971), preparacdo direta de células renais (Foresti et al. 1981) e

identificacdo da heterocromatina constitutiva (Sumner 1972).

Para a analise citogenética molecular foi utilizada a técnica de FISH para a
localizagdo cromossdmica das sequéncias de DNAr 5S e 18S, sequéncias de detec¢do dos

microssatélites (GA)1s, (GC)1s, (TTA)10 € (CA)15 e extracdo de RNA.

3.2.1 Obtencao de células mitdticas

Com o objetivo de se obter maior indice mitdtico nas preparacbes foi utilizada a
técnica de injecdo prévia nos animais de uma solucdo de fermento biol6gico, conforme
descrito por Cole and Levans (1971) para anfibios e répteis e adaptada por Oliveira et al.

(1988a) para peixes. O procedimento utilizado consiste em:

1. preparar solugcdo de fermento biolégico (Fleischman) na seguinte propor¢do: 0,59 de
fermento, 0,59 de aglcar e 7ml de agua destilada. A solugdo € incubada em uma estufa a 37

°C por cerca de 20 minutos;

2. injetar a solucgdo na regido dorso-lateralmente do peixe na proporc¢ao de 1 mi/100 g de peso
do animal, que sera deixado em aquario bem aerado por um periodo de 48 horas,

aproximadamente;

3. proceder a técnica para a obtengdo de cromossomos mitéticos.
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Antes de cada procedimento com o0s animais, estes foram submetidos a anestesia com
solucdo aquosa de Benzocaina. Fragmentos de tecidos de rim foram utilizados para a

obtencéo de preparagdes cromossémicas visando o estudo cariotipico das espécies.

3.2.2 Obtencéo dos cromossomos metafasicos mitoticos

Para obtencdo dos cromossomos metafasicos foi utilizada a técnica proposta por
Foresti et al. (1981), com algumas adaptacdes. Essa metodologia envolve, basicamente, a
inibicdo da polimerizacdo dos microtibulos pela colchicina, a hipotonizacdo das células em

suspensdo e sua fixacdo pela mistura de metanol/acido acético. O procedimento consiste em:

1. anestesiar o animal em solucdo de benzocaina a 0,01%

2. injetar intraperitonealmente nos individuos solugéo colchicina (0,01%) na proporcao de 0,5

ml para cada 100g de peso do animal e deixa-lo em aquario por cerca de 50 minutos;

3. sacrificar o animal retirando a porcdo anterior do rim;

4. colocar os fragmentos de tecido retirados em um a placa de Petri contendo de 4 a 6 ml de
solugdo hipoténica (KCI 0,075 M), dependendo da quantidade de tecido que possa ser

retirado;

5. dissociar o material, procurando-se obter uma suspensdo de células. Para isso, deve-se
dissociar o material com pincas de pontas finas e entdo homogeneizar com auxilio de uma

pipeta Pasteur;

6. retirar esta suspensédo da placa de Petri e coloca-la em um tubo de centrifuga; deixar o tubo

com a suspensdo no interior de uma estufa a 37°C por 21 minutos;
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7. retirar 0 tubo da estufa, adicionar 5 gotas de fixador gelado e previamente preparado
(metanol + &cido acético na proporcéo de 3:1, respectivamente). Agitar levemente com uma
pipeta Pasteur (por volta de 100 vezes) e deixar repousar por 5 minutos em temperatura

ambiente;

8. adicionar cerca de 6 ml de fixador, agitar novamente com pipeta Pasteur e levar a

centrifuga (900 + 100 rpm) por 10 minutos;

9. retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado com pipeta Pasteur em 6 ml de fixador;

centrifugar por 7 minutos a 900 + 100 rpm;

10. repetir o item 8 por mais duas vezes e pingar de 1 a 2 gotas do material em laminas limpas

colocadas sobre a bancada do laboratdrio e deixar secar ao ar.

As laminas podem ser posteriormente guardadas no congelador durante muito tempo,
servindo, assim, para aplicacdo de varias técnicas de bandamento cromossémico e aplicacao

da técnica de FISH.

3.2.3 Coloragéao convencional com Giemsa

As preparacOes cromossomicas depositadas nas laminas passardo pelo seguinte

processo de coloragao:

1. hidrolisar o material contido na lamina em HCI 1 N a 60°C por cerca de 3 minutos;

2. corar com solugédo de Giemsa a 5 % em tampao fosfato (pH=6,7) por 10 minutos.
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3.2.4 Caracterizacao das regifes organizadoras de nucléolo (Ag-NOR)

Para identificar as regiGes organizadoras de nucléolo nos cromossomos mitoticos, foi
utilizada a técnica de impregnacdo pela Prata, descrita por Howell e Black (1980), com

algumas adaptac6es. Foram utilizadas duas solucdes:

Solucdo A: solucdo coloidal reveladora: 1g de gelatina muito bem dissolvida em 50

ml de 4gua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de acido férmico,

Solucdo B: solucdo de nitrato de Prata: 1g de AgNOs dissolvida em 2 ml de agua
destilada. Essas solugdes, uma vez preparadas, deverdo ser mantidas em frascos escuros, a 4°

C. O procedimento para coloracdo das NORs é o seguinte:

1. hidrolisar o material por 3 minutos em HCI 1N a 60°C;

2. secar as laminas, pingar sobre o material uma gota da solucdo A, duas gotas da solucdo B e

cobrir com laminula;

3. deixar as laminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60°C por alguns

minutos até que a mistura das solucdes se torne marrom dourada.

4. lavar a ldmina em &gua destilada, deixar secar e corar com Giemsa 5% em tampé&o fosfato

(pH = 6,7) por 30 segundos.

3.2.5 Deteccao da heterocromatina constitutiva (banda C)

Para obtencdo de bandas C foi usada a técnica descrita originalmente por Sumner

(1972), que consiste em:
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1. hidrolisar as ldaminas por 30 minutos em HCI 0,2N a temperatura ambiente e lavar em agua

destilada;

2. passar por uma solucéo de Ba(OH). por cerca de 15 segundos e lavar em agua destilada;

3. lavar em HCI 1N a 60°C, lavando, em seguida, em agua destilada;

4. incubar por 20 minutos em 2xSSC (pH = 6,8), a 60°C; e 5- corar por aproximadamente 30

minutos com Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH = 6,7).

3.3 Métodos Moleculares

3.3.1 Extracdo de DNA gendmico

As amostras de DNA foram extraidas de figado ou de musculos dos exemplares de
peixe com a utilizacdo do Kit NucleoSpin® Tissue Columns, Collection Tubes (2mL),
Proteinase K (PRODIMOL) e tratadas com RNase A (20mg/ml — Invitrogen) para remocao do
RNA residual da suspensdo. Cada amostra foi quantificada por espectrofotometria (Nanodrop)
e a quantidade avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. ApGs estes procedimentos, as

amostras de DNA foram diluidas a uma concentracdo de 50ng/mL em 5mmol/L Tris, pH 8.5.

3.3.2 Preparacao das sondas de DNA para hibridacéo fluorescente in situ (FISH)

3.3.2.1 Preparacéao das sondas de DNA 5S e 18S

A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do

DNA total de Astianax paranae, usando os primers 18S F (5°CCG CTT TGG TGA CTC TTG
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AT 3’) e 18S R (5’CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA 3’). Esta sonda foi marcada com
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e a detec¢édo do sinal de hibridacédo
foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os parametros
para marcacao foram: 31 pl de agua Mili-Q, 5 pl de tampao da enzima Taq polimerase (10X),
5 pl de MgCI2 (25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP e 0,7 pl de dTTP (2mM cada), 0,8 pul
de Digoxigenina-11-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), 0,5 ul de Taq polimerase (5U/uL) e

2 pl de DNA molde. Total da reagéo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
35 ciclos 52,1°C ---- 45 seg

72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min

12°C ---- manutencéo

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA
total de Astianax paranae, usando os primers 5S F (5°’TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC
3’) e 5S R (5°CAG GCT GGT ATG GCC GTA ACG 3’). Esta sonda foi marcada com
Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) por PCR, a detec¢do do sinal de hibridacdo foi
realizada usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e os pardmetros para marcacdo
foram: 33 pl de 4gua Mili-Q, 2 pl de tampéo da enzima Taq polimerase (10X), 5 ul de MgCI2
(25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP e 0,5 pl de dTTP (2mM cada), 2 pl de Biotina-16-
dUTP, 1 pl de cada primer (10mM), 0,5ul de Taq polimerase (5U/uL) e 2 ul de DNA molde.

Total da reacgdo: 50 pl.



Materiais e Métodos 24

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
35 ciclos 55°C - 45 seq
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12 °C ---- manutengéo

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.3.2.2 Preparacao das sondas de microssatélites (GA)1s, (GC)1s, (TTA)1w0 e (CA)15

As sondas de oligonucleotideos que contém as sequéncias dos microssatélites (GA)1s,
(GC)1s, (TTA)1w0 e (CA)1s foram marcadas diretamente com TAMRA na posi¢do 5 durante
sua sintese pela empresa Sigma-Aldrich, como descrito posteriormente em Kubat et al.

(2008).

3.3.2.3 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A aplicacdo da tecnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) para o mapeamento
das sondas composta por DNA repetitivo foi realizada com base em procedimentos adotados
por Pinkel et al. (1986), com adaptacGes implementadas no Laboratério de Biologia e

Genética de Peixes do Departamento de Morfologia IB/JUNESP descritas abaixo:
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Etapa 1: Preparacéo das laminas

As laminas foram lavadas em PBS 1x por 5 minutos a temperatura ambiente e
desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho.
Posteriormente, as ldminas foram tratadas com solu¢do de RNAse (100 pg/ml) por 1 hora em
camara Umida a 37°C, lavadas 2 vezes em 2xSSC por 10 minutos e uma vez em PBS 1x por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram tratadas com pepsina 0,005%/HCI 10mM por 10
minutos a 37°C, lavadas em PBS 1x a temperatura ambiente por 5 minutos e fixadas com
formaldeido 1%/PBS 1x/MgCl> 50mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Depois de
fixadas, as laminas foram lavadas em PBS 1x por 5 minutos e desidratadas em série de etanol
a 70%, 85% e 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho. Apds a secagem, as laminas
foram desnaturadas em formamida 70% a 70°C por 5 minutos e desidratadas em série de
etanol a 70%, 85% e 100% a -20°C por 5 minutos em cada banho. Simultaneamente a
desnaturacdo das laminas, desnaturou-se a solucéo de hibridacdo (10% sulfato dextrato, 50%
formamida e 20xSSC e Agua) contendo 3-6 pL de sonda marcada por 10 minutos a 100°C.
Posteriormente, 15 uL de solucdo de hibridagdo foram colocados sobre a lamina, que foi

coberta com laminula e mantida em camara Umida a 37°C overnight.

Etapa 2: Deteccéo dos sinais correspondentes

Apo6s a hibridagdo as laminas foram lavadas 2 vezes em solucdo de formamida
15%/0,2xSSC a 42°C por 10 minutos cada. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em solugéo de
0,1xSSC a 60°C por 5 minutos cada e uma vez em solugdo Tween 0,5%/4xSSC a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com 50 pL de solugdo
de bloqueio (leite em pd, 20xSSC, e agua) por 15 minutos e lavadas 2 vezes em Tween

0,5%/4xSSC a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas com 30 pL de
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solucao de bloqueio com anticorpo (24 uL de solugdao de bloqueio e 6 plL de antidigoxi-
rodamina) por 1 hora em camara Umida e escura a 37°C. Posteriormente, foram lavadas 3
vezes em Tween 0,5%/4xSSC por 5 minutos, desidratadas em série de etanol 70%, 85% e
100% a -20°C por 5 minutos em cada banho, secas e cobertas com 22 pL de Vectashield®

Mounting Medium com DAPI (Vector).

Para os microssatélites as laminas foram lavadas 2 vezes em 2X SSC por 5 minutos e
1 vez em 1X PBS por 1 minuto em temperatura ambiente. Depois as ldaminas foram secas e
cobertas com 22 ul. de Vectashield® Mounting Medium com DAPI (Vector). Todas as
laminas foram analisadas em um fotomicroscépio 6ptico de fluorescéncia (Olympus BX61) e
as imagens metafasicas foram capturadas usando o programa Image Pro Plus, 6.0 software

(MediaCybernetics).

3.4 Montagem dos cariétipos

As preparacdes cromossdmicas convencionais, com fluorocromos e com hibridacéo in
situ foram analisadas em fotomicroscépio Optico (Olympus BX61), estabelecendo-se o
namero dipldide modal (contagem minima de 30 metafases cromossémicas por espécime)
presente em cada espécie/populacdo amostrada no presente trabalho. As melhores metafases
foram capturadas com software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics). As imagens com
fluorocromos foram capturadas separadamente (utilizando filtros UV especificos) e

sobrepostas no mesmo software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics).

Os cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop verséo 11.0 -
Adobe System e organizados em pares de homdélogos em classes e ordem decrescente de
tamanho para a montagem dos cariotipos, sendo classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), com base no trabalho de

Levan et al. (1964). Considerando a similaridade morfologica e uma melhor distribuicdo no
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cariotipo, 0s cromossomos metacéntricos e submetacéntricos constituiram um Unico grupo
cromossémico e os elementos classificados como subtelocéntricos e acrocéntricos formaram

um segundo grupo de cromossomos.

3.3.3 Estudos transcriptoma

3.3.3.1 Extragédo de RNA

O tecido dermico de duas espécies da familia Heptapteridae (Pimelodella avanhadavae
e Rhamdia quelen) provenientes do Rio Araqud, Botucatu, Sdo Paulo, foi retirado e
preservadas em RNALater. Apos isso foi realizada a extragdo de RNA com o reagente Trizol
(Invitrogen). As extracdes seguiram as especificacbes do fabricante e a quantidade e a
qualidade do RNA foram mensuradas por eletroforese em gel de agarose 1% e pelo
equipamento NanoVue, e a integridade do RNA foi confirmada utilizando o equipamento
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). O RNA obtido foi
diluido em agua RNase free e estocado num freezer -80° C até a realizacdo das etapas

subsequentes.

3.3.3.2 Preparacéo da biblioteca e sequenciamento Illumina

A preparagdo das bibliotecas e o sequenciamento Illumina foram realizados pelo
Laboratorio de Biotecnologia Animal da Esalg/Piracicaba. As bibliotecas de cDNA foram
construidas segundo as especificacdoes do ‘‘“TruSeq RNA-seq Sample Prep kit’’ (Illumina,
Inc., CA, USA). As amostras foram inseridas em duas flow cells (11 amostras por lane) e
sequenciadas na Illumina HiSeq2000 (lllumina Inc.). Os resultados no formato de sequencias

(.fastq) foram utilizadas para preparacdo da biblioteca. Os reads de cada amostra foram
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concatenados em dois arquivos (reads 1 e reads 2) que foram submetidos a uma analise de

qualidade das sequencias geradas através do programa FastQC.

3.3.3.3 Anélise de sequéncias, montagem dos contigs e detec¢do de SNPs

As analises bioinforméaticas foram realizadas de forma concomitante e
complementares no Laboratorio Environment Centre Wales, Molecular Ecology and Fisheries
Genetics Laboratory, School of Biological Sciences, College of Natural Sciences, Bangor
University, Bangor, sob supervisdo do Dr. Martin lan Taylor e no Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
UNESP, Botucatu-SP, sob supervisdo do Dr. Claudio Oliveira. Os resultados no formato de
sequencias (fastq) foram inseridos na etapa de preparacdo das bibliotecas. Os reads de cada
amostra foram concatenados em dois arquivos (reads 1 e reads 2), que foram submetidos a
uma analise de qualidade das sequencias geradas através do programa FastQC. O programa
Geneious v. R8 foi utilizado para a realizacdo das analises iniciais de montagem dos

transcriptomas, utilizando o transcriptoma do zebrafish (Danio rerio) como referéncia.
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4 Resultados e Discussao

As informagOes obtidas dos estudos realizados nesse trabalho foram organizadas em

capitulos para melhor apresentar os resultados:

4.1 Capitulo 1:

Mapeamento cromossdmico de microsstélites e DNAr 5S e 18S em espécies de
Heptapteride (Teleostei: Siluriformes): acimulo de DNA repetitivo nos cromossomos e

sua atua¢ao na diferenciacao cariotipica.

4.2 Capitulo 2:

Analise do transcriptoma de células de pele de Pimelodella avanhandavae e Rhamdia

quelen (Teleostei: Heptapteridae): busca por genes de coloragéo.
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4.1 Capitulo 1

Mapeamento cromossdmico de microsstélites e DNAr 5S e 18S em espécies de
Heptapteride (Teleostei: Siluriformes): acamulo de DNA repetitivo nos cromossomos

e sua atuacéo na diferenciagéo cariotipica.

Resumo

O genoma dos organismos eucariotos sao densamente povoados por microssatélites,
(SSR - Simple Sequence Repeats), sendo que alguns destes segmentos genémicos podem
atuar na organizagao da cromatina, tornando-se importantes em estudos do genoma. Neste
contexto, 0 mapeamento cromossomico de microssatélites pode trazer informag6es sobre a
importéncia evolutiva e funcional do acamulo de DNA repetitivo nos cromossomos, bem
como sobre sua atuagao na diferenciacao cariotipica. No presente estudo foi realizado um
mapeamento comparativo de sitios ribossdmicos de DNAr 18S e 5S e de 4 sequéncias de
microssatélites, (CA)1s, (GA)15, (CG)15 € (TTA)10 em cinco espécies de peixes da familia
Heptapteridae, Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi, Heptapterus
mustelinus, Imparfinis mirini e Rhamdia quelen. O mapeamento cromossdmico do DNAr
18S mostrou um Unico par portador das RONSs para a maioria das espécies, exceto para I.
mirini que apresentou dois pares com marcacdo. Ja 0 DNAr 5S apresentou pouca variacao
quanto a sua localizacdo e distribuigdo entre as espécies, sendo identificados dois clusters
nos cromossomos de todas as espécies analisadas, exceto para Rhamdia quelen que
evidenciou apenas um par de cromossomos marcados. As sequéncias de microssatélites
foram encontradas amplamente distribuidas por todos os cromossomos do cariétipo das

espécies analisadas, com um acumulo preferencial nas regides teloméricas, embora
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diferencas nitidas tenham sido identificadas em rela¢do a abundéancia de cada motif em cada
espécie. Contudo, o acimulo destas sequéncias ndo aparenta estar relacionado com o
processo de heterocromatinizagdo, uma vez que parecem estar associadas indistintamente
tanto a regides eucromaticas quanto heterocromaéticas. Considera-se que as informacdes
obtidas nas anélises realizadas nos peixes da familia Heptapteridae certamente constituem
avancos significativos e deverdo contribuir para a compreenséo da dinamica evolutiva das

sequéncias repetitivas no genoma dos peixes em geral.

Introducgéo

O genoma dos eucariotos € composto por sequéncias de DNA repetitivo que podem
ser caracterizados como componentes de duas classes, formando por repeticoes em tandem
e identificados como satélites, minissatelites e microssatélites, bem como por elementos
dispersos identificados como transposons e retrotransposons (Ferreira et al., 2011; Cioffi et
al., 2012; Sene et al., 2015). Embora algumas sequéncias de DNA repetitivo possuam
funcBes em definidas no genoma como DNA ribossomal, centromérico e telomérico, outras
foram consideradas até recentemente como DNA lixo (Biémont & Vieira, 2006). No
entanto, estudos recentes tém demonstrado sua grande importancia na manutencao da
estrutura genomica, sendo sua formagao um processo continuo e provavelmente mais

antigo que a divergencia das primeiras linhagens de eucariotos (Jurka et al., 2005).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia destas sequéncias genémicas no
processo de expressao genica (Liu et al., 2001), recombinagao (Biet et al., 1999) e
replicagao no DNA (Li et al., 2002), tendo também um importante papel na organizagao
estrutural e funcional dos cromossomos e nos processos de diferenciagao sexual em peixes,

como visto em estudos recentes em Oreochomis niloticus (Martins, 2007; Ferreira &
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Martins, 2008) e em espécies do genero Triportheus (Yano et al., 2014), do género
Characidium (Scacchetti et al., 2015) e ainda em espécies do género Eigenmannia (Sene et
al., 2015). Neste sentido, pode ser considerado que sequencias repetitivas poderiam estar
envolvidas na formacdo de rearranjos cromossomicos, como dele¢oes, duplicagoes,
inversoes e translocagoes, tendo grande influencia nas variagoes cariotipicas observadas em

muitos grupos (Kidwell, 2002).

Os peixes da ordem Siluriformes se caracterizam como um grupo extremamente
diverso e amplamente distribuido pela regido Neotropical, sendo popularmente conhecidos
como bagres, cascudos, mandis e peixes gato. Esta ordem é representada por 38 familias,
sendo composta por aproximadamente 485 géneros e cerca de 2800 espécies. Embora
exista extenso numero de publicacdes acerca da taxonomia e sistematica dos Siluriformes
Neotropicais, por constituirem um grupo amplo e diversificado, as relacbes entre as
espécies ainda se apresenta bastante confusa principalmente devido a dificuldades na
identificacdo das espécies, por conflito taxondmico ou ainda pela falta de caracteres

diagndsticos para espécies morfologicamente semelhantes.

As ordens Siluriformes e Characiformes representam 0s grupos de peixes que
concentram numeros significativos de informacges citogenéticas sobre seus representantes.
Neste sentido e considerando que as sequéncias repetitivas desempenham papel relevante e
fundamental na estruturacdo do genoma dos representantes destes grupos, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar e mapear citogeneticamente genes ribossémicos (DNAr
5S e 18S) e sequéncias de microssatelites nos cromossomos dos principais representantes
da familia Heptapteridae, visando compreender sua organizacdo cromossomica € 0S
processos envolvidos na diversificacdo cariotipica desse grupo, além de contribuir com
informacdes sobre a distribuicdo de sequéncias de DNA ribossomal e a distribuicdo de

microssatélites nos cromossomos destas espécies. Considera-se que os dados obtidos sobre
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a distribuicdo do material genético presente nos cromossomos das amostras analisadas
poderdo resultar em informagbGes para o entendimento do processo de diferenciacdo

cromossémica neste complexo grupo de peixes Neotropicais.

Materiais e Métodos

Material experimental

No presente estudo foram analisadas cinco espécies de peixes da familia
Heptapteridae sendo representadas por Pimelodella avanhadavae, Cetopsorhamida
iheringi, Heptapterus mustelinus, Imparfinis mirin e Rhamdia quelen (Tabela 1). Os
animais foram sacrificados ap06s anestesia com solu¢do de benzocaina e foram preparadas
suspensdes celulares de cada exemplar para obtencédo e analise dos cromossomos mitéticos.
Fragmentos de figado ou musculos foram retirados e fixados em etanol 95%), para estudos
moleculares posteriores. Todos os exemplares coletados foram fixados em formol 10%,
conservados em alcool 70%, identificados e depositados na colecdo de peixes do
Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia, UNESP de

Botucatu-SP.

Analises citogenéticas convencionais

As analises citogenéticas convencionais envolveram os métodos de estimulagdo de
mitose (Cole e Levans, 1971), preparacdes cromossomicas diretas a partir de células renais
(Foresti et al., 1981), marcacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) com
nitrato de Prata (Howell e Black, 1980) e identificacdo dos padrbes de distribuicdo da

heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972). O DNA gendmico foi obtido a partir de
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amostras de figado ou masculo preservadas em etanol, utilizando-se o Kit Wizard Genomic

DNA Purification (PROMEGA), conforme instrucdes do fabricante.

Sondas repetitivas e hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Sondas de oligonucleotideos contendo sequéncias de microssatélites (CA)is,
(GA)15, (CG)15 € (TTA)10 foram marcadas com TAMRA durante a sua sintese (Sigma),
como descrito em Kubat et al. (2008). Sondas ribossémicas foram obtidas por PCR
(polymerase chain reaction) utilizando primers descritos anteriormente (White et al. 1990;
Pendas et al. 1994). O DNAr 5S foi marcado com biotina-16-dUTP, enquanto o DNAr 18S

foi marcado com digoxigenina-11-dUTP.

As condigdes de pré-hibridacdo foram as mesmas para todas as amostras analisadas
e seguiram os procedimentos descritos em Pinkel et al. (1986). As laminas foram incubadas
em RNAse (50ug/ml) por 1h a 37°C e, entdo, o0 DNA cromossomico foi denaturado em
formamida 70%/2xSSC por 4min a 70°C. Para cada lamina, 30ul de solugéo de hibridacéo
contendo 200ng da sonda marcada, 50% de formamida, 2xSSC e 10% de sulfato dextrano
foi desnaturada a 95°C por 10min, colocada sobre as laminas utilizando uma laminula e
hibridada overnight em uma camara Umida. P6s-hibridacdo, diferentes lavagens foram
aplicadas, a depender da sonda utilizada: i) as laminas com sondas de DNAr 5S e 18S
foram lavadas em 0.2xSSC/15% de formamida por 20min a 42°C, seguidos por uma
lavagem em 0.1xSSC por 15min a 60°C e uma lavagem final em temperatura ambiente em
4xSSC/0.5% Tween por 10min. A deteccdo das sondas foi realizada com anti-
digoxigenina-rodamina e avidina-FITC; ii) as ldminas com as sondas de microssatélites
foram lavadas em 2xSSC por 10 minutos, seguido por uma lavagem em PBS 1X por 1min.
Posteriormente, os cromossomos foram contracorados com DAPI (4’,6-diamidino-2-

phenylindole).
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Resultados

A analise citogenética dos representantes da familia Heptapteridae revelou uma
variacdo do numero diploide de 2n=46 a 2n=58, sendo que o mais frequente foi de 2n=58
cromossomos, como observado em Cetopsorhamdia iheringi, Imparfinis mirini e Rhamdia
quelen (Figuras 1a, 2a e 3a). J& para a espécie Heptapterus mustelinus foi evidenciado o
numero diploide de 2n=52 (Figura 4a) e para Pimelodella avanhadavae, de 2n=46

cromossomos (Figura 5a).

A heterocromatina constitutiva se apresentou em pequena quantidade em todas as
espécies analisadas, apresentando-se de forma pouco evidente e dificultando uma deteccao
precisa destes segmentos. Bandas C-positivas mais conspicuas foram observadas na regido
centromérica e pericentromérica de varios cromossomos, bem como na regido terminal de

alguns pares de cromossomos (Figura 6).

O mapeamento das regides organizadoras de nucléolo (RONs) pela aplicacdo da
técnica de FISH utilizando sonda de DNAr 18S revelou marcacdes fluorescentes em um
Gnico par cromossdmico para as espécies C. iheringi, R. quelen, H. mustelinus e P.
avanhadavae (Figuras 1b, 3b, 4b e 5b — em vermelho), enquanto em I. mirini dois pares
apresentaram seus cromossomos marcados (Figura 2b — em vermelho). O DNAr 5S
apresentou resultados conservados em relagdo ao numero de clusters, com dois pares
marcados em todas as espécies analisadas (Figuras 1b, 2b, 3b, 4b e 5b — em verde), mas
com variagdo em relacdo a sua localizacdo cromossdmica. Deve ser ressaltado que nas
espécies Cetopsorhamdia iheringi e Imparfinis mirini as sequéncias de DNAr 5S e 18S

foram sinténicas, com marcacgdes coincidentes nos mesmos cromossomos (Figuras 1b e 2b).
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A localizagdo cromossdmica por hibridizacdo fluorescente in situ (FISH utilizando
oligonucleotideos marcados dos microssatélites (CA)1s, (GA)1s, (CG)15 € (TTA)1w0 revelou
um padrdo semelhante de distribuicdo destas sequéncias nas 5 espécies da familia
Heptatpteridae, com um acumulo preferencial na regido teloméricas (Figura 7), exceto para
o motif (CG)1s que em P. avanhadavaea e H. mustelinus, além das regiGes teloméricas,
apresentou também acUmulo de marcagdo nas regibes centromérica dos cromossomos.

(Figura 7).

Discussao

Os primeiros estudos citogenéticos no Brasil envolvendo representantes da familia
Heptapteridae foram realizados por Toledo e Ferrari em 1976, com a caracterizacao
cromossdmica de espécies pertencentes aos géneros Pimelodella e Rhamdia. Embora os
estudos das espécies de Siluriformes tenham sido ampliados de modo expressivo na ultima
década, ainda sdo pouco representativos para esta familia (Maistro et al., 2002; Stolf et al.,
2004; Swarca et al., 2003, 2007; Garcia e Almida-Toledo, 2006, 2010; Gouveia et al.,
2012; Yano et al., 2012; Kantek et al., 2009, 2015), quando comparados ao numero de
espécies que o compde. Visando ampliar as informagdes sobre os componentes deste grupo
foram realizadas andlises citogenéticas em cinco diferentes espécies desta familia de

peixes, com ampliacdo de abordagens metodologicas.

Os resultados cariotipicos confirmaram o predominio do numero diploide de 2n=58
cromossomos para a maioria das espécies analisadas (Toledo e Ferrari, 1976; Margarido e
Moreira-Filho, 2008; Garcia, 2010) exceto para Pimelodella avanhadavae que apresentou
2n=46 e Heptapterus mustelinus com 2n=52 cromossomos. De fato, uma variacdo de

2n=46 a 58 cromossomos dentro do género Pimelodella, sendo mais frequente 2n=46
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Cromossomos assim como visto no presente trabalho (Toledo e Ferrari 1976; Garcia e
Almeida-Toledo 2010). Para os Siluriformes, existe certa dificuldade para se compreender
sua evolucdo cromossdmica e estabelecer padrdes de relacionamento entre 0s componentes
deste grupo, dado a extensa variabilidade cariotipica predominante, tanto em nivel de
familias quanto de géneros, além de uma determina¢do pouco acurada de seu cariotipo
primitivo. Tendo por base informacdes citogenéticas de Ictaluridae, Legrande (1981)
propds um caridtipo basal com nimero dipldide predominante de 2n=58 cromossomos e
namero fundamental (NF) relativamente alto (>80). No entanto, considerando-se 0 nimero
diploide conservado da familia Diplomystidae e considerando-se esta como a mais
primitiva dentre os Siluriformes (Fink e Fink, 1981; Arratia, 1987; de Pinna, 1998; Oliveira
e Gosztonyi 2000), foi sugerido que 2n=56 poderia ser o caridtipo ancestral e uma

sinapomorfia desta ordem.

Outra caracteristica observada para os cromossomos das espécies analisadas da
familia Heptapteridae foi o alto valor do nimero de bracos (NF), devido a riqueza de
cromossomos dos tipos metacéntrico e submetacéntrico, uma caracteristica ja descrita
anteriormente para algumas espécies (Visotto et al., 1997, 1999 e 2004; Maistro et al.,
2002; Stolf et al., 2004; Garcia e Almeida-Toledo, 2010), que pode ser considerada como
uma condicdo plesiormoérfica amplamente distribuida no grupo dos Siluriformes (Oliveira e
Gostztonyi 2000). Os estudos evidenciam que cerca de 50% dos representantes
Siluriformes ja  cariotipados dessa ordem apresentaram numero  diploide
relativamentesconservado, com 2n=56+2 cromossomos. Oliveira e Gosztonyi (2000)
propdem ainda que esta caracteristica conservadora, mesmo em um grupo com grande
numero de espécies e com ampla variedade de tamanho e estrutura populacional, se deve a

associacdo com melhores condicGes para a manutencéo celular nestes organismos.
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Apesar da manutencdo do ndmero cromossdmico nas espécies analisadas no
presente estudo, existem relatos da ocorréncia de cromossomos supranumerarios em
representantes de mais de um género da familia Heptapteridae (Hochberg e Erdtmann,
1988; Fenocchio et al, 2000; Fenocchio et al, 2002; Stivari et al 2002), bem como de
sistemas de cromossomos sexuais simples do tipo XX-XY no género Pimelodella e de um
possivel sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ-ZW para o género Imparfinis (Toledo
e Ferrari 1976), demonstrando certa variabilidade da macroestrutura cromossémica entre

Seus representantes.

O bandamento C confirmou a auséncia de blocos consistentes de heterocromatina
Nnos Cromossomos para 0s representantes deste grupo, uma vez que estes se apresentaram
palidos e de dificil visualizacdo. Os representantes da familia Heptapteridae analisados
possuem poucas regides heterocromaticas basicamente localizadas em regides terminais de
quase todos os cromossomos e com algumas marcagOes presentes nas regides
centroméricas e pericentroméricas (Vasconcelos e Martins e Santos, 2000; Margarido e

Moreira-Filho, 2008; Swarca et al., 2003; Novaes et al., 2007).

No presente trabalho, a identificacdo das regiGes organizadoras de nucléolo nas
cinco espécies analisadas pela sonda de DNAr 18S revelou de 2 a 4 loci por genoma,
corroborando dados obtidos anteriormente (Garcia et al., 2010; Kanterk et al., 2015). Em
contrapartida o DNAr 5S apresentou-se conservado, com dois pares cromossdmicos
marcados para quase todas as espécies. A presenca e manutencdo de apenas dois pares de
cromossomos com DNAr 5S entre os representantes da familia Heptapteridae poderia estar
associada a auséncia de grandes blocos heterocromaticos, ja que regides heterocromaticas
séo mais propicias a quebras, facilitando assim, a dispersao dessa sequéncia génica. Martins
e Galetti Jr. (2001) sugerem que estes genes requerem loci distantes, pois apresentam uma

dindmica funcional e mecanismos evolutivos distintos. Por fim, deve ser destacada a
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ocorréncia de clusters de DNAr 5S e 18S no mesmo par cromossémico para as espécies
Cetopsorhamdia iheringi e Imparfinis mirini, considerando-se que esta co-localizagcdo nao
seja uma caracteristica comum dos eucariontes, uma vez que no genomas da maioria dos
organismos os sitios de DNAr 5S geralmente se apresentam em cromossomos distintos

daqueles de DNAr 18S (Madrioli et al. 2000; Sola et al. 2000; Martins e Galetti Jr. 2001).

Além do mapeamento de DNA ribossdmico, a hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) foi utilizada para caracterizar a distribuicdo de 4 diferentes sequéncias de
microssatélites, (CA)1s, (GA)1s, (CG)1s e (TTA)10, mapeadas pela primeira vez no genoma
de peixes da familia Heptapteridae. A analise das figuras de hibridacdo visando caracterizar
a distribuicdo destes elementos revela um acumulo preferencial nas regides teloméricas dos
cromossomos nas espécies analisadas. Tendo em vista que a regiao telomérica dos
cromossomos possui uma alta taxa de modificacfes (Jain et al., 2010) e também que esta
regiao ¢ tipicamente composta por diferentes classes de DNA repetitivo que podem atuar na
estabilidade da parte terminal dos cromossomos, além do fato de que se caracterizam pela
ampla capacidade de amplificacdo, mesmo na auséncia da atividade telomerase (Jain et al.,
2010; Torres et al., 2011), poderia ser inferido que o acumulo destas sequéncias nestas
regibes e em associacdo com outras sequéncias heterocromaticas, estaria relacionado

principalmente & manutencao das terminagGes cromossomicas.

Alguns estudos relatam que o acumulo de microssatélites no genoma dos
organismos eucarioticos ndo é randdmico, sendo que cada grupo de organismos evidencia
acumulo preferencial de motifs especificos, apresentando uma distribuicdo cromossémica
particular, como foi observado correr em Imparfinis schubarti, Steindachneridion scripta,
Rineloricaria latirostris. Nestas espéecies é notavel a localizacdo preferencial de ambos 0s
microssatélites (GA)1s e (A)zo nas regides teloméricas dos cromossomos (Vanzela et al.

2002; Toth et al., 2002; Ruiz-Ruano et al., 2014). Além disso, em espécies distintas de
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gafanhotos foi observada a distribuicdo de varios microsstélites por quase todo o genoma
das espécies analisadas (Milani & Cabral-de-Mello 2014). Nesse sentido, o acumulo
preferencial em locais especificos pode indicar regiGes cromossdémicas onde 0s
microssatélites estdo presentes como arranjos bastante perfeitos ou degenerados. Assim,
pode ser considerado que a comparacdo da distribuicdo e evolucdo dos microssatélites em
varios grupos taxonémicos poderia fornecer informagGes de interesse para a compreensao

dos processos relacionados a dindmica de seus genomas (Kejnovsky et al., 2009).

Embora exista uma clara tendéncia de acUimulo de microssatélites em éareas
teloméricas, os minissatélites e microssatélites sao muitas vezes localizados em regioes
eucromaticas dos cromossomos (Kubat et al., 2008), como visto pelo mapeamento
cromossdmico que revela marcacbes correlacionadas as regides centroméricas e
eucromaticas nos genomas das espécies analisadas. De modo particular e concordando
com Terencio et al. (2013), tal padrdo de distribuicdo sugere que uma porgao destas
sequencias poderia estar desempenhando um papel funcional no genoma dos componentes

da familia Heptapteridae.

A utilizacdo de técnicas citogenéticas diversificadas permitiu a descricdo do
cariotipo de cinco espécies da familia Heptapteridae, confirmando resultados anteriormente
obtidos e contribuindo para o melhor conhecimento da sua organizagdo cromossémica e

dos processos envolvidos na diversificacdo cariotipica deste grupo de peixes.
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Referéncias
As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se relacionadas no final

desta tese.
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Tabela 1. Exemplares da familia Heptapteridae analisados citogeneticamente no presente
estudo.

Espécie 2n Formula Rio Bacia Municipio

cariotipica Hidrografica

Heptapterus (40m|sm+12st|a) Corrego da Paranapanema Itatinga-SP

mustelinus Quinta

Imparfinis 58 (40m|sm+18st|a) Capivara Paranapanema Botucatu-SP

mirini
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Figura 1: Cariotipo de Cetopsorhamdia iheringi com 2n=58 cromossomos (a); em (b)
metafase somatica sobreposta apds hibridacdo com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S
(verde), evidenciando marcacdes sinténicas em um par de cromossomos; em (c) metafase
coradas com DAPI; (d) metafase apos hibridacdo com sonda para os sitios de DNAr 5S e

(e) para os sitios DNAr 18S. A barra equivale a 10um.
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Figura 2: Cariétipo de Imparfinis mirini com 2n=58 cromossomos (a); em (b) metafase
somatica sobreposta apds hibridacdo com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde),
evidenciando marcacdes sinténicas em dois pares de cromossomos; em (c) metafase coradas
com DAPI; (d) metafase apds hibridacdo com sonda para os sitios de DNAr 5S e (e) para 0s

sitios DNAr 18S. A barra equivale a 10um.
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Figura 3: Cariotipo de Rhamdia quelen com 2n=58 cromossomos (a); em (b) metafase
somatica sobreposta ap6s hibridacdo com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde), com
marcacdo em pares cromossdmicos diferentes; em (c) metafase coradas com DAPI; (d)
metafase apds hibridacdo com sonda para os sitios de DNAr 5S e (e) para os sitios DNAr 18S.

A barra equivale a 10um. A barra equivale a 10um.
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Figura 4: Cari6tipo de Heptapterus mustelinus com 2n=52 cromossomos (a); em (b) metafase

somatica sobreposta ap06s hibridacdo com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde), com

marcacdo em pares cromossdmicos diferentes; em (c) metafase coradas com DAPI; (d)

metafase ap6s hibridacdo com sonda para os sitios de DNAr 5S e (e) para os sitios DNAr 18S.

A barra equivale a 10pm.
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Figura 5: Cari6tipo de Pimelodella avanhadavae com 2n=46 cromossomos (a); em (b)
metafase somatica sobreposta apo6s hibridacdo com sondas de DNAr 18S (vermelho) e 5S
(verde), com marcacdo em pares cromossdmicos diferentes; em (c) metafase coradas com
DAPI; (d) metafase ap6s hibridacdo com sonda para os sitios de DNAr 5S e (e) para 0s

sitios DNAr 18S. A barra equivale a 10um.
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Figura 6: Idiograma representando os cariétipos das espécies da familia Heptapteridae
mostrando os padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva e a localizagdo da

sequéncias dos DNA repetitivos.
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Figura 7: Metafases somaticas das cinco espécies da familia Heptapteridae apos hibridacéo

Pimelodella avanhadavae

Cetopsorhamdia theringi

Imparfinis mirini

Heptapterus mustelinus

Rhamdia quelen

com sondas de oligonucleotideos, contendo sequéncias de microssatélites (CA)is, (GA)1s,

(CG)1s e (TTA)10 marcados com TAMRA (Sigma).
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4.2 Capitulo 2

Anélise do transcriptoma de celulas de pele de Pimelodella avanhandavae e Rhamdia

quelen (Teleostei: Heptapteridae): busca por genes de coloracao

Resumo

Os padrdes de coloracdo tém sido interpretados como resultado de um processo
evolutivo, sendo papel central da Biologia Evolutiva entender como 0s genes se relacionam
no desenvolvimento do fenotipo desses organismos. O objetivo do presente estudo foi
analisar o transcriptoma de células epiteliais de Pimelodella avanhadavae e de Rhamdia
quelen, buscando identificar os genes relacionados a coloragdo. O RNA total de tecido
epitelial foi utilizado para a construcdo de bibliotecas de cDNA que foram sequenciadas no
sequenciador Illumina Hiseq, sendo obtidos cerca de 34 milhdes de leituras que foram
comparadas a 89 sequéncias de genes relacionados com pigmentacdo em Danio rerio
(zebrafish). Os resultados permitiram identificar 58 genes relacionados com pigmentacéao e
similaridade entre 44.7% a 94.3% com o0s genes de zebrafish. Entre esses 58, foram
encontradas altas similaridades com os genes myelin expression, premelanosome protein e
dystrobrevin binding protein, todos eles diretamente relacionados a formacdo de
pigmentacdo. A comparagdo desses dados com os de outros peixes permitira entender o
papel desempenhado e a importancia destes genes na determinagdo do padrdo de colorido

nessas espécies.
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Introducgéo

Interacbes positivas como as associaces mutualistas podem ter um papel
importante na manutencdo da estrutura da comunidade, bem como compensar os efeitos
negativos da concorréncia sobre nichos especificos. Um estudo realizado em borboletas que
apresentavam mimetismo Mulleriano evidenciou de forma convincente que borboletas
imitadoras convergem espacialmente, considerando a utilizacdo do habitat, ao passo que o
consumo de recursos e 0 nicho trofico foram indiretamente inferidos como sendo
correlacionados a outras variaveis, como a estrutura da floresta, topografia e altura de voo

(revisdo em Alexandrou et al., 2011).

Contudo, a extensdo da sobreposicdo trofica ou a evolugdo de caracteristicas
morfolégicas associadas com a aquisi¢do de recursos ndo foi diretamente quantificada até o
presente, o que limita a possibilidade de inferir a importancia do processo de mimetismo e
determinar a estrutura da comunidade combinando informac6es ecoldgicas, filogenéticas e
morfoldgicas. Neste contexto, os peixes de agua doce da regido tropical oferecem uma
oportunidade excelente para o estudo da evolucdo da estrutura de comunidades miméticas,
pois seus habitats descontinuos os tornam expostos a muitos predadores (revisdo em Kelsh

etal., 1996).

Os peixes da familia Heptapteridae, um dos grupos mais representativos dentro da
ordem dos Siluriformes, encontram-se amplamente distribuidos na regido Neotropical,
sendo conhecidos popularmente como “bagres”, “mandis” e “peixes-gato”. Essa familia faz
parte da superordem Ostariophysi, que inclui a ordem Siluriformes com cerca de 38
familias, aproximadamente 485 géneros e 2800 espécies (Nelson, 2006). Os componentes

desta ordem podem ser facilmente identificados morfologicamente devido a presenca de
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um corpo nu envolto por pele espessa e que pode apresentar-se total ou parcialmente
coberto por placas 6sseas (Britski et al., 1988). Ocupam geralmente oambiente de fundo de
rios, escondendo-se por entre as pedras e a vegetacdo (Britski, 1981), sendo caracterizados
por atividades predominantemente crepusculares ou noturnas, quando saem a procura de
alimento, constituido principalmente por vermes e insetos, utilizando-se de seus sentidos

quimicos olfato e gustacédo para realizar a captura das presas (Sterba, 1973).

Os padrdes de cores das espécies de Heptapteridae incluem ambos os elementos
enigmaticos e desafiadores de visualizacdo, contrastando fortemente listras pretas com um
fundo alaranjado ou acinzentado do corpo. Curiosamente, alguns padrdes de cores também
aparecem em diferentes familias e ordens, como em Otocinclus, Serrapinnus e entre 0s
Corydoradinae. Por exibirem uma ampla variabilidade no padréo de colorido, os peixes da
regido Neotropical se apresentam como excelente material para o entendimento dos
processos pelos quais 0s genes relacionados a determinacdo do padrdo de colorido nessas

espécies atuam e sao selecionados.

Materiais e Métodos

Material experimental

No presente estudo, foram analisadas as espécies Rhamdia quelen e Pimelodella
avanhadavae que apresentam padrdo de coloragédo similar. Os exemplares foram coletados
no Rio Araqué, bacia do Rio Tieté, Botucatu-SP. Foram retirados fragmentos da epiderme
para extracdo de RNA que foram conservados em RNALater. Os exemplares analisados

foram fixados em formol 5%, conservados em alcool 70% e depositados na colecdo de
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Peixes do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia,

UNESP, Botucatu-SP.

Preparacao das bibliotecas e sequenciamento

O RNA total foi extraido de tecido dérmico que foi submetido a uma fragmentacao
mecanica através de um homogeneizador na presenca do reagente Trizol (Invitrogen). Os
procedimentos de extracdo seguiram as especificagdes do fabricante, sendo a quantidade e a
qualidade do RNA mensuradas por eletroforese em gel de agarose 1% e por
espectrofotdmetro (NanoVue). A integridade do RNA foi confirmada utilizando o
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e 0s
segmentos de RNA obtidos foram diluidos em agua livre de RNase e estocados num freezer

a -80° C até a realizacdo das etapas subsequentes.

A preparacdo das bibliotecas e o sequenciamento Illlumina paired-end foram
realizados pelo Laboratorio de Biotecnologia Animal da Esalg/Piracicaba. As bibliotecas de
cDNA foram construidas segundo as especificacdes do (TruSeq RNA-seq Sample Prep kit -
llumina, Inc., CA, USA), sendo que as amostras foram inseridas em duas flow cells com

11 amostras por lane e sequenciadas num equipamento Illumina HiSeg2000 (Illumina Inc.).

Andlises bioinformaticas

As analises bioinformaticas foram realizadas de forma concomitante e
complementares no Laboratério Environment Centre Wales, Molecular Ecology and
Fisheries Genetics Laboratory, School of Biological Sciences, College of Natural Sciences,

Bangor University, Bangor, sob supervisdo do Dr. Martin lan Taylor e no Laboratério de
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Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista UNESP, Botucatu-SP, sob supervisdo do Dr. Claudio Oliveira. Os resultados no
formato de sequencias (FastQ) foram separados por amostra pela identificagdo do barcode
inserido na etapa de preparacdo das bibliotecas. Os reads de cada amostra foram
concatenados em dois arquivos (reads 1 e reads 2), que foram submetidos a uma anélise de
qualidade das sequencias geradas através do programa FastQC. O programa Geneious V.
R8 foi utilizado para a realizacdo das analises iniciais de montagem dos transcriptomas,

utilizando o transcriptoma do zebrafish (Danio rerio) como referéncia.

Resultados e Discussao

No presente trabalho foram sequenciados transcriptomas das espécies Pimelodella
avanhadavae e Rhamdia quelen da familia Heptapteridae (Figura 1). Na Tabela 1 sdo
apresentados dados da quantidade, qualidade e integridade dos fragmentos de RNA
extraidos das amostras e o total de sequéncias obtidas para cada um dos espécimes
analisados. As quantidades obtidas de RNA extraido apresentaram-se dentro da variagdo
aceitavel para a construcao de bibliotecas enriquecidas para o sequenciamento NGS, sendo
constatado que os valores de integridade obtidos estdo de acordo com aqueles
recomendados pela empresa Illumina e considerados suficientes para prosseguir com o
sequenciamento, tendo sido obtido um numero adequado de sequencias de qualidade para
cada amostra. Os graficos de qualidade das sequencias geradas (reads 1 e 2 concatenados)

sdo apresentados na Figura 2.

Os padrdes de coloragdo tém sido interpretados como resultado de um processo
evolutivo, sendo papel central da Biologia Evolutiva entender como os genes se relacionam

no desenvolvimento dos fenétipos dos organismos (Alexandrou et al., 2011). A busca de
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similaridade, utilizando a ferramenta BLAST, permitiu a montagem do transcriptoma a
partir de um transcriptoma de referéncia, no caso o de zebrafish (Danio rerio). Foram
obtidos 34.015.268 sequéncias para P. avanhadavae e 49.575.056 para R. quelen
correspondéncias com o transcriptoma de zebrafish, com a utilizacdo de 29.398.330 reads.
Foram feitas buscas por genes relacionados a pigmentacéo ja identificados para o zebrafish
(Kesh et al., 1996), tendo sido encontrados 58 genes compativeis, que serdo conferidos
antes da sua validacdo. Entre esses foram identificados genes relacionados com
pigmentacéo, que apresentaram valores de similaridade entre 44.7 a 94.3% com os genes de
zebrafish. Para alguns desses, os valores de similaridade foram bastante altos, sendo
evidenciados os genes myelin expression, premelanosome protein, dystrobrevin binding
protein, todos eles diretamente relacionados a formacdo de pigmentacdo. A comparacao
desses dados com o0s de outros peixes certamente sera de importancia no entendimento
desses genes na determinacdo do padrdo de coloracdo apresentado por essas espécies

(Figura 2).

De modo mais geral, os dados obtidos neste estudo revelam a ocorréncia de genes
similares para o desenvolvimento de padrdes de coloracdo e parecem demonstrar que a
competicdo por recursos € susceptivel de ter um papel dominante na estruturacdo das
comunidades, sendo simultaneamente sensivel aos efeitos de interacBes positivas e
negativas. E os genes relacionados aos padroes de coloracdo parecem representar fatores
determinantes nas relacGes entre individuos e comunidades que ocupam o ambiente
aquéatico. Considera-se que a comparacdo desses dados com os de outras espécies da
mesma familia e de familias relacionadas poderdo possibilitar uma melhor compreensao da

importancia e do papel desses genes na determinacéo do padréo de coloracdo em peixes.
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Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se relacionadas no final

desta tese.
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Tabela 1. Quantidade, qualidade, integridade e total de sequencias de RNA obtidas nas

andlises gendmicas de representantes da familia Heptapteridae.

Espécies Nano Vue BioAnalyser  Total de
ng/ul 280/260 280/230 RIN Sequéncias
P. avanhandavae 909,2 1,94 2,14 7,0 34.015.268

R. quelen 942,0 1,92 1,95 8,5 49.575.056
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Tabela 2. Contigs gerados na montagem do transcriptoma de Pimelodella avanhadavae
evidenciando similaridade com genes relacionados a pigmentacdo em Danio rerio.

N° Nucl: Nucleotides Number; N° Sequ: Sequences Number; 1.Sit.: Identical sites.

Ref Seq Name Description N° Nucl Seq % lIdentical  %Pairwise
Sites

Identity

NM_201134 604 reads 62798 605 38.5% 44.7%
assembled to
NM_201134

NM_ 001110469 2,068 reads 210396 2069 14.1% 46.7%
assembled to

NM_0011104

(2]
[{e)

NM_ 001089471 487 reads 52915 488 35.7% 49.7%
assembled to
NM_0010894

I \l
[3RN

NM_001033918 220 reads 24439 221 9.4% 50.3%
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assembled to

NM_0010339
18

NM_001082848 11 reads 2378 12 22.5% 52.1%
assembled to
NM_0010828

NM_001007773 397 reads 42534 398 53.9% 53.8%
assembled to

NM_0010077

]
w

NM_001291708 713 reads 73852 714 60.3% 58.1%
assembled to
NM_0012917

NM 194424 5,904 reads 602473 5905 26.0% 58.6%
assembled to
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NM_194424

NM_001037423 880 reads 90850 881 23.7% 74.6%
assembled to
NM_0010374
23

NM_200978 2,901 reads 297370 2902 12.0% 81.0%
assembled to
NM_200978

NM_001146149 21 reads 4321 22 75.7% 86.0%
assembled to
NM_0011461
49

NM_173265 16 reads 3650 17 59.4% 89.4%
assembled to
NM_173265
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NM_001045036 108 reads 12111 109 63.2% 90.4%
assembled to
NM_0010450

w
(o3}

NM_001045330 761 reads 79569 762 8.7% 92.1%
assembled to
NM_0010453

w
o

NM_199620 1,599 reads 163633 1600 32.3% 92.2%
assembled to

NM_199620

NM_001137661 55 reads 14906 56 75.2% 93.0%
assembled to
NM_0011376

AY682553 30 reads 5033 31 60.3% 93.1%
assembled to
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AY682553

NM_205554 934 reads 96109 935 16.1% 94.3%
assembled to
NM_205554

NM_001042720 80 reads 12529 81 77.4% 94.4%
assembled to

NM_0010427
20

NM_173237 1,412 reads 144347 1413 36.0% 94.7%
assembled to
NM_173237

NM_001031676 37,030 reads 3742442 37031 8.7% 95.5%
assembled to
NM_0010316
76
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NM_200909 12,325 reads 1246793 12326 30.9% 95.7%

assembled to

NM_200909

NM_173254 298 reads 31367 299 47.5% 95.7%
assembled to
NM_173254

NM_201296 16,352 reads 1654134 16353 4.3% 95.8%
assembled to
NM_201296

NM_001014826 356 reads 40600 357 53.0% 96.2%
assembled to
NM_0010148
26

NM_001030284 483 reads 50698 484 37.1% 96.3%
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assembled to

NM_0010302
84

NM_ 131617 518 reads 55826 519 59.6% 96.3%
assembled to
NM_ 131617

NM_131444 63,582 reads 6422851 63583 6.9% 96.5%
assembled to
NM_131444

NM_212928 380 reads 40730 381 15.8% 96.6%
assembled to
NM_212928

NM_001105136 214 reads 23138 215 47.8% 96.7%
assembled to
NM_0011051
36
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NM_200882 48,836 reads 4935230 48837 10.5% 96.9%
assembled to
NM_200882

NM_199537 3,904 reads 395928 3905 14.4% 97.0%
assembled to
NM_199537

NM_001018123 1,411 reads 143330 1412 17.3% 97.1%
assembled to
NM_0010181
23

NM_001002526 186 reads 19781 187 40.7% 97.3%
assembled to
NM_0010025
26
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NM_001034979 1,978 reads 202142 1979 31.7% 97.6%

assembled to

NM_0010349
79

Tabela 3. Contigs gerados na montagem do transcriptoma de Rhamdia quelen

evidenciando similaridade aos genes relacionados a pigmentacdo em Danio rerio.

Ref Seq Name Description # # % %
Nucleotide Sequences Identical Pairwise
S Sites Identity

NM_213342 126 reads 157666 127 8.0% 28.9%
assembled to
NM_ 213342

NM_173265 424 reads 428816 425 3.7% 29.5%
assembled to
NM_173265
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~

NM_194424 70 reads 73080 71 14.3% 29.6%
assembled to
NM_194424

NM_001080678 72 reads 117592 73 4.5% 30.3%
assembled to
NM_001080678

NM_001030105 16 reads 19493 17 36.3% 30.3%
assembled to
NM_001030105

NM_ 212928 109 reads 109216 110 8.8% 30.9%
assembled to
NM_ 212928

NM_001017770 16 reads 24142 17 15.9% 31.0%
assembled to
NM_001017770
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[o¢]

NM_001110469 51 reads 61217 52 27.1% 32.8%

assembled to

NM_001110469

NM_001082848 13 reads 16689 14 18.1% 33.9%
assembled to
NM_001082848

NM_001031676 13 reads 22111 14 33.6% 37.9%
assembled to
NM_001031676

NM_001110479 19 reads 32825 20 58.3% 40.2%
assembled to
NM_001110479

NM_200882 11 reads 28319 12 36.3% 41.6%
assembled to
NM_200882
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O

NM_001037423 17 reads 16096 18 37.4% 42.4%

assembled to

NM_001037423

NM_199620 29 reads 35718 30 47.5% 42.7%
assembled to
NM_199620

NM_173270 26 reads 27502 27 40.7% 46.3%
assembled to
NM_173270

NM_001024454 5 reads assembled 8954 6 64.6% 48.6%

to
NM_001024454

NM_001291708 14 reads 16453 15 38.1% 50.5%
assembled to
NM_001291708

NM_001007773 7 reads assembled 6595 8 52.4% 52.0%
to




o
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NM_001007773

8 reads assembled 10876 9 48.5% 53.8%
to
NM_001034988

NM_001034988

NM_001143918 4 reads assembled 11379 5 32.3% 55.5%
to
NM_001143918

6 reads assembled 14455 7 19.9% 59.9%
to
NM_001089471

NM_001089471

AY682553

7 reads assembled 14239 8 39.8% 69.0%
to AY682553

NM_131617 5 reads assembled 6569 6 70.5% 70.8%
to NM_131617
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[UnN

NM_001017818 76 reads 44054 77 49.9% 71.9%
assembled to
NM_001017818

NM_001034971 10 reads 18547 11 55.9% 73.5%
assembled to
NM_001034971

NM_001146149 4 reads assembled 4159 5 73.0% 76.4%
to
NM_001146149

NM_131875 9 reads assembled 19046 10 51.3% 80.0%
to NM_131875

NM_001144799 2 reads assembled 2819 3 8l.6% 81.9%
to
NM_001144799
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NM_001033918 19 reads 31988 20 48.5% 85.8%

assembled to

NM_001033918
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Pimelodella Rhamdia

1
(14%)

Figura 1. Grafico gerado a partir do programa Venny 2.1 evidenciando a quantidade dos
genes identificados relacionados com pigmentacdo e similares desses genes aos de

zebrafish (Danio rerio).
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Figura 2. Exemplares de a Pimelodella avanhadavae e em b Rhamdia quelen provenientes
do Rio Araqud, bacia do Rio Tieté, Botucatu-SP, Brasil evidenciando os padrdes de

coloracéo das espécies de peixes da familia Heptapteridae. A barra equivale a 1 cm.
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Figura 3. Grafico representando a qualidade do sequenciamento com base nos reads 1 e 2

obtidos em a e b para Pimelodella avanhandavae e em c e d obtidos para Rhamdia quelen.
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5 Consideracdes finais

O presente estudo se inseriu no programa geral de estudos de Citogenética e Genética
Molecular de Peixes Neotropicais que vem sendo desenvolvido no Laboratorio de Biologia
e Genética de Peixes (IBB/UNESP/Botucatu), visando aumentar o conhecimento sobre a
composicao cariotipica e a estrutura molecular dos peixes, estudando de modo mais
especifico a composicao cariotipica e as caracteristicas estruturais dos cromossomos das

cinco espécies mais representativas da familia Heptapteridae.

Os estudos citogenéticos realizados nas espécies Rhamdia quelen, Pimelodella
avanhadavae, Cetopsorhamida iheringi, Heptapterus mustelinus e Imparfinis mirini
trouxeram informagdes significativas relacionadas aos processos de diversificacdo
cromossémica, as relagdes entre os componentes desta familia de peixes e a evolugédo
cariotipica neste grupo. Os representantes analisados evidenciaram uma variacdo
cariotipica de 2n=46 a 2n=58 cromossomos, sendo 2=58 cromossomos 0 nimero dipdoide
predominante. As analises citogenéticas convencionais com bandamento C revelaram que
0s segmentos de heterocromatina sdo escassos, sendo 0s blocos heterocrométicos
encontrados em pequena quantidade e distribuidos pelo genoma, demonstrando uma

prevaléncia de bandas palidas e pouco evidentes em todas as espécies estudadas.

O mapeamento cromossdmico dos genes de DNA ribossomal 5S e 18S mostrou
diferentes padrdes de distribuicdo nas especies analisadas. Enquanto as espécies
Cetopsorhamdia iheringi e Imparfinis mirini apresentaram essas duas sequéncias de DNAr
em sintenia, nas demais espécies as marcacdes foram identificadas em cromossomos
distintos. Essa condicdo possivelmente se deve ao fato destas sequéncias terem passado por
processos evolutivos independentes e, em decorréncia, possuirem dindmicas funcionais

diferentes. Desta forma, o distanciamento fisico destes dois tipos de sequéncias poderia
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constituir um cenario mais interessante para um melhor desempenho das suas funcdes

fisioldgicas.

No presente estudo foi aplicada a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
para analisar a distribuicdo de diferentes sequéncias microssatélite no genoma utilizando os
oligonucleotideos marcados (CA)is, (GA)s, (CG)is e (TTA)w. Marcagbes conspicuas
fluorescentes foram identificadas preferencialmente nas regides terminais dos
cromossomos, sendo que alguns sinais também foram observados tanto em regides
eucromaticas como heterocromaticas dos cromossomos, mostrando a contribui¢do destas
sequéncias repetitivas na diversificagao cromossomica das espécies analisadas. Tais
informacdes vém se juntar ao crescente entendimento do papel das sequéncias de DNA
repetitivo na estruturacdo e funcionamento do genoma e, neste caso nas principais espécies

da familia Heptapteridae.

Aléem das andlises citogenéticas também foi realizado um estudo envolvendo as
espécies Rhamdia quelen e Pimelodella avanhadavae, utilizando o transcriptoma como
ferramenta para identificacdo da ocorréncia dos genes relacionados a cor e sua atua¢cdo no
desenvolvimento de padrdes de coloragdo em peixes. A comparacdo dos dados obtidos e
sua aplicacdo em outras especies de peixes da mesma familia e de grupos relacionados
poderdo resultar numa melhor compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos na
determinacdo dos padrdes de colorido nestas espécies, bem como da importancia e

desempenho dos genes envolvidos nestes processos.
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O trabalho “Mapeamento cromossomico de DNA repetitivos em Rhamdia quelen
(Teleostei: Heptapteridae), foi escolhido entre os melhores para apresentagdo na forma oral,
no XVI Simpésio de Citogenética e Genética de Peixes realizado no Centro de
Convengoes do Hotel Holiday Inn, em Cuiaba MT, durante os dias 25 a 28 de outubro de

2015.
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Lista de Publicac6es
Artigos completos publicados

Sene, Viviani; Pansonato-Alves, José Carlos; Utsunomia, Ricardo; Oliveira, Claudio;
Foresti, Fausto. Karyotype diversity and patterns of chromosomal evolution in
Eigenmannia (Teleostei, Gymnotiformes, Sternopygidae). Comparative Cytogenetics

(Print), V. 8, P. 301-311, 2014

Sene, Viviani F.; Pansonato-Alves, José C.; Ferreira, Daniela C.; Utsunomia, Ricardo;
Oliveira, Claudio; Foresti, Fausto. Mapping of the retrotransposable elements Rex1 and
Rex3 in chromosomes of Eigenmannia (Teleostei, Gymnotiformes, Sternopygidae).

Cytogenetic And Genome Research (Printed Ed.) V. 146, P. 1, 2015

Sanchez-Romero, Omar; Quezada Abad, César; Quizhpe Cordero, Patricio; de Sene,
Viviani Franca; Nirchio, Mauro; Oliveira, Claudio. First Description of the karyotype and
localization of major and minor ribosomal genes in Rhoadsia altipinna Fowler, 1911
(Characiformes, Characidae) From Ecuador. Comparative Cytogenetics (Print), V. 9, P.

271-280, 2015

M. Nirchio, C. Oliveira, Z. R. Siccha-Ramirez, V. F. Sene, O. R. Sanchez-Romero, N. R.
Ehemann, V. Milana, A. R. Rossi and L. Sola. A possible cryptic Caribbean species of
Scorpaena (actinopterygii: scorpaeniformes) suggested by cytogenetic and molecular data.

Journal of Fish Biology (2016) doi:10.1111/jfb.13089.


http://lattes.cnpq.br/2031454267306742
http://lattes.cnpq.br/2031454267306742
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Artigos submetidos para Publicacao

Mauro Nirchio; Claudio Oliveira; Zoila Raquel Siccha-Ramirez; Viviani Franca Sene;
Omar Rogerio Sanchez Romero; Ricardo Britzke; Luciana Sola; Valentina Milana; Anna
Rita Rossi. The Mugil curema species complex: A new karyotype for the Pacific white
mullet mitochondrial lineage

Marine Biology - Manuscript Number: MABI-D-16-00052

Fabilene Gomes Paim, Viviani Franca de Sene e Ligia Souza Lima Silveira da Mota. Jogo
da memoria: a mosca da fruta

Genética na Escola - Manuscrito nimero: GE-MS2015-031

Projeto de extensao

O Jogo da memoria “ A Mosca da Fruta” ¢ uma proposta didatica elaborada com
intuito de aprimorar os conhecimentos de biologia celular e hereditariedade dos alunos do
Ensino Médio durante o curso de extensdo “Experimentando Genética” ocorrido no
Instituto de Biociéncias, UNESP/ Botucatu. Com o0 desenvolvimento dessa atividade é
esperado um melhor feedback dos alunos com seus professores, especialmente numa
melhor compreensdo sobre as estruturas e organizacdo das celulas e seus componentes
assim como 0s cromossomos. Atividades ladicas como o jogo “A mosca da fruta” pode ser
uma excelente ferramenta de auxilio na abordagem de contetdos do ensino de genética
possibilitando o desenvolvimento da cognicéo e motivacdo além da afeicéo, socializagéo, e
criatividade dos estudantes. Assim, adotar atividades ltdicas como jogos durante a pratica

de ensino torna a construcao conhecimento mais dindmico e produtivo.
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Colaboragdes

Foi realizada uma parceria com o Professor Dr. Mauro Nirchio pelos proximos 3
anos junto a Universidade Técnica de Machala, Equador, para a realizacdo de investigacoes
cientificas aplicando técnicas de Citogenética Molecular em peixes do Equador, podendo

gerar artigos cientificos.





