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RESUMO

Em organismos eucariotos podemos observar a existéncia de sequéncias repetitivas de
DNA que correspondem a elementos individuais que se repetem varias vezes, e representam
grande parte do genoma eucarioto. Muitos estudos mostram que essas sequéncias podem estar
envolvidas em diversos mecanismos além de auxiliarem na manutencdo e propagacdo do
material genético celular, em nivel cromossémico, tais como, rearranjos por deleces,
duplicacdes, inversdes e translocacdes reciprocas, sendo responsaveis por proporgoes
significativas das variacGes cariotipicas observadas em muitos grupos. Embora DNAS
repetitivos ja tenham sido utilizados em andlises de citogenética molecular para identificacdo
de cromossomos homologos e anormalidades cromossémicas e sejam muito estudados em
invertebrados e mamiferos, em peixes hd poucas informagcbes sobre as sequéncias e
organizacdo gendmica e citologica. Através da técnica de COT-1 DNA foram obtidas
sequéncias repetitivas do genoma de Schizodon borelli, dais quais uma foi selecionada,
nomeada de Sc-Cot e realizada hibridacdo cruzada nas espécies de Leporinus e Schizodon
isognathus, na tentativa de caracterizar esta sequéncia no genoma das espécies. Sendo assim,
este estudo tem como objetivo contribuir para o esclarecimento de eventos importantes
ocorridos na familia Anostomidae como, por exemplo, aqueles relacionados com a origem
dos cromossomos sexuais do grupo, a partir do isolamento de sequéncias repetitivas do

genoma de S. borelli.

Palavras-chave: COT-1, DNA repetitivo, FISH.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sequéncias repetitivas

O genoma de eucariotos apresenta uma variedade de sequéncias simples e repetitivas. Os
DNAs repetitivos possuem sequéncias individuais que se repetem varias vezes e constituem
grandes fracdes do genoma eucarioto, representando cerca de 95% do genoma de cebolas
(FLAVELL et al, 1974) e 50% ou mais do genoma humano (THE GENOME
INTERNATIONAL SEQUENCING CONSORTIUM, 2001). Sao basicamente representados
por repeticGes em tandem, tais como DNAs satélite (satDNA), minissatélites e microssatélites
e ou dispersas, como transposons e retrotransposons (CHARLESWORTH et al., 1994). Os
DNAs satélites sdo constituidos de 100 a 300 pb de comprimento e de 1.000 a mais de
100.000 cépias no genoma. Comumente, localizam-se nas regides terminais e centroméricas
de um ou mais locos cromossémicos (MARTINS, 2007). Os minissatélites sdo constituidos de
sequéncias de 1 a 5 Kb que consistem em nimeros variaveis de uma unidade repetida de 15 a
100 nucleotideos de comprimento. Os microssatélites sdo geralmente constituidos de 1 a 6
nucleotideos com repeticdes em tandem (LITT et al., 1989; TAUTZ, 1989; WEBER et al.,
1989). Os transposons compdem grande parte das sequéncias moderadamente repetidas do
genoma eucariotico, evoluiram através da capacidade de se replicar fazendo cépias de si
mesmos e movendo-se para outras regides do genoma e sdo caracterizados pela presenca de
terminacOes repetidas invertidas e genes codificando para a enzima transposase
(CHARLESWORTH, 1994). Ja os retrotransposons sdo uma classe de DNA repetitivo que se
propaga através da acdo da enzima transcriptase reversa que tem a capacidade de formar um
filamento de DNA através de uma molécula RNA (TORRES; MATOSO; ARTONI, 2004).

Até pouco tempo as sequéncias repetitivas eram consideradas DNA lixo pelo fato de
terem sua funcdo desconhecida no genoma e por nao transcreverem produtos codificantes,
como proteinas e RNAs (NOWAK, 1994). Porém estudos mais recentes vém demonstrando
que essas sequéncias participam de diversas funcdes celulares importantes, tais como, o
envolvimento no processo de replicacdo do DNA (LI et al., 2002), de recombinacéo (BIET et
al., 1999), expressdo génica (LIU et al., 2001) e origem e evolucdo de cromossomos sexuais
(STEINEMANN; ESTAINEMANN, 2005; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; CIOFFI et al.,
2010). Além disso, essas sequéncias também se encontram presente em centrémeros e

telomeros de cromossomos de células eucariotas, com papel importante na manutengdo e
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propagacao do material genético nuclear (MARTINS, 2007). Essas sequéncias repetitivas sdo
também marcadores citogenéticos importantes que vém sendo usados para estudar a evolugéo,
organizacdo do genoma, comportamento de cromossomos sexuais e supranumerarios, e a
identificacdo de rearranjos cromossémicos em diversos grupos de organismos.

Essas funcdes e relagbes com regides e processos celulares das sequéncias repetitivas,
tornam as mesmas importantes para organizacdo estrutural e funcional, principalmente por
estarem envolvidas na evolugdo do genoma e por terem papel no controle da atividade génica
(BIEMONT; VIEIRA, 2006; MARTINS, 2007).

As sequéncias repetitivas de DNA tém sido estudadas em diversos grupos de
vertebrados, sendo que grande parte deste estudo destina-se ao grupo dos mamiferos. Sabe-se,
no entanto, que os peixes contem todos os tipos de DNAs repetitivos (VALENTE et al., 2010)
e, embora muitos estudos ja tenham sido realizados, no qual sequéncias repetitivas foram
localizadas em diferentes regides de cromossomos de peixes, tais como regides centromericas,
teloméricas, regides consideradas marcadores especificas de cromossomos sexuais e
cromossomos B (LANFREDI et al., 2001; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; FERREIRA,;
MARTINS, 2008; POLETTO; FERREIRA; MARTINS, 2010), ainda ha muito o que estudar
sobre essas sequéncias no genoma deste grupo, tendo em vista que esta classe constitui um
grupo extremamente diversificado, os quais representam mais da metade das espécies de
vertebrados existentes, com grande importancia econdmica para o homem na forma de
alimento ou obtencdo de renda. Estes animais podem evoluir de forma extremamente rapida, o
que sugere a presenca de ferramentas evolutivas poderosas em seus genomas (OSOUF-
COSTAZ et al., 2004).

1.2 Familia Anostomidae

A regido Neotropical compreende a area mais diversificada de ictiofauna de agua doce
do mundo (LOWE McCONNELL, 1999). Um estudo com a participacdo de 64 pesquisadores
de varios paises estimou que a ictiofauna neotropical compreendia na época do estudo 6.025
espécies distribuidas em 71 familias de 25 ordens diferentes, sendo que 1.550 espécies ainda
nao tinham sido descritas (REIS et al., 2003). Ndo ha estudos mais recentes sobre esses
ndameros, mas é sabido que as duas ordens mais representativas em numero de espécies
conhecidas nesta regido sdo Characiformes e os Siluriformes (TORRES; MATOSO;
ARTONI, 2004).
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Characiformes é uma ordem de peixes actinopterigeos restritos a dgua doce, que
compreende 16 familias, aproximadamente 270 géneros e mais de 1700 espécies, (GERY,
1977; GREENWOOD et al.,1966). As espécies da ordem Characiformes apresentam uma
grande variacdo na forma corporal, estrutura da mandibula, denticdo e anatomia interna
(VARI, 1998). Compreendem espécies de grande importancia ecoldgica e econbmica para 0
Brasil utilizadas na pesca comercial, esportiva e na aquicultura como o0s curimbatas
(Prochilodontidae), piaparas e piaus (Anostomidae), trairas (Erythrinidae), pacus, tambaquis,
dourados e matrinchas (Characidae) (CHAO et. al., 2001).

Dentro de Characiformes a familia Anostomidae compreende 138 espécies que estdo
divididas em 12 géneros. Possuem representantes em grandes bacias e afluentes da América
Central e do Sul, como: Rios Magdalena e Atrato na Colémbia, Orinoco na Venezuela, Rios
amazonicos até o sul de Buenos Aires na Argentina (RINGUELET et al. 1967,
GARAVELLO; BRITSKI, 2003). A familia diferencia-se dos demais Characiformes por seus
corpos alongados, nadadeiras anais curtas e pela auséncia de dentes na boca (GERY, 1977). O
género Schizodon, objeto deste estudo, compreende 14 espécies distribuidas nas bacias
hidrograficas da América do Sul, das quais apenas quatro delas, S. fasciatus, S. nasutus, S.
borelli e S. isognathus, foram estudadas citogeneticamente (MARTINS; GALETTI, 1997). A
espécie S. borelli, é conhecida popularmente como piava ou chimboré e é caracterizada pela
presenca de quatro manchas laterais.

As espécies da familia Anostomidae possuem 2n=54 cromossomos meta ou
submetacéntrico que parecem ser bastante estaveis durante o curso da evolucdo
(GARAVELLO; BRITSKI, 2003). Uma caracteristica importante da familia é a presenca de
cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW nas espécies: Leporinus elongatus, L. conirostris, L. aff.
elongatus, L. macrocephalus, L. obtusidens, L. reinhardti, L. trifasciatus e Leporinus 9, e a
auséncia desses cromossomos sexuais nas espécies L. striatus, L. friderici, L. lacustres, bem
como nas especies S. borelli e S. isognathus, abordadas neste trabalho.

Considerando que somente 5,9% das espécies de peixes Neotropicais estudadas
apresentam sistemas de cromossomos sexuais heteromorficos (ALMEIDA-TOLEDO;
FORESTI 2001; DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; OLIVEIRA et al., 2009), a presenca deste
sistema em Anostomideos torna este grupo de peixes bastante interessante do ponto de vista
citogenético e evolutivo. A maioria dos casos de cromossomos sexuais heteromérficos nas
espéecies da familia Anostomidae € do tipo ZZ/ZW e a diferenca entre os homdlogos sexuais

envolve blocos heterocromaticos (SILVA, 2012).
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Diferentes estudos envolvendo cromossomos sexuais e sequéncias neles presentes vém
demonstrando o quanto os dados obtidos tém sido importantes para a compreensdo da
diversidade cromossémica e relagdo cariotipica entre as espécies da familia Anostomidae
(SILVA; BORBA; PARISE-MALTEMPI, 2012).

Assim a familia Anostomidae apresenta quatro particularidades que a coloca em um
ponto de vista interessante para modelo de estudo: (I) apresenta espécies com ampla
distribuicdo geografica, que permite compara¢des com trabalhos j& realizados com espécies
de outras regides; (1) apresenta sistema de cromossomos sexuais heteromorficos presente
apenas em algumas especies desta familia, permitindo inferéncias sobre a evolugdo destes
sistemas através de comparacgdes com as espécies que nao os apresentam; (I11) a existéncia de
sondas de segmentos de DNAs repetitivos ja isolados, que possibilitam estudos comparativos;
(IV) a importancia dos peixes da familia Anostomidae na pesca de subsisténcia, esportiva e
comercial (SILVA, 2012).

Ainda sobre os cromossomos sexuais de peixes, deve ser ressaltado que a ictiofauna
Neotropical € muito rica e diversificada quanto sua organizacdo gendmica, e a origem da
diferenciacdo dos cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW pode envolver diversos processos
relacionados a heterocromatina e portanto sequéncias repetitivas como por exemplo acimulo
de segmentos heterocromaticos nos cromossomos seguido pelo aumento do cromossomo W
em relacdo ao Z (CENTOFANTE et al., 2001) e/ou acumulo de heterocromatina seguido de
perda sequencial de material genético (BERTOLLO; CAVALLARO, 1992; CARVALHO et
al., 2002). Pode haver ainda substituicbes de segmentos heterocromaticos e rearranjos
seguidos ou ndo pela perda de material heterocromatico (CENTOFANTE et al., 2003;
ARTONI et al., 1998; ALMEIDA TOLEDO et al., 2000; ROSA et al., 2006 para maior
revisdo). Uma forma de entender a dindmica e a composicao desta heterocromatina presente
nos Cromossomos sexuais e, consequentemente, analisar a evolugdo desses cromossomos, €
estudar as sequéncias repetitivas que os compde, 0 que justifica os objetivos propostos no
presente trabalho.

Estudos  cromossomicos  desenvolvidos em  peixes vém  contribuindo
significativamente para o conhecimento do genoma deste grupo de vertebrados. A maioria das
informacdes disponiveis provém de analises citogenéticas basicas, na qual um nidmero muito
pequeno de trabalhos tem descrito sequéncias de DNA e sua organizacdo no genoma
(MARTINS, 2007). Sequéncias repetidas como DNAs satélites, minissatélites,
microssatélites, genes repetidos em tandem, tém sido descritas para varias especies de peixes,

e essas sequéncias podem ser utilizadas como marcadores cromossémicos, muito utilizados
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em estudos de evolucdo, bem como na organizagdo do genoma como um todo (MARTINS,
2007).

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas técnicas que envolvem a chamada
citogenética molecular que é utilizada para identificacdo e caracterizacdo de sequéncias
especificas do DNA no cromossomo, consistindo basicamente no pareamento deste segmento
do DNA com uma sequéncia de nucleotideos complementares na célula-alvo (GUERRA,
2004).

Na citogenética de peixes, a técnica de hibridacado fluorescente in situ (FISH) revela-se
uma ferramenta muito importante, pois permite a caracterizacdo de uma grande diversidade
cariotipica, em particular sobre a origem dos cromossomos sexuais e de supranumerarios,
bem como da organizagdo gendmica de segmentos cromossémicos (GALETTI JR;
MARTINS, 2004).

A técnica de COT-1 DNA é uma das metodologias utilizadas para o isolamento de
sequéncias repetitivas, que embora ainda pouco explorada, vem demonstrando ser uma
ferramenta muito Util. Esta técnica que é baseada nos principios de renaturacdo cinética do
DNA promove o0 isolamento de grandes fracGes de sequéncias repetitivas de diferentes
tamanhos. Esse DNA vem sendo utilizado com mais frequéncia em experimentos de
hibridacdo fluorescente in situ cromossémico quando o objetivo é hibridar sondas de
cromossomos inteiros, evitando desta forma a hibridacdo inespecifica de sequéncias
repetitivas (PARISE-MALTEMPI, comunicagdo pessoal).
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi isolar sequéncias repetitivas presentes no
genoma de Schizodon borelli e analisar a organizagdo destas sequéncias e suas distribuices
cromossbmicas, na tentativa de encontrar alguma sequéncia repetitiva que pudesse estar
envolvida em importantes eventos no genoma da espécie ou de peixes em geral, utilizando a
técnica do COT-1 DNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

O material utilizado faz parte da colecdo de tecidos e preparacdes citogenéticas ja
existentes no Laboratorio de Citogenética da UNESP de Rio Claro. Foram utilizadas amostras
de tecido e preparacfes cromossdémicas da espécie S. borelli provenientes do rio Miranda,
Mato Grosso.

Foram utilizadas também preparacdes de diferentes espécies de Leporinus, disponiveis
no laboratério de citogenética. Esse material foi previamente coletado em diferentes rios do

estado de Sao Paulo e do Mato Grosso.

3.2.METODOS

3.2.1 Extrac@o de DNA de Tecidos Sélidos

A extracdo de DNA de amostras de figado e/ou nadadeiras foi realizada utilizando a
técnica de Fenol-Cloroférmio-Alcool isoamilico, de acordo com o protocolo que segue
(SAMBROOK, 2001).

Foi preparado um mix com as seguintes quantidades de solugdes:

Solucdes Volume/Amostra
NaCl5M 80 pL

Tris HCI2M pH 8 40 L

SDS 10% 200 pL

EDTAO5 MpH 8 200 pL

Rnase (10mg/uL) 40 pL

Agua autoc lavada 3440 pL

Volume Final 4000 pL

Em um homogeneizador mantido no gelo, foram adicionados 4 mL da solucéo de
digestdo juntamente com pequenos pedacos de tecidos em uma cubeta, que foram
homogeneizados. A solugdo foi levada ao banho maria a 50°C por 30 minutos e foram
acrescentados 20 pL de Proteinase K (20mg/mL) e levada novamente ao banho maria a

50°C, em tubos de centrifuga cobertos com parafilm, durante 2-4 horas, homogeneizando o
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material periodicamente. Dentro da capela, foram acrescentados 400 pL de
Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico, e ap6s agitar durante 15 minutos o material foi levado
a centrifuga a 7000 rpm por 15 minutos. Ap6s isso o0 sobrenadante foi retirado
cuidadosamente para um novo tubo e foram acrescentados 4 pL de NaCla 5 M e duas vezes
0 volume coletado de etanol absoluto. O material foi novamente centrifugado a 7000 rpm
por 10 minutos e logo em seguida descartado o sobrenadante. Foram acrescentados 3 mL de
etanol 70% e realizada novamente a centrifugacdo a 10000 rpm por 5 minutos, descartando
0 sobrenadante. AplGs secar em estufa por aproximadamente 1 hora o material foi

ressuspendido em 100 pL de agua autoclavada e armazenado em freezer.

3.2.2 COT-1 DNA

Este procedimento foi baseado na técnica de COT-1 (DNA enriquecido com
sequéncias alta e moderadamente repetitivas) seguindo o protocolo descrito em Trifonov et al.
(2009), com algumas modificagdes.

Foram fragmentados 150 pL de DNA (100ng) em Sonicador 11% 40V por 3 segundos
com o objetivo de se obter uma banda de aproximadamente 500 pb e o resultado foi analisado
em gel de agarose 1%. O DNA foi precipitado em 15 pL de NaCl 4M e 300 pL de etanol
100% gelado, mantido em freezer -80°C por 20 minutos e centrifugado por 10 minutos a
14000 rpm. O sobrenadante foi retirado, e apds seco, 0 material foi eluido em 20 uL de agua
autoclavada. A solugdo foi desnaturada a 95°C por 5 minutos, foram adicionados 1,2 pL de
20xSSC e a mistura foi deixada em banho a 60°C por 2 horas. Foram acrescentados 2 pL de
tampdo e 0,2 uL de enzima S1 (Sigma), passado no vortex e a mistura foi incubada a 42° C
por 1 hora. Foram acrescentados 0,5 uL de NaCl a 4M e 25 pL de isopropanol, colocados no
freezer por 15 minutos e centrifugado por 15 minutos a 14000 rpm. Foram adicionados 100
uL de etanol 70% e foi feita centrifugagdo por 10 minutos & 14000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e, apds secar, foi diluido em 20 pL de 4gua autoclavada e armazenado em freezer
para posterior clonagem.

O produto da reacdo de COT-1 DNA foi aplicado em gel de agarose 1% e o fragmento

observado foi extraido e posteriormente purificado.
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O produto resultante da digestdo com a enzima S1 foi ligado ao vetor pMOS Blue

(GE) de acordo com o protocolo sugerido pela empresa.

Inicialmente foi feita uma reacéo de fosforilagdo seguindo o protocolo:

Solucdes Volume/Amostra
Pk buffer 10x 1yl

DTT 100mM 0,5 pL

Pk mix enzima 1yl

Amostra (produto do COT-1 DNA) 5 UL

Agua autoc lavada 2,5 hL

Volume Final 10 uL

A solucao foi incubada a 22° C por 40 minutos e aquecida a 75° C por 10 minutos. Foi

colocada no gelo por 2 minutos e feita uma centrifugacdo. Apo6s isso foi feita a ligacdo deste

produto com o vetor da seguinte forma:

Solucdes Volume/Amostra
Vetor 1

Produto obtido da reacdo Pk 10 pL

T4 DNA ligase 1L

Volume Final 12 L

A solucdo foi incubada a 22° C overnight e armazenada na geladeira.

Para a transformagéo:

Foram pipetadas 20 pL de células competentes em cada tubo e adicionado 4 pL de

ligacdo direto nas células. Apos misturar gentilmente, os tubos foram deixados no gelo por 30

minutos e em seguida foi dado um choque térmico por exatos 40 segundos em banho Maria a

42° C. Apds mais 2 minutos em gelo foi adicionado 80 pL de meio Soc (RT) em cada tubo,

que foram deixados no shaker por 1 hora a 37° C. A mistura foi entdo aplicada em placas

preparadas com ampicilina e X-Gal. As placas foram incubadas em estufa a 37° C por

aproximadamente 12 horas e armazenadas em geladeira.
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3.2.4 Amplificacdo do DNA via PCR
Os clones recombinantes foram testados através da técnica de PCR utilizando os
primers universais M13 F — GTA AAA CGA CGG CCA Ge M13R - CAG GAA ACA GCT

ATG AC. As amostras foram amplificadas de acordo com o protocolo que segue.

Foi preparado um mix com as seguintes quantidades de solucdes:

Solucdes Volume/Amostra
Taq Polimerase 0,5 pL

Tampao de reacao 2,5 L

Primer M13 F 1,25 pL

Primer M13 R 1,25 pL

dNTP 1,25 pL

Agua autoc lavada 18,75 L

DNA (100-200 mg/ pL) 2 UL

Volume Final 27,5 UL

A reacéo de PCR foi realizada nas condicdes gerais de desnaturagdo a 95°C durante
3 minutos, 34 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 50°C durante 1
minuto, extensdo de 72°C durante 2 minutos e elongagdo a 72°C por 5 minutos e finaliza a
reacao a 10 °C.

Para a visualizacdo dos resultados, foram aplicados 3 YL de produtos de PCR em gel
de agarose 1,0%, corados com SYBR® Safe (10.000x) (Invitrogen®), em 2 pL de tampéo de
corrida blue juice (10x). O gelfoi visualizado em transluminador de luz ultravioleta, a fim de
verificar a qualidade dos fragmentos amplificados. Para a visualizagdo do tamanho do produto
génico obtido foi utilizado o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen®).

Os clones que se mostraram de tamanho suficiente para serem utilizados como

sondas na hibridagéo fluorescente in situ foram armazenadas em glicerol em freezer -80C.
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3.2.5 Sequenciamento

Para o sequenciamento dos produtos de PCR, as amostras foram purificadas através
do tratamento com a enzima ExoSAP-IT (GE Healthcare) utilizando-se 10 pL de produto de
PCR, 2 pL ExoSAP e 2 pL H,0 milli-Q autoclavada. A reacéo foi levada ao termociclador
emum ciclo de 1 hora a 37 °C seguido por um ciclo de 15 minutos a 80 °C.

Apbs a purificacdo, as amostras foram enviadas & empresa Macrogen Inc. (Seoul,
Coréia) para o0 sequenciamento.

3.2.6 Analise das sequéncias

A edicdo das sequéncias foi feita utilizando o programa BioEdit, através do qual
foram retiradas as extremidades de baixa qualidade e substituidas as bases “N”, que ndo
haviam sido identificadas pelo sequenciador, através da comparacdo de bases entre o
sequenciamento forward e reverse. As sequéncias foram alinhadas através da ferramenta
Clustalw (HIGGINS; SHARP, 1988).

As sequéncias que correspondem a fragmentos do vetor foram retiradas das
sequéncias consenso utilizando a ferramenta online de edicdo VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/). A ferramenta BLAST — Basic Local Alignment
Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990), no National Center for Biotechnology Information
(NCBI), website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) foi utilizada para comparagdo das

sequéncias obtidas com sequéncias ja depositadas no banco de dados.

3.2.7 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

Para a técnica de FISH, a marcacdo da sonda foi realizada utilizando as técnicas de
Nick Translation ou PCR, descritas abaixo, seguindo o protocolo Pinkel et al. (1986) com
modificagdes de Silva et al. (2012).



Marcacao de sonda por Nick Translation:
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Foi preparado um mix com as seguintes quantidades de solucdes:

Solucdes Volume/Amostra
10x NT Buffer 2 UL
dCTP 0,4mM 2 UL
dATP 0,4mM 2 UL
dGTP 0,4mM 2 UL
dTTP 0,4mM 0,7 uL
Agua autoc lavada 2,78 L
Digoxigenina 0,52 pL
Produto do PCR 5 UL
DNA polimerase I/DNAse | 3 L
Volume Final 20 uL

O programa para a marcacdo da sonda por Nick Translation seguiu as condigcGes

gerais de 16°C durante 90 minutos, seguidos de 10 minutos a 65°C e temperatura de

manutengdo a 10°C.

Marcacao de sonda por PCR:

Foi preparado um mix com as seguintes quantidades de solucdes:

Solucdes Volume/Amostra
Tampao 5 pL
dCTP 2mM 1L
dATP 2mM 1
dGTP 2mM 1
dTTP 0,4mM 1L
Agua autoc lavada 30 uL
Digoxigenina 0,5 pL
Produto do PCR 1l
Primer M13 F 1L
Primer M13 R 1L
MgCl, 7 L
Taq Polymerase 0,5 L
Volume Final 50 uL

O programa para a marcagdo da sonda por PCR seguiu as condicOes gerais de

desnaturagéo inicial a 95°C durante 3 minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturagdo a 94°C
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por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto, elongagdo a 72°C por 2 minutos, seguida

pela extensdo final a 72°C durante 5 minutos, com temperatura de manutencédo a 10°C.

Precipitacdo de sonda:

Apos a marcacao, as sondas foram transferidas para um eppendorf de 1,5 mL, foram
adicionados 1 mL de Alcool etilico 100% gelado e 2 pL de NaCl e levado para centrifugar a
14000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Apos isso, foi adicionado 1 mL de etanol 70% e levado a
centrifuga por mais 30 minutos e 14000 rpm. Por Gltimo, foi retirado o sobrenadante, e apo6s

secar totalmente o eppendorf a sonda foi eluida em 12 pL de agua autoclavada.

Tratamento das laminas

As preparacdes citologicas foram pingadas nas laminas em banho maria a 60°C e as
laminas foram deixadas com a suspensdo de células em estufa a 37°C por pelo menos 4 horas
para fixar bem o material sobre a mesma. Cada lamina foi desidratada em série alcodlica 70,
90 e 100% por 5 minutos e incubadas em 100 pl de RNAse (0,4 % RNAse/2xSSC) a 37° C
por 1 hora em cdmara Umida. As laminas foram lavadas trés vezes por 5 minutos em 2xSSC e
uma vez durante 5 minutos em PBS. As laminas foram também incubadas em solucdo de
pepsina 0,005% a 37°C por aproximadamente 10 minutos (este tempo é variavel de acordo
com o material). Foram lavadas duas vezes por 2 minutos em 2xSSC e desidratadas em série

alcodlica 70, 90 e 100% por 5 minutos.

Desnaturagdo dos cromossomos

O DNA cromossdmico foi desnaturado com formamida 70 % em 2xSSC, a 70 °C por
1°:10” para as espécies de Schizodon e 5’ para as espécies de Leporinus (este tempo € variavel
de acordo com o material). As laminas foram desidratadas em série alcodlica (gelada a -20° C)
70, 90 e 100% por 5 minutos.



21

Desnaturacéo da sonda

A solucdo de hibridacéo é preparada considerando o tipo de sonda e o material contido na

[amina a ser hibridada. Para este material foram adicionados 6 uL da sonda marcada e 24 uL
do tampdo de hibridacdo (Hybuffer) por ldmina em um tubo. A solucdo de hibridagédo foi

desnaturada em termociclador a 95°C por 10 minutos e cada ldamina foi montada com 30 uL
de solucdo de hibridacdo contendo a sonda, cobertas com laminula, e o conjunto mantido

voltado para baixo overnight a 37° C em camara Umida.

Lavagens

As laminulas foram retiradas cuidadosamente e lavadas duas vezes em 2xSSC a 42 °C
por 5 minutos e uma vez com 4xT (100 mL 20xSSC + 250 uL de Triton + 400 mL de H,0)

em temperatura ambiente por 5 minutos.

Deteccdo e amplificac@o do sinal de sondas marcadas com digoxigenina

Cada lamina foi incubada com 4 uL de Anti digoxigenina rodamina + 26 uL de 4xT

por 30 minutos a 37 °C. Foram feitas duas lavagens por 5 minutos com 4xT a 42 °C.

Montagem das laminas

Para montagem das ldAminas foram colocados aproximadamente 10 uL de solugédo de
DAPI + antifading sobre cada lamina. As laminas foram cobertas com laminula, e

armazenadas em geladeira no escuro.
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4. RESULTADOS

4.1 Extragdo de DNA de Tecidos Solidos

A partir da analise do gel de agarose observa-se que 0 DNA de alguns individuos de S.
borelli foi extraido com sucesso. As amostras que apresentaram melhores resultados foram

selecionadas para serem submetidas a técnica de COT-1 DNA (Figura 1).

Figura 1: Gel de agarose para observacdo da extracdo do DNA de diferentes exemplares da
espécie S. borelli.

4.2COT-1DNA

Através do gel de agarose observa-se que o DNA foi fragmentado em diferentes
tamanhos apo6s o protocolo do COT-1 DNA, predominando um arraste entre 300 e 800 pb

conforme o esperado (Figura 2).
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Figura 2: Gel de agarose para observacdo da fragmentacdo do DNA a partir da técnica de
COT-1DNA. Detalhe a esquerda do gel, ladder 1 Kb Plus (Invitrogen).

4.3 Clonagem

A clonagem foi realizada utilizando-se a amostra COT 4, tendo como resultado
diversas coldnias recombinantes, que foram armazenadas em glicerol no freezer -80 °C para

futuros estudos.

4.4 Amplificagdo do DNA via PCR

A partir da analise do gel de agarose, observa-se que os fragmentos de DNA da
espéecie estudada foram amplificados e apresentam sequéncias de tamanhos diversos, 0s quais

foram enviados para sequenciamento (Figura 3).



24

Figura 3: Gel de agarose para observagdo da amplificagdo do DNA via PCR.

4.5 Sequenciamento

Foram obtidas sequéncias de diferentes tamanhos, variando de 50 pb até 1021pb. Ao
utilizar a ferramenta BLAST, verificou-se que sdo sequéncias que apresentam similaridade
com diferentes organismos, sendo que algumas delas sdo de peixes, existindo entre elas

regifes de microssatélites e transposons como observado na tabela abaixo (Tabela 1).



Nome

Clone

Tamanho

BLAST

KE1l

331

Zebrafish DNA sequence from clone
DKEY-166L1 in linkage group 14, complete
sequence CR589950.13

KE2

2

122

Xenopus (Silurana) tropicalis NHS-like
protein 1-like (LOC100498628), transcript
variant X2, mRNA XM_004911659.1|

KE3

31

645

Dicentrarchus labrax chromosome
sequence corresponding to linkage group 1,
top part, complete sequence FQ310506.3

KE4

951

191

Choerodon rubescens microsatellite CruD9
sequence HM754316.1

KE5

6

50

Butyrivibrio proteoclasticus B316
chromosome 1, complete sequence
CP001810.1

KE6

8

136

Mouse DNA sequence from clone RP23-
260P9 on chromaosome X, complete
sequence AL670220.8

KE7

9

304

Cyprinus carpio clone 433869 microsatellite
sequence JN741322.1

KE8

10,

92

Arabidopsis thaliana chromosome 1,
complete sequence CP002684.1

KE1l1l

2

413

Tetraodon nigroviridis partial 28S rRNA
gene and partial 3' intergenic spacer, clone
C1CEO08ZF03

KE12

3

198

Methanosaeta harundinacea 6Ac, complete
genome CP003117.1

KE13

5

245

Human DNA sequence fromclone RP11-
406016 on chromosome 6, complete
sequence AL593844.4|

KE15

[F

173

Zebrafish DNA sequence from clone
DKEYP-92E4 in linkage group 5, complete
sequence CR759825.7

KE18

71

1021

Zebrafish DNA sequence from clone
CH211-195H14 in linkage group 15,
complete sequence CR847979.6

KE25

400

Pinctada radiata DNA, rRNA intergenic
spacer, 5' partial sequence, sample 2
AB214499.1

KE26

4,

163

Clavispora lusitaniae ATCC 42720
hypothetical protein, mMRNA
XM 002617443.1

KE28

6,

232

Human DNA sequence from clone RP11-
406016 on chromosome 6, complete
sequence AL593844.4

KE32

12,

259

Zebrafish DNA sequence from clone
DKEY-204G14 in linkage group 5,
complete sequence CT978957.9

KE36

8,

144

Spermophilus tridecemlineatus jumonii
domain containing 4 (Jmjd4), transcript
variant X2, mRNA XM 005341283.1
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Tabela 1: Tabela do sequenciamento da espécie S. borelli, com a representagdo do tamanho
das sequéncias e sua similaridade de acordo com a ferramenta BLAST.
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O clone 7, apresentou 1021 pb e, com o uso da ferramenta BLAST, mostrou
similaridade com Zebrafish, CR847979.6. Este clone foi selecionado para dar procedimento
as atividades, devido ao tamanho da sequéncia, que se acredita ser bom para utilizagdo nos
experimentos de hibridacao in situ cromossémica. Esta sequéncia foi entdo nomeada de Sc-
Cot.

4.6 Hibridag&o in situ fluorescente (FISH)

A técnica de hibridagdo in situ fluorescente foi realizada utilizando marcacéo das
sondas por Nick Translation e PCR, com digoxigenina, porem os melhores resultados obtidos
foram as sondas marcadas por Nick tranglation, devido ao tamanho das sequéncias. As
metéafases obtidas apresentaram marcac¢des no bragco longo de um par cromossémico, que
devido ao fato do complemento possuir cromossomos de tamanhos muito semelhantes, nao
pode ser precisamente identificado (Figura 4). Os dois pontos que também aparecem no

nlcleo interfasico confirmam a quantidade de marcacdes existentes.

Figura 4: Hibridizago in situ Fluorescente nos cromossomos de S. borelli. A seta indica a
marcacao da sequéncia Sc-COT nos cromossomaos.
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Na técnica de hibridacdo cruzada (Cross FISH), foi utilizado o mesmo clone como
sonda para hibridar os cromossomos de outra espécie, S. isognathus (Figura 5), bem como em
diferentes espécies de Leporinus (Figura 6), e assim verificar se encontramos um possivel
marcador cromossémico para este grupo de peixes.

Ao analisar a figura 5, pode-se observar que a sequéncia Sc-Cot hibridou nos
cromossomos de S. isognathus apresentando uma marcacdo no brago longo de um par
cromossémico, semelhante com aque la observada em S. borelli.

Para as espécies de Leporinus, a sequéncia Sc-Cot hibridou apenas aquelas espécies
que ndo apresentam cromossomos sexuais: L. friderici (Figura 6A), L. lacustres (Figura 6B) e
L. striatus (Figura 6C) apresentando uma marcacgéo no brago longo de um par cromossdmico,
também semelhante aquela presente em S. borelli. J& nas espécies L. elongatus e L.
macrocephalus ndo houve marcac¢ao cromossdmica da sequéncia Sc-Cot.
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Figura 5: Hibridizacdo in situ Fluorescente nos cromossomos de Schizodon isognathus. A
seta indica a marcacao da sequéncia Sc-COT nos cromossomos. Esta escala corresponde a 10

pm.

Figura 6: Hibridizagdo in situ Fluorescente usando a sequéncia Sc-Cot nos cromossomos de
diferentes espécies de Anostomidae: (A) Leporinusfriderici, (B) Leporinus lacustres, (C)
Leporinusstriatus, (D) Leporinuselongatus, (E) Leporinus macrocephalus, (F). Esta escala

corresponde a 10 pm.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo isolar sequéncias repetitivas utilizando a
técnica de COT-1. Muitos trabalhos nos quais foram descritas novas sequéncias repetitivas de
genomas de diferentes vertebrados foram publicados nos Gltimos anos. Porém, a maioria deles
usou a técnica de digestdo enzimatica que envolve a digestdo do DNA genémico de um
organismo com enzimas de restricdo. O uso desta técnica tem se mostrado bastante eficiente
e, muitas sequéncias interessantes ja foram isoladas por meio dela, no entanto, na maioria dos
casos, Sd0 necessarios testes com muitas enzimas até que se consigam bandas de provaveis
sequéncias de DNA repetitivos.

O DNA repetitivo obtido por meio da técnica de COT-1 vem sendo utilizado como
blogueador de sequéncias repetitivas inespecificas em experimentos de hibridacdo in situ
cromossdmica. Quando se faz uso de sondas de cromossomos totais provenientes de
citometria de fluxo ou microdisseccdo, os resultados do FISH quase sempre mostram muitas
marcacdes inespecificas nos outros cromossomos, que ndo aquele de interesse, devido a
grande quantidade de sequéncias repetitivas presentes nos genomas. Para diminuir o
background, pesquisadores tém feito uso deste COT DNA, que é colocado juntamente com a
sonda para desnaturar e assim acredita-se que, como o COT-1 é constituido de sequéncias
repetitivas de diferentes tamanhos, ele acaba anelando com outras sequéncias repetitivas
presentes junto a sonda, blogueando-as, diminuindo assim as marcacdes inespecificas.

Pensando nas caracteristicas do COT-1 DNA e no fato de que ap6s a digestdo com a
enzima S1 tem-se um produto com diferentes sequéncias repetitivas de diferentes tamanhos,
teve-se a idéia de usar esta técnica para isolar provaveis sequéncias repetitivas interessantes
de maneira mais rapida e ampla do que utilizando a digestdo com enzimas de restri¢ao.

Apo6s a clonagem deste produto verificou-se a presenca de fragmentos de diversos
tamanhos, variando de 50 a 1021 pb, o que indicou que o experimento deveria ser continuado,
uma vez que foram obtidos fragmentos com mais de 600 pb, considerados de bom tamanho
para analises cromossdmicas.

ApOs 0 sequenciamento, os resultados foram analisados comparativamente com outras
sequéncias disponiveis no GenBank e algumas delas mostraram similaridade com diversos
fragmentos, e algumas apresentaram similaridade entre si. Apds esta analise algumas
sequéncias foram selecionadas, principalmente pelo tamanho. A sequéncia 7; de 1021 pb

apresentou similaridade com a sequéncia Zebrafish, CR847979.6.
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Foram feitos testes de hibridacdo in situ com varias sequéncias obtidas, mas dos clones
testados, a sequéncia 7; foi a que mostrou melhores resultados e por isso foi escolhida.
Pretende-se analisar os outros clones obtidos em trabalhos futuros.

Na primeira parte das anélises cromossdmicas foi utilizada a sonda 7;, nomeada de Sc-
Cot, em cromossomos da espécie S. borelli, da qual foi isolada a sequéncia. Como resultado,
foi possivel observar metafases com marcacBes no braco longo de um par cromossémico
como pode ser visto na figura 4.

Apos a observacao de clara marcagdo nos cromossomos de S. borelli, partiu-se para a
hibridacdo cruzada, também chamada de Cross FISH, da sequéncia 7; nos cromossomos de
outra espécie do género, S. isognathus. Neste experimento foi possivel observar metafases
com marcagdes no brago longo de um par cromossémico muito semelhantes com aquelas
presentes na espécie S. borelli como podemos observar nas figura 4 e 5, demonstrando assim
que, apesar do numero de amostra ainda ser pequeno, devido a falta de material
cromossdmico das demais espécies do género no laboratério, aparentemente a sequéncia
isolada pode ser um marcador para o género.

Também foi realizada a técnica de Cross FISH da sequéncia 7, nos cromossomos de
outras espécies, mas agora do género Leporinus. Na espécie L. friderici foi possivel observar
metafases com marcacBes no braco longo de um par cromossdémico, bem parecidas com
aquelas observadas nas espécies de Schizodon. O mesmo ocorreu para as espéecies L. lacustres
e L. striatus. Porém, na hibridacdo cruzada realizada nos cromossomos das espécies L.
elongatus e L. macrocephalus ndo foi observada nenhuma marcagdo cromossémica, 0 que
demonstra que a sequéncia Sc-Cot ndo marca estas espécies. A técnica de FISH foi realizada
diversas vezes modificando a forma de marcacdo de sonda, tempo de desnaturacdo dos
cromossomos € modo de lavagem pés hibridagdo e em nenhuma das vezes foi possivel
observar marcacdes nos cromossomos destas espécies.

Os trabalhos recentes envolvendo marcadores cromossémicos do grupo dos Leporinus
vém sendo de grande importancia para fornecer cada vez mais dados sobre a organizagéo
cromossOmica e gendmica do grupo (PARISE-MALTEMPI et al, 2007; SILVA et al, 2012).
Nesses trabalhos citados foram descritas sequéncias repetitivas que na maioria dos casos estdo
envolvidas com o sistema de cromossomos sexuais presente em algumas das espécies de
Leporinus. O que se tem visto é que quase sempre esses marcadores/sequéncias acabam
claramente dividindo-os em dois grupos: o grupo gque apresenta Cromaossomaos sexuais em seu

complemento, daquele que ndo os possuem.
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Assim, as espécies do género S. borelli e S. isognathus, que ndo apresentam
cromossomos sexuais heteromorficos, mostraram padrao de marcacao bem semelhante entre
elas. Assim como estas espécies, as espécies do genéro Leporinus lacustres, L. striatus e L.
friderici, que também ndo possuem cromossomos sexuais heteromorficos, mostraram o
mesmo padrdo de marcac¢ao da sequéncia Sc-Cot. Diferentemente, as espécies que apresentam
cromossomos sexuais, L. elongatus e L. macrocephalus, ndo tiveram seus Cromossomos
marcados apés a hibridagdo com a sonda 7, (Sc-Cot). Esses resultados nos levam a concluir
que esta sequéncia, Sc-Cot, € uma sequéncia caracteristica de espécies que ndo apresentam
Cromossomos sexuais, 0 que nos causou extrema surpresa, uma vez que todas as sequéncias
repetitivas anteriormente estudadas pelo grupo de genética de peixes da UNESP, Rio Claro,
eram caracteristicas do grupo com as espécies gque apresentam cromossomos sexuais. Essas
sequéncias ja descritas, ndo eram necessariamente localizadas nesses cromossomos, mas
mesmo quando estavam distribuidas em outros cromossomos do complemento, havia uma
disting&o entre os grupos.

Par entendermos melhor a organizacdo desta interessante sequéncia e inferir alguma
hipGtese para o fato dela ndo estar presente no complemento das espécies com cromossomos
sexuais, faz-se necessario estudar esta sequéncia com detalhes além de aumentar o nimero de
espécies analisadas. Para tal, foram desenhados primers, com base na sequéncia
primeiramente obtida apds a clonagem. Estes primers foram desenhados utilizando a

ferramenta OligoPerfect™ Designer (http://tools. invitrogen.com), porem, devido a problemas

com a empresa, 0s mesmos ndo foram entregues em tempo habil para que os resultados

fossem incluidos neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que, apesar da familia
Anostomidae apresentar uma aparente estabilidade cromossdmica, existe uma variedade de
sequéncias especificas entre as espécies, 0 que torna esta familia um grupo muito interessante
para estudo gendémico. As duas espécies de Schizodon analisadas obtiveram o mesmo padrédo
de distribuicdo de Sc-COT o que pode levar a idéia de que esta seja uma sequéncia
caracteristica do género. Além disso, o estudo foi ampliado para outras espécies da familia,
todas elas do género Leporinus, e esta sequéncia separou as espécies estudadas em dois
grupos, estando presentes somente naqueles que ndo possuem Cromossomos sexuais.

Outra informacgdo importante obtida como resultado do presente trabalho foi que a
técnica de COT-1 DNA é uma ferramenta muito Gtil para estudos de DNA repetitivos em
peixes, e pode fornecer dados importantes para a caracterizagdo e compreensdo da diversidade

cariotipica e evolugdo gendmica da familia Anostomidae.
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