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Resumo

Foram analisadas citogeneticamente quatro espécies de peixes do género Gymnotus, G.
sylvius, G. pantherinus, G. inaequilabiatus e G. cf. carapo de componentes de diferentes
bacias hidrograficas brasileiras, com o uso de técnicas citogenéticas basicas (coloragdo com
Giemsa, localizacdo das RONs pela marcacdo com nitrato de Prata e bandamento C) e cito-
moleculares (coloracdo com os fluorocromos base-especificos CMA3; e DAPI, hibridacédo in
fluorescente situ (FISH) com sondas de DNAr 18S e 5S, sonda teloméricas (TTAGGG), e
sonda obtida do cromossomo portador das RONs de G. carapo da bacia Amazonica por
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) e caracterizacdo e organizacdo gendmica do
DNAr 5S). G. sylvius apresentou namero diploide de 40 cromossomos (22m+12sm+6st); G.
pantherinus apresentou numero diploide de 52 cromossomos (32m+18sm+2st) e G.
inaequilabiatus (42m+10sm+2a) e G. cf. carapo (38m+12sm+4st) apresentaram 54
cromossomos. O bandamento C evidenciou a marcagdo de pequenos blocos centroméricos em
todos os cromossomos de todas as espécies, sendo, porém, detectadas algumas marcacdes
intersticiais em G. sylvius e grandes blocos intersticiais nos cromossomos de G.
inaequilabiatus, G. cf. carapo e G. pantherinus. As RONs foram identificadas em apenas um
par cromossdmico nas quatro espécies e foram coincidentes com a hibridacéo fluorescente in
situ realizada com a sonda para DNAr 18S e a coloragdo com o fluorocromo CMA;. A
hibridacdo com a sonda para DNAr 5S revelou marcacdes em até dezessete pares de
cromossomos em G. inaequilabiatus e em até quinze pares em G. cf. carapo; dois pares
cromossdmicos em G. pantherinus e um par em G. sylvius. A hibridacdo com a sonda para a
sequéncia telomérica (TTAGGG), revelou marcacGes nos telomeros de todos os
cromossomos dos representantes destas quatro espécies, alem de blocos intersticiais no
primeiro par metacéntrico de G. sylvius e junto as RONs de G. inaequilabiatus e G. cf.
carapo. Foi realizada também a amplificacdo, clonagem, sequenciamento e hibridacdo in situ
do DNAr 5S em espécies simpatricas de G. sylvius e G. inaequilabiatus, sendo detectada a
existéncia de duas classes distintas dessa familia génica (classe |1 com cerca de 450pb e classe
Il com cerca de 650pb). A hibridagdo in situ usando como sonda cada classe deste sitio
mostrou que em G. sylvius as duas classes apresentam-se co-localizadas no mesmo par
cromossdmico, enquanto em G. inaequilabiatus a classe 11 apareceu mais dispersa em relacao
a classe I. A pintura cromossdmica total utilizando a sonda obtida do cromossomo total
portador das RONSs hibridou em apenas um par cromossomico em G. sylvius, G.

inaequilabiatus e em G. cf. carapo. Os dados apresentados revelaram-se como significativos
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marcadores citotaxondmicos para este grupo de peixes e contribuiram com informacdes de

interesse para o conhecimento do processo de diferenciacao entre as espécies de Gymnotus.
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Abstract

Four fish species of the genus Gymnotus comprised by G. sylvius, G. pantherinus, G.
inaequilabiatus and G. cf. carapo from different Brazilian hydrographic basins were analyzed
using classic cytogenetic (coloration with Giemsa, localization of NORs for silver nitrate
marking and C-banding) and molecular cytogenetic techniques with base-specific
fluorochrome DAPI and CMAg;, fluorescence in situ hybridization (FISH) with probes
consisting of 18S and 5S rDNA, telomeric sequences (TTAGGG), and whole chromosome
prepared by Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) of the NOR chromosome, obtained
of G. carapo from Amazon basin, as well as a characterization and genomic organization of
5S rDNA. G. sylvius presented a diploid number of 40 chromosomes (22m+12sm+6st); G.
pantherinus presented a karyotype with 52 chromosomes (32m+18sm+2st) and G.
inaequilabiatus (42m+10sm+2a) and G. cf. carapo (38m+12sm+4st) presented 54 chromosomes.
All the species presented the constitutive heterochromatin located in the centromeric region of
all chromosomes. Besides that, some interstitial marks were detected in G. sylvius and large
interstitial blocks were identified at the chromosomes of G. inaequilabiatus, G. cf. carapo and
G. pantherinus. NORs were identified in only one chromosome pair in all species and were
coincident with the in situ hybridization using probes of 18S rDNA and the fluorochrome
CMA;. FISH using the probes of 5S rDNA revealed marks up to seventeen chromosome pairs
in G. inaequilabiatus and up to fifteen pairs in G. cf. carapo, two chromosome pairs in G.
pantherinus and one pair in G. sylvius. The telomeric probes were localized at the telomeres
of all chromosomes in the four species, as well as interstitial telomeric sequence in the first
metacentric pair in G. sylvius and along the NORs in G. inaequilabiatus and G. cf. carapo.
The amplification, cloning, sequencing and in situ hybridization of 5S rDNA in sympatric
species of G. sylvius and G. inaequilabiatus revealed two distinct classes of this gene (Class I,
with about 450 bp and Class Il with about 650bp). In situ hybridization using both classes as
probes showed that in G. sylvius the two classes are co-located on the same chromosome pair,
while in G. inaequilabiatus the class 1l appeared more dispersed in relation to Class I. The
whole chromosome painting using the NORs chromosome as probe in G. sylvius, G.
inaequilabiatus and G. cf. carapo bears only one chromosome pair. The present data have
proved to be significant cytotaxonomic markers for this group of fish and contributed with
important information to understanding the process of differentiation between the species of

Gymnotus.
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Introducéo

1 Introducéao

1.1 Considerac0es sobre a citogenética de peixes

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desenvolvimento nos udltimos anos,
devido basicamente a utilizacdo de novas técnicas de analise cromossémica, 0 que
possibilitou a citogenética contribuir mais efetivamente ndo sé para a resolucéo de problemas
taxondmicos e filogenéticos, como também para uma maior compreensdo da estrutura
cromossémica nos vertebrados. Estes avancgos técnicos refletiram, de modo acentuado, nos
estudos citogenéticos em peixes, resultando numa expansdo consideravel do numero de
espeécies estudadas nos Gltimos anos. Na regido Neotropical ja foram analisadas cerca de 1040
espécies de peixes de agua doce, sendo 475 espécies 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 realca também
outras caracteristicas do genoma dos peixes, como a presenca de Cromossomos
supranumerarios, que foram descritos ocorrer em 38 espécies e de heteromorfismos
cromossOmicos ligados ao sexo, que resultaram na identificacdo de cromossomos sexuais em
62 espécies, entre as quais 40 com heterogametia feminina e 22 com heterogametia
masculina. Estes resultados demonstram um aumento substancial das informacdes sobre o
cariotipo das espécies deste grupo de organismos, se comparados ao levantamento realizado
anteriormente por Oliveira et al. (1988a). No entanto, esses dados séo ainda incipientes, se for
considerado que podem existir cerca de 6.000 espécies de peixes distribuidas nesta regido
biogeogréafica (Reis et al., 2003).

Em peixes, a crescente aplicacdo de técnicas de bandamento cromossémico,
notadamente as de bandas C e bandas de endonucleases de restricio e o emprego de
fluorocromos base especificos, como a Cromomicina Az e o DAPI, para identificar segmentos
especificos dos cromossomos, permitiram ndo sé uma melhor caracterizacdo da diversidade
cariotipica, como também o entendimento das relagcdes evolutivas existentes entre diferentes
taxons (revisdo em Almeida-Toledo et al., 2000a). O desenvolvimento recente de diferentes
metodologias, possibilitando a aplicacdo de sondas especificas como aquelas de genes
ribossémicos e de histonas, constituidas por DNA de moderada repetitividade, ou as de DNA
altamente repetitivo (DNA satélite) (Singer, 1982; Oliveira e Wright, 1998) e o advento da
técnica de microdissec¢do cromossémica (Kao, 1990; Meltzer et al., 1992), que possibilita o



Introducéo

isolamento direto de DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida, tém
possibilitado a associacdo destes marcadores com as regibes correspondentes nos
cromossomos metafésicos, através da técnica de hibridacdo fluorescente in situ, denominada
FISH. Esse tipo de abordagem citogenética em nivel molecular permite o acesso a
informagdes mais precisas acerca da presencga de seqliencias especificas de DNA, a detecgdo
de rearranjos cromossémicos, a proposi¢do de hipoteses sobre os mecanismos envolvidos na
diversificacdo cariotipica, a construcdo de mapas génicos e até mesmo o estabelecimento de
relacbes filogenéticas entre os componentes dos grupos biolégicos (revisdo em Phillips e
Reed, 1996; Oliveira e Wright, 1998; Henning et al., 2008).

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 cromossomica
quanto dos processos evolutivos que envolvem o caridtipo dos peixes Neotropicais (Oliveira
et al., 2007). Esse tipo de abordagem tem sido aplicado, por exemplo, em peixes da Ordem
Gymnotiformes, notadamente em espécies do género Eigenmannia. Anéalises citogenéticas
realizadas nesse grupo, a partir do final da década de setenta revelaram que, a despeito da
ocorréncia de uma Unica espécie denominada E. virescens para o0s rios de varias bacias
brasileiras, na realidade trata-se de um complexo de espécies, com a ocorréncia de cinco
citétipos na bacia superior do rio Parand, dois cit6tipos no rio Sdo Francisco, trés na regido
Amazonica, aléem de um extenso polimorfismo cromossémico na ilha de Maraj6. Os estudos
citogenéticos neste grupo evidenciaram, além de esclarecimentos citotaxonémicos, também a
ocorréncia de distintos sistemas de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados na
maioria dos citdtipos (revisdo em Almeida-Toledo e Foresti, 2001). A aplicacdo de técnicas
moleculares em alguns desses citétipos, como a marcacdo pelos fluorocromos Cromomicina
A; e Mitramicina, permitiram caracterizar as regides heterocromaticas ligadas aos
cromossomos sexuais em duas das espéecies desse complexo, como sendo regides ricas em
pares de bases GC. Do mesmo modo, a aplicacdo de técnicas utilizando fluorocromos e
endonucleases de restricdo, em associagdo com as técnicas de colora¢do convencional, trouxe
esclarecimentos acerca dos mecanismos envolvidos na formagdo do cromossomo Y em
Eigenmannia sp2, corroborando com uma hipétese de que nesta espécie a diferenciacdo
sexual estaria realmente relacionada a presenca de regifes cromossdmicas GC positivas
(Almeida-Toledo et al., 2000b).

O estudo sistematizado de outros grupos de peixes como em Hoplias (sintese em
Bertollo et al., 2000; Born e Bertollo, 2002), Astyanax (sintese em Kavalco, 2008), Corydoras
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(Oliveira et al., 1988b; 1992), Triportheus (Artoni et al., 2001; Artoni e Bertollo, 2002; Diniz
et al., 2008), Characidium (Pansonato-Alves et al., 2010), dentre outros, também tem trazido
importantes informacOes cariotipicas muitas vezes esclarecedoras de questfes genético-

evolutivas relacionadas aos peixes Neotropicais.

1.2 Considerac0es sobre os Gymnotiformes, sobre a familia Gymnotidae e sobre o

género Gymnotus.

Os peixes pertencentes a ordem dos Gymnotiformes, popularmente conhecidos como
“tuviras”, “peixes elétricos” ou “peixes espada”, constituem um grupo endémico das aguas
doces da regido Neotropical (Albert e Crampton, 2003). Essa ordem possui mais de 100
espécies e 27 géneros que estdo agrupados em cinco familias, Gymnotidae,
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Sternopygidae e Aptenorotidae (Mago-Leccia, 1994). Nos
Gymnotiformes, a diversidade cariotipica € mais bem conhecida nos géneros Gymnotus e
Eigenmannia, ricos em espécies.

A familia Gymnotidae atualmente € constituida por dois géneros, sendo que Gymnotus
se apresenta com 33 espécies validas e Electrophorus com apenas uma espécie vélida
(Crampton e Hopkins, 2005). Sabe-se que 0 género Gymnotus é 0 que apresenta a mais ampla
distribuicdo geogréafica, com espécies ocorrendo nas dguas continentais das Américas do Sul e
Central, sendo encontradas desde o Rio Salgado, nos pampas argentinos (36° S), até o Rio
San Nicolas, México (18° N), com excecdo do Chile e Belize (Albert et al., 2005). Este
género se apresenta muito diverso também na Bacia Amazonica, onde 19 espécies sdo
conhecidas, incluindo formas ainda ndo descritas formalmente (Crampton et al., 2005;
Milhomem, 2010).

Os peixes do género Gymnotus séo facilmente distinguidos de outros Gymnotiformes
por possuirem a boca voltada para cima, os olhos dispostos na posicao lateral da cabeca e uma
cavidade do corpo longa, com um valor modal de 31-51 vértebras pré-caudais (Albert et al.,
2005). Uma caracteristica marcante dos representantes deste género é a presenca de faixas de
pigmentos claros e escuros obliquamente orientadas ao longo de todo o comprimento do
corpo, do qual se derivou o nome comum em inglés “banded knife-fish” (Albert et al., 2005).

Existem dados citogenéticos disponiveis para espécies de Gymnotus encontradas em
diversas localidades brasileiras que evidenciam a ocorréncia de uma alta diversidade
cariotipica. Essa ampla variabilidade cromossémica é caracterizada pelos diferentes nimeros

diploides observados em algumas espécies, como em G. carapo e G. inaequilabiatus com 54
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cromossomos, G. sylvius que apresenta 40 cromossomos, G. pantherinus com 52
cromossomos e G. pantanal com 40 cromossomos para fémeas e 39 para machos,
caracterizando um sistema multiplo de cromossomos sexuais (revisao em Margarido et al.,
2007; Milhomem, 2010).

No género Gymnotus, G. carapo caracteriza-se como uma das espécies mais
interessantes e diversificadas citogeneticamente. Estudos cariotipicos realizados em diferentes
populacbes desta espécie, com ocorréncia na bacia Amazonica, bacia do Parana e bacias
Costeiras, tém revelado uma expressiva variacdo nos valores de seu nimero dipléide, com
populacdes apresentando 52, 48, 46, 42 e até 40 cromossomos em seu cariotipo (Foresti et al.,
1984; Nagamachi et al., 2010). No entanto, uma revisdo deste grupo de peixes realizada por
Albert e Crampton (2003) indicou que, na verdade, diversas populagbes de G. carapo
tratavam de novas espécies. De qualquer forma, espécies comprovadamente identificadas
como G. carapo tém apresentado uma instigante diversidade cariotipica, com variacdes na
morfologia dos cromossomos e na presenca de diferentes cromossomos portadores de sitios
ribossomais (Fernandes-Matioli et al., 1997) e até casos de poliploidia (Fernandes-Matioli et
al., 1998a).

Em analises citogenéticas realizadas por Margarido et al., (2007) em trés espécies
simpatricas de Gymnotus da bacia do Alto Rio Parana, foi identificada a ocorréncia de
nameros dipldides de 54 cromossomos em G. paraguensis, de 40 cromossomos em G. sylvius,
ja caracterizadas citogeneticamente antes do alagamento da cachoeira Sete Quedas e de 40
cromossomos em fémeas e 39 em machos de G. pantanal, caracterizando um sistema multiplo
sexual do tipo X X1XoXo/X1 XY, encontrado anteriormente apenas nos componentes
hidrograficos do baixo rio Paranad e relatado pela primeira vez no Alto Rio Parand em
simpatria com G. paraguensis e G. sylvius. As andlises citogenéticas realizadas nestas trés
espécies demonstraram diversidade interespecifica na macroestrutura cariotipica, indicando
que as caracteristicas citogenéticas podem ser utilizadas para diagnosticos taxondmicos nesse
grupo de peixes. No entanto, o posicionamento das RONs mostrou-se conservado, sendo
identificadas marca¢Ges em apenas um par cromossémico para as trés especies, indicando
uma manutencdo destes sitios ribossomais na evolucdo destas espécies. J& a auséncia de
hibridos interespecificos poderia ser explicada possivelmente também pela diferenca
encontrada nos nimeros cromossdmicos destas espécies.

A partir de analises filogenéticas realizadas com base em dados moleculares,
Fernandes-Matioli e Almeida-Toledo (2001) propuseram um caminho evolutivo para a

diferenciacdo cromossdmica em algumas espécies de Gymnotus. Neste estudo, realizado com
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dados obtidos a partir de amostras provenientes da bacia do alto rio Parand, foi proposto que o
namero dipléide de 52 cromossomos poderia ser considerado como uma caracteristica basal
para 0 grupo, sem ser necessariamente uma condicao plesiomorfica. A variagdo na quantidade
de heterocromatina constitutiva poderia ser uma caracteristica sinapomorfica, evidenciando
uma relacdo filogenética entre G. carapo e G. inaequilabiatus. Finalmente, o numero diploide
de 54 cromossomos caracterizar-se-ia como um “Ultimo” evento, no qual uma fissdo
cromossdmica poderia ser apresentada como uma condicdo autapomorfica para G. carapo. A
ocorréncia do numero diploide de 40 cromossomos provavelmente seria decorrente de eventos
de fusdo céntrica associados a uma gradual perda de blocos heterocromaticos, caracteristicas
estas que poderiam ser consideradas autapomorficas para G. sylvius.

Na analise citogenética realizada em G. sylvius com 2n=40 cromossomos e em G.
carapo com 2n=54 cromossomos, utilizando resultados obtidos pelo bandamento R, Claro e
Almeida-Toledo (2010) mostraram evidéncias de ancestralidade comum entre estas duas
especies, devido a similaridade em trés pares cromossémicos conservados em ambas. Aliando
esses resultados a utilizacdo de sondas teloméricas, foi identificado que rearranjos
cromossdmicos do tipo fusdo céntrica poderiam ter ocorrido, determinando modificacdes no
cariotipo de G. sylvius.

A aplicacdo da técnica de hibridacao fluorescente in situ, em associacdo com o uso de
sondas teloméricas em preparacGes cromossdmicas de exemplares de duas populacdes de G.
carapo da bacia Amazonica, revelou a existéncia de diferentes nimeros diploides, de 40 e 42
cromossomos (Milhomem et al., 2008). Evidenciou ainda a existéncia de sitios teloméricos
intersticiais (ITS) no brago curto de um par metacéntrico no cariotipo dos representantes da
populacdo com 40 cromossomos, sugerindo que a diferenca encontrada no ndmero diploide
entre as populagdes seria resultado da ocorréncia de uma fusdo cromossdmica. E devido a
falta de diferencas morfoldgicas, os autores sugeriram que ambas as popula¢@es analisadas
seriam componentes de um complexo de espécies com isolamento pos-zigético, cujas
alteracdes cromossémicas teriam ocorrido recentemente (Milhomem et al., 2008).

Em outro estudo, Nagamachi et al. (2010) analisaram duas populacdes de G. carapo,
uma com 40 e outra com 42 cromossomos. Neste trabalho foram realizadas hibridagdes in situ
com a utilizacdo de sondas produzidas a partir de cromossomos inteiros, isolados por
citometria de fluxo de preparacGes cromossémicas do citétipo com 42 cromossomos. As
sondas produzidas foram hibridadas sobre preparacdes metafasicas dos representantes do
citétipo com 40 cromossomos e 0s resultados demonstraram que diferentes rearranjos

cromossdmicos ocorreram nestes dois citotipos, com uma frequéncia bem maior do que
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geralmente descrita em trabalhos envolvendo apenas técnicas citogenéticas classicas. Segundo
0s autores, 0s resultados parecem sugerir ainda que os dois cit6tipos estariam revelando a
existéncia de duas espécies distintas (Nagamachi et al., 2010).

Os dados citogeneticos disponiveis para o género Gymnotus reforcam a existéncia de
ampla e interessante variacdo cariotipica neste grupo. Assim, o0 estudo citogenético
sistematico destes peixes, com a utilizacdo de abordagens variadas e por meio de técnicas
citogenéticas basicas e moleculares, tem permitido a obtencdo de informacGes de interesse
para a melhor compreensdo da estrutura cariotipica e esclarecimentos acerca de problemas
genético-evolutivos envolvendo esse grupo de vertebrados.

Nesse sentido, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de realizar estudos
cito-moleculares em diferentes espécies e populacfes de peixes do género Gymnotus de
diferentes bacias hidrogréaficas, buscando-se determinar a extensdo da ocorréncia das
variacBes cromossdmicas, observadas em alguns representantes deste grupo de peixes, bem

como compreender 0s mecanismos envolvidos no seu processo de diversificacao.
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2 Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram em desenvolver a analise do caridtipo de
espécies de peixes do género Gymnotus, enfocando aspectos citogenéticos e moleculares, com
a finalidade de:

1 ampliar o conhecimento sobre este grupo de peixes, estabelecendo e comparando a
constituicdo cariotipica destas espécies;

2 aplicar técnicas de bandamento para identificacdo estrutural dos cromossomos
(bandas C, identificacdo das RONs, tratamentos com fluorocromos - CMA3; e DAPI);

3 mapear a localizacdo dos genes de DNA repetitivo (DNA ribossdmico 5S e 18S)
identificando sua posi¢do cromossdmica e relacdes entre as duas espécies, com a utilizacdo da
técnica de hibridacdo fluorescente in situ (FISH);

4 verificar a ocorréncia de polimorfismos cromossémicos relacionados ao sexo nestas
espécies;

5 isolar, clonar, sequenciar e hibridar o DNAr 5S de Gymnotus sylvius e Gymnotus
inaequilabiatus para uma melhor compreensdo da dispersdo dessa familia génica nessas duas
espécies;

6 gerar informac0es cariotipicas que possam contribuir para a taxonomia desse grupo,
bem como para o conhecimento dos mecanismos envolvidos no seu processo de

diversificacao, no sentido de estabelecer possiveis relacdes evolutivas entre as espécies.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Espécies estudadas e locais de coleta

No presente trabalho foram analisadas quatro espécies de peixes do género Gymnotus,
G. sylvius, G. inaequilabiatus, G. pantherinus e G. cf. carapo, de ocorréncia em componentes
de diferentes bacias hidrograficas brasileiras. As espécies G. sylvius e G. inaequilabiatus
tiveram quatro populacdes analisadas, enquanto G. pantherinus e G. cf. carapo tiveram uma
unica populacdo analisada, com os locais de coleta indicados na Figura 1. De cada individuo
foram retirados fragmentos de tecido renal para estudos citogenéticos e também fragmentos
do figado, que foram fixados em etanol 95% para estudos moleculares posteriores. Os
exemplares utilizados na amostragem foram fixados em formol 10%, conservados em alcool
70% e apos identificacdo foram depositados na colecdo de Peixes do Laboratorio de Biologia

e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia, UNESP de Botucatu-SP.

Tabela 1. Exemplares de peixes do género Gymnotus analisados. LBP: Colecdo de Peixes
Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP.

F: fémeas; M: machos.

Espécies LBP Localidade F M  Coordenadas

G. sylvius 11160 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 20 14 S22°59'25”" W 48°25’40”
G. sylvius 11155 Rio Araqua - Botucatu — SP 02 - S22°47°13” W 48°28’89”
G. sylvius 11163 Rio Campo Novo- Bauru-SP 01 01 S22°23°07” W 49°00°55”
G. sylvius 11161 Mogi Guagu - Pirassununga-SP - 01 S21°55’50” W 47°22°29”
G. inaequilabiatus 11154 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 02 07 $S22°59°25” W 48°25’40”
G. inaequilabiatus 11158 Rio Araqua - Botucatu — SP 04 02 S22°47°13” W 48°28°89”
G. inaequilabiatus 11152 Rio Campo Novo - Bauru-SP 06 13 S22°23°07” W 49°00°55”
G. inaequilabiatus 11156 Mogi Guagu - Pirassununga-SP 06 17 S21°55°50” W 47°22°29”
G. pantherinus 11153 Rio Aguapel - Mongagua-SP 03 02 S24°06°40” W 46°43°00”
G. cf. carapo 9836 Rio Miranda - Pantanal-MS 03 02 S19°34'34” W 57°02°17”
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Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta de espécies e populagdes de Gymnotus. 1 Rio
Aguapel, Mongagua — SP, G. pantherinus; 2 Cachoeira Véu da Noiva, Rio Pardo, Botucatu —
SP, G. sylvius e G. inaequilabiatus, 3 Rio Araqua, Botucatu — SP, G. sylvius e G.
inaequilabiatus, 4 Rio Mogi-Guacu, Pirassununga — SP, G. sylvius e G. inaequilabiatus; 5
Rio Campo Novo, Bauru — SP, G. sylvius e G. inaequilabiatus e 6. Rio Miranda, Passo do
Lontra— MS, G. cf. carapo.

Figura 2. Fotos de exemplares das espécies estudadas. a) G. inaequilabiatus; b) G. sylvius; c)
G. pantherinus; d) G. cf. carapo.
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3.2 Métodos

Para a analise citogenética convencional foram utilizados os métodos de estimulacéo
de mitoses (Cole e Levans, 1971), preparacdo direta de células renais (Foresti et al., 1993),
marcacdo das RegiGes Organizadoras de Nucléolo (RONs) com nitrato de Prata (Howell e
Black, 1980) e identificacdo da heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972).

Para a andlise citogenética molecular foram utilizados os métodos de identificacdo de
regides cromossomicas ricas em GC com o uso do fluorocromo Cromomicina Az (Schweizer,
1976); identificacdo de regides cromossdmicas ricas em AT pelo fluorocromo DAPI
(Schweizer et al., 1978) e localizacdo cromossdmica do DNAr 18S, 5S e das sequéncias

teloméricas (TTAGGG), com a técnica de hibridacdo fluorescente in situ (FISH).

3.2.1 Estimulacdo de Mitoses

Para obtencdo de maior nimero de células em mitose foi utilizada a técnica de
estimulagdo de divisdo celular por meio da inoculacdo intramuscular de suspenséao de células
de fermento bioldgico, conforme técnica descrita por Cole e Levans (1971) para anfibios e
répteis e adaptada para peixes por Bertollo et al. (1978) e Oliveira et al. (1988a). O
procedimento utilizado consiste em:

1) preparar uma solucdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte proporgao:
0,5 g de fermento, 0,5 g de aglcar e 7 ml de &gua destilada;

2) incubar a solucdo em uma estufa (37°C) por cerca de 10 minutos;

3) injetar a solucdo dorso-lateralmente no peixe na proporcéo de 1 ml por 100 g de
peso do animal;

4) deixar o animal em aquério aquecido e bem aerado, por cerca de 48 horas.

Fragmentos de tecidos de rim e branquias foram utilizados para a obtencdo de

preparacdes cromossomicas visando o estudo cariotipico das espécies.
3.2.2 Obtencdo de Cromossomos Metafasicos
A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos metafasicos seguiu a descricdo de

Foresti et al. (1993), com algumas adaptacdes. Essa metodologia envolve basicamente, a

inibicdo da polimerizacdo dos microtibulos pela colchicina e a hipotonizacdo das células em
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suspensdo in vitro, seguindo-se a fixacdo celular pela mistura de metanol/acido acético. O
procedimento consiste em:

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

2) sacrificar o animal, retirando o rim anterior. Transferir o material para uma
pequena placa de vidro, contendo 10 ml meio de cultura RPMI previamente aquecido em
estufa a 37 °C;

3) dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur, até obter uma solucéo aquosa homogénea;

4) adicionar 2 gotas, com uma seringa de 1ml, de colchicina a 0,01% e levar a estufa
a 37 °C por 30 minutos;

5) centrifugar (1000 rpm) por 10 minutos e descartar o sobrenadante;

6) acrescentar 10 ml de solucdo hipotonica de KCI (0,075M) previamente aquecida a
37C ° e levar a estufa 37C °© por 21 minutos;

7) retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixador gelado (metanol e acido acético na
proporcdo de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com uma pipeta Pasteur e
deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

8) adicionar cerca de 10 ml de fixador e novamente agitar a mistura; levar a
centrifuga (1000 rpm) por 10 minutos;

9) pingar o material em laminas;

10) deixar secar ao ar.

As laminas podem ser guardadas no congelador durante muito tempo, servindo, assim,

para aplicacdo de varias técnicas de bandamento cromossémico.

3.2.3 Deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) através da

Impregnacédo com Nitrato de Prata (AgNO3)

Essa técnica caracteriza-se pela reacdo quimica da Prata metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo de proteinas nas Regides Organizadoras de Nucléolo. O
procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por Howell e Black (1980),
sendo utilizadas duas solucdes:

. Solucéo A (solucdo coloidal reveladora): 1g de gelatina muito bem dissolvida

em 50 ml de &gua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de acido férmico.
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. Solucéo B (solugéo de nitrato de Prata): 1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de
agua destilada. Depois de preparadas, essas solucfes devem ser mantidas em frascos escuros a
4°C.

O procedimento para a coloragdo das RONSs é o seguinte:

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

2) secar as laminas. Pingar uma gota da solug@o A e duas gotas da solucdo B sobre o
material na ldmina e cobrir com laminulg;

3) deixar as laminas sobre um suporte, no interior de um banho-maria a 60°C. Em
alguns minutos, a mistura das solucfes se torna marrom dourada. Lavar a ldmina em agua
destilada e deixar secar;

4) corar com Giemsa na proporcdo de 1:30 em tampéo fosfato (pH = 6,7) por
aproximadamente 10 segundos;

5) deixar secar ao ar.

3.2.4 Identificacdo da Heterocromatina Constitutiva

Essa técnica caracteriza-se pela acdo sequencial de acido, base e solucdo salina para
eliminar seletivamente o DNA cromossdmico, permanecendo intactas somente regies de
heterocromatina, mais compactadas. O procedimento foi seguido conforme descrito por
Sumner (1972), com adaptacdes, e consiste em:

1) deixar a lamina submersa em HCI 0,2 N por 25 minutos, a temperatura ambiente;

2) lavar com &gua destilada, a temperatura ambiente;

3) incubar a lamina em solucdo de hidréxido de Bario 5%, a 60° C, por 5 a 15 segundos;

4) lavar rapidamente em HCI 1 N, a 60° C, por alguns segundos;

5) incubar a Iamina em 2XSSC, a 60° C, por 25 minutos;

6) lavar com &gua destilada a temperatura ambiente;

7) corar com Giemsa 5% por 10 minutos.

3.2.5 ldentificacdo de Regides Cromossomicas ricas em GC pelo fluorocromo

Cromomicina Az

Para a deteccao das regides cromossomicas ricas em pares de bases GC foi utilizada a
técnica descrita por Schweizer (1976), com algumas modificacdes, empregando o

fluorocromo CMA;. A técnica consiste em:
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1) incubar as laminas em uma solucéo tampao Mcllvaine + MgCl,, por 10 minutos;

2) agitar a lamina para retirar o0 excesso de tampéao e pingar 2 ou 3 gotas de Cromomicina
A; (0,5mg/ml). Cobrir com laminula e deixar 15 minutos em camara escura;

3) lavar em tampéo Mcllvaine sem MgCl, para retirar a laminula;

4) incubar as ldminas em solugdo Metylgreen/Hepes-NaCl (12 mg/100ml), por 15
minutos;

5) lavar as laminas em solugcdo Hepes-NaCl e, posteriormente, em H,O destilada;

6) secar as laminas no escuro e deixa-las em geladeira overnight;

7) pingar uma gota de glicerol com 2,5% de propilgalato sobre cada gota de material;

8) colocar laminula e vedar as laterais com esmalte de unha;

9) deixar as laminas no escuro e em geladeira por 1 semana antes de analisar;

10) observar e fotografar em microscopia de fluorescéncia.

3.2.6 ldentificacdo de Regides Cromossémicas ricas em AT, pelo fluorocromo
DAPI

Para a deteccdo das regiGes cromossdmicas ricas em pares de bases AT foi usado o
método descrito por Schweizer et al. (1978), que consiste em:

1) colocar sobre as ldminas 150 ul de solugdo de Distamicina A recém preparada;

2) cobrir com uma laminula e deixar agindo por 15 minutos a temperatura ambiente;

3) lavar a ldmina em tampdo Mcllvaine (ou agua destilada) para retirar a laminula e
deixar secar;

4) mergulhar a ldmina em solucdo DAPI, recém preparada, por 15 minutos no escuro;

5) lavar em tamp&o Mcllvaine ou agua destilada e deixar secar ao ar;

6) pingar uma gota de glicerol com 2,5% de propilgalato sobre cada gota de material e
colocar laminula;

7) observar e fotografar em microscopia de fluorescéncia.
3.2.7 Extracao de DNA gendmico
O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de figado ou musculo preservadas

em etanol, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA) conforme

instrucOes do fabricante.
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3.2.8 Preparacao das sondas de DNA para hibridacéo fluorescente in situ (FISH)
3.2.8.1 Preparacéo das sondas de DNAr 18S e 5S

A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Gymnotus carapo, usando os primers 18S F (5’CCG CTT TGG TGACTC TTG
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 deteccéo do sinal de hibridacéo
foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os parametros
para marcacao foram: 31 pl de 4gua Mili-Q, 5 ul de tampao da enzima Tagq polimerase (10X),
5 ul de MgCl, (25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP € 0,7 pul de dTTP (2mM cada), 0,8 ul de
Digoxigenina-11-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), 0,5 pl de Taqg polimerase (5U/uL) e 2 pul
de DNA molde. Total da reacdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condices:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
34 ciclos < 52 10C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min

12°C ---- manutencdo

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Synbranchus marmoratus, 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
hibridacéo foi realizada usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e os parametros para
marcacgdo foram: 33 ul de agua Mili-Q, 2 pl de tampdo da enzima Tag polimerase (10X), 5 pl
de MgCl, (25mM), 1 ul de dATP, dCTP e dGTP e 0,5 pl de dTTP (2mM cada), 2 pl de
Biotina-16-dUTP, 1 ul de cada primer (10mM), 0,5ul de Taq polimerase (5U/ulL) e 2 ul de
DNA molde. Total da reacédo: 50 pl.
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O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigoes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
34 ciclos 55°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12°C ---- manutengo

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

3.2.8.2 Preparacdo da sonda telomérica

A sonda utilizada para deteccdo de sequéncias teloméricas foi amplificada e marcada
por PCR, usando digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). Na auséncia de DNA
molde, foram usados primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s e 0s parametros para marcacdo
foram: 33,9 pl de 4gua Mili-Q, 5 pl de tampédo da enzima Taq polimerase (10X), 2 pl de
MgCl, (26mM), 1 ul de dATP, dCTP e dGTP e 0,7 pl de dTTP (2mM cada), 1 pl
Digoxigenina-11-dUTP, 1,5 ul de cada primer (10mM), 0,4 pl de Taqg polimerase (5U/uL) e 1
ul de DNA molde. Total da reacdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condices:

95°C ---- 10 min
94°C ---- 45 seg
34 ciclos 50°C ---- 1 min
68°C ---- 1 min
68°C ---- 7 min

12°C ---- manutengio

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.
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3.2.9 Hibridacgao Fluorescente in situ (FISH)

O mapeamento das sondas teloméricas, de DNAr 5S e 18S em cromossomos
metafasicos foi realizado por hibridacao fluorescente in situ de acordo com o procedimento

estabelecido por Pinkel et al. (1986), com modificagbes conforme descrito abaixo:

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 laminas foram tratadas com solucdo 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 desnaturacédo
das laminas, desnaturou-se a solucdo 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 pL de solucéo de hibridacdo 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

ApoOs a hibridacdo 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 solugdo de
0,1xSSC a 60°C por 5 minutos cada e uma vez em solucdo Tween 0,5%/4xSSC a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apos as lavagens, as ldminas 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
solucdo de bloqueio com anticorpo (24 pL de solucédo de blogqueio e 6 pL de antidigoxi-

rodamina) por 1 hora em camara Umida e escura a 37°C. Posteriormente, foram lavadas 3
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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). As laminas foram analisadas em um fotomicroscopio
optico de fluorescéncia (Olympus BX61) e as imagens metafasicas foram capturadas usando o

programa Image Pro Plus, 6.0 software (MediaCybernetics).

3.2.10 Preparacéo para sondas de cromossomos inteiros e hibridagdo fluorescente
in situ (FISH)

Etapa 1: Preparo da sonda

As sondas de cromossomos inteiros foram preparadas a partir de cultura de fibroblasto
de G. cf. carapo, citétipo de 2n=42 (llha do Marajd), no departamento de Medicina
Veterinaria na Universidade de Cambridge-UK (Nagamachi et al., 2010). Os cromossomos
foram isolados por FACS (Fluorescent Activated Chromosome Sorting), amplificados por
DOP-PCR, seguindo a metodologia descrita por Telenius et al. (1992) e Yang et al. (1995). O
cariograma de fluxo mostrou quatro regifes, das quais a regido um é constituida pelo par
portador das RONSs. Foram isolados 400 cromossomos de cada regido do cariograma de fluxo
e submetidos a DOP-PCR utilizando um primer degenerado (6MW). Apds, 1 pL do produto
desta DOP-PCR foi utilizado para uma segunda DOP-PCR, agora utilizando nucleotideo
marcado direto com um fluorocromo (dUTP-Cy3 ou dUTP-FITC) ou indireto com um
hapteno (dUTP-Biotina ou dUTP-Digoxigenina). A sonda do cromossomo portador das
RONs assim produzida, foi utilizada para hibridizar em preparagdes cromossémicas das

espécies em estudo na presente dissertacao.

Etapa 2: Hibridacéo fluorescente in situ (FISH)

A realizacdo da hibridagdo fluorescente in situ (FISH) da sonda de pintura foi
realizada como descrito por Yang et al. 1995.

Preparo das laminas: Laminas recém preparadas foram desidratadas em uma bateria de
alcool em temperatura ambiente (70%, 2X, 2 minutos cada; 90% ,2X, 2 minutos cada e 100%,
1X, 4 minutos), envelhecidas em estufa a 65°C por 2 horas, desnaturadas em formamida 70%

(70 mL de formamida e 30 mL de 2XSSC) a 65°C por 1 minuto, desidratadas novamente na



18

Materiais e Métodos

bateria de alcool (70% gelado 1X 4 minutos; 70% 1X 2 minutos; 90% 2X 2 minutos cada e
100% 1X 4 minutos).

Preparo da sonda: 14pl do mix de hibridacdo (50% formamida, 1xSSC, 10% sulfato
dextrano, 5mg de DNA de esperma de salmdo) e 1pl de produto de PCR foi desnaturado a
70°C por 10 minuto. A sonda assim preparada é colocada sobre a lamina ja desnaturada.
Coloca-se uma laminula limpa sobre a lamina para espalhar a sonda e sela-se com uma cola
flexivel. Apds coloca-se a ldmina em camara Umida e incuba-se em estufa a 37°C por 2 ou 3
dias.

Lavagem de estringéncia: Retira-se a laminula e procede-se a lavagem da lamina para
retirar o excesso de sonda. Incuba-se a lamina em formamida 50% (50 mL de formamida e 50
mL de 2XSSC) 2X por 5 minutos cada, 2XSSC 2X 5 minutos cada e 4T (500 mL de 4XSSC e
250 pL de Tween 20) 1X por 4 minutos. Este procedimento é feito em banho Maria a 40-
42°C. Se a sonda utilizada for de marcacédo direta com um fluorocromo (Cy3 ou FITC, por
exemplo), apos passar pelo 4T, deve-se escorrer 0 excesso e colocar uma gota de anti-fade
com DAPI, cobrir com laminula, retirar o excesso de liquido e selar com esmalte.

Deteccdo do sinal: Se a sonda for de marcacéo indireta, deve-se proceder a deteccéo
do sinal utilizando uma solucéo contendo anticorpo ligado a um fluorocromo, por exemplo,
avidina-Cy3 ou avidina-FITC (para sondas marcadas com Biotina) ou anti-digoxigenina
ligado a um fluorocromo. Em ambos os casos, a solucdo de deteccdo é constituido de 200 pL
de 4T e 0,4 pL do anticorpo. Esta solucdo é colocada sobre a lamina apo6s passar pelo 4T,
coloca-se uma laminula de pléstico sobre a solugdo e incuba-se a 37°C por 20 minutos. Apds,
a lamina é passado pela bateria de lavagem de estringéncia. ApOs 4T, escorrer 0 excesso e
colocar uma gota do anti-fade com DAPI, cobrir com laminula, retirar o excesso de liquido e

selar com esmalte.
3.2.11 Caracterizacdo do DNAr 5S
Sequéncias de DNAr 5S foram isoladas do DNA genémico de exemplares de

Gymnotus sylvius e Gymnotus inaequilabiatus, clonadas, sequenciadas e usadas como sondas

para hibridacdo fluorescente in situ.
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3.2.12 Isolamento do DNAr 5S por PCR

O DNAr 5S foi isolado por PCR com o uso dos primers5S F (5’TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3’) e 5S R (5’CAG GCT GGT ATG GCC GTA ACG 3’). Esses primers
amplificaram os genes DNAr 5S e seus espagadores ndo transcritos (NTS).

O mix de PCR utilizado apresentou os seguintes parametros: 16,5 ul de agua Mili-Q,
1,5 pl de MgCl, (25mM), 1,25 pl de Tampédo 1, 1,25 pl de Tampédo 2, 1,0 pl dNTP mix
(2mM), 1,0 ul de cada primer (10mM), 0,5 pl de Taq polimerase (5U/uL) e 1,0 pl de DNA
molde. Total da reacdo: 25 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condices:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
24 ciclos 60°C ---- 30 seg
72°C ---- 1 min
72°C ---- 10 min

4°C ---- manutencao

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

3.2.13 Eluicéao das bandas obtidas pela amplificacdo por PCR do DNAr 5S

Para eluicdo dos fragmentos de DNA 5S em gel de agarose foi realizado
primeiramente um recorte preciso da banda no gel e a eluicdo foi realizada utilizando o Kit
GE - PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de acordo com o protocolo do fabricante. Em
todos os casos, 0 DNA foi eluido em maior volume, garantindo uma melhor recuperacdo do
DNA. O produto de eluicdo foi visualizado em gel de agarose 1% juntamente com marcador
de peso molecular Low DNA Mass Ladder, o qual permite a quantificacgio do DNA e

determina o tamanho do inserto.
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3.2.14 PCR (Pfx) para preparar o fragmento a ser clonado

Para deixar o fragmento blunt, adequado para a clonagem, foi realizada a PCR-Pfx de
cada banda isolada do produto de PCR através do kit PfixX50™ DNA Polymerase da
Invitrogen. O mix de PCR utilizado apresentou o0s seguintes parametros: 18,5 ul de agua Mili-
Q, 2,5 pl de Tampao, 1,0 pl dNTP mix (2mM), 1,0 ul de cada primer (10mM), 0,5 pl de Taq
polimerase Pfx (5U/uL) e 0,5ul de produto de PCR. Total da reagdo: 25 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condices:

94°C ---- 5 min
94°C ---- 30 seg
19 ciclos 58°C ---- 30 seg
72°C ---- 15 seg
72°C ---- 5 min

4°C ---- manutencéo

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

3.2.15 Clonagem das bandas eluidas do DNAr 5S

Apo0s a eluicdo das bandas desejadas, os fragmentos de DNA foram clonados com o
Kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit with One Shot® TOP10 Electrocomp™ E.coli
(Life Technologies - Invitrogen).

O protocolo consistiu em:

1) Ligacdo com o vetor: Para cada fragmento clonado preparar uma reacdo (solugéo
disponibilizada no kit). Colocar em um Eppendorf 4 ul do produto a ser clonado, 1 pl de
dilute salt solution (1:4) e 1 ul de pcrll-Blunt-TOPO, incubar a 22°C por 30 minutos e colocar
no gelo por 2 minutos.

2) Transformacdo: Adicionar 2 pul da ligagdo as celulas competentes e misturar
cuidadosamente; transferir as células competentes para uma cubeta propria para efetuar a
eletroporacdo, eletroporar a 2000 V. Adicionar imediatamente 250 pl de SOC na cubeta a

temperatura ambiente, transferir pra outro tubo e agitar por 1 hora a 37°C para recuperagéo;
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enquanto isso, adicionar 30 pl de X-Gal 2% para cada placa que serd usada, incubar a 37°C

overnight e estocar a 4°C em saco plastico fechado.

3.2.16 Crescimento e estocagem dos clones recombinantes

Bactérias transformadas foram transferidas para placas de Petri em meio LB/Agar
contendo ampicilina e X-gal. A placa foi deixada na estufa a 37°C overnight. As colonias
recombinantes foram retiradas com ponteiras estéreis e inoculadas em 5 ml de meio LB
liquido contendo ampicilina, conforme descrito abaixo

Crescimento e estocagem:

Fazer 200 ml de meio LB (1 g Select Peptone 140; 0,5 g Select Yeast extract; 1 g de
NaCl; 96 ml H20), colocar 5 ml de meio nos tubos de ensaio autoclavados e quando o0 meio
estiver morno, adicionar ampicilina (200 ul H20/0,010 ng de ampicilina), selecionar as
bactérias transformadas (coldnias brancas) e, com ponteira esteéril, raspa-las e colocé-las no

tubo de ensaio, colocar os tubos de ensaio no shaker a 37°C overnight com 225 rpm.

3.2.17 PCR para confirmacéo da presenca de insertos

Para verificar a presenca de insertos de interesse nos clones obtidos, algumas colénias
(potencialmente portadoras do inserto de interesse) foram repicadas em meio sélido LB e
submetidas a reacfes de amplificacdo (PCR) com o uso dos primers M13 F (5" TGT AAA
ACG ACG GCC AGT 3") e M13 R (5" CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3"). O mix de PCR
utilizado apresentou a seguinte composicao: 15 pl de dgua Mili-Q, 1,5 pl de MgCl, (25mM),
2,5 pl de Tampéo (50mM), 1,0 pul dNTP mix (2mM), 1,0 pl de cada primer (10mM), 0,5 pl de
Taq polimerase (5U/uL) e fracdo de DNA obtido diretamente da col6nia com auxilio de uma
ponteira (toothpick). Total da reagdo: 25 pl. O programa de PCR utilizado apresentou as
seguintes condic¢oes:

96°C ---- 5 min
96°C ---- 45 seg
24 ciclos 51°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 40 seg
72°C ---- 10 min

4°C ---- manutencdo
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Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.2.18 Reacéo de sequenciamento para amostras clonadas do DNAr 5S

Para a realizacdo da reacdo de sequienciamento foi utilizado o Kit BigDye
Terminutosator v1.1 Cycle Sequencing Kit e uma guantidade de DNA correspondente a 10 ng
para os fragmentos com tamanho de até 500 pb e 15 ng para os fragmentos entre 500-1000 pb
conforme instrucbes dos préprio Kit. O programa de PCR utilizado apresentou a seguinte
composicao: 2 pl de Tampéo de reacéo (5X), 0,5 pl de um dos primer (0,1mM), 1 pl do mix
de reacdo, 0,7 ul de DyeSeq e o suficiente para completar 10 pl de agua. Total da reacdo: 10

pl.
O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condices:

96°C ---- 30 seg
50°C ---- 30 seg
24 ciclos 60°C ---- 4 min
72°C ---- 1min e 40 seg
72°C ---- 10 min

4°C ---- manutencéo

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

3.2.19 Limpeza da reacao de sequenciamento

Para a limpeza: Foram adicionados 0,7 ul de EDTA (125mM) e 0,7 pl de acetato de
sodio (3M), homogeneizados e centrifugados brevemente. Depois, foram acrescentados 17,5
ul etanol 100% gelado, o produto foi homogeneizado e centrifugado brevemente, incubado no
escuro por 15 minutos em temperatura ambiente, centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm
em temperatura ambiente, sendo descartado o sobrenadante em papel toalha. Apds baté-lo
levemente algumas vezes, foram adicionados 24,5 ul de etanol 70% gelado e o produto foi
centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm em temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado em papel toalha e, ap6s baté-lo levemente algumas vezes, foram repetidos 0s

passos de lavagem com etanol 70% novamente. Apds secagem em termociclador por 2
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minutos a 96°C, tubos e termo aberto, o conteldo foi guardado em geladeira coberto por

papel aluminio.

3.2.20 Sequenciamento

A sequéncia nucleotidica dos clones recombinantes foi determinada através do BigDye
Terminator V3.1 Cycle Sequencing de acordo com instrucfes do fabricante, em sequenciador
automatico ABI PRISM® 3100GeneticAnalyzer/HITACHI com 96 capilares. As sequéncias
obtidas foram alinhadas utilizando o programa ATGC (Genetix Inc.), BIOEDIT (Hall, 1999) e
DAMBE (Xia e Xie, 2001). Para identificacdo de possiveis homologias, as sequéncias
nucleotidicas obtidas foram submetidas & busca online BLAST (“Basic Local Alignment
Search Tool”) (Altschul et al., 1990) através do National Center for Biotechnology

Information - NCBI website http://wwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O alinhamento das

sequéncias nucleotidicas foi realizado com o programa Clustal W (Thompson et al., 1997).

Anédlises de distancia genética foram realizadas pelo pardmetro Kimura-2 (Kimura, 1980).

3.2.21 Preparacao da sonda dos clones do DNAr 5S

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir dos
clones das bandas maior e menor de material proveniente de Gymnotus sylvius e Gymnotus
inaequilabiatus, que foram isoladas para a producdo de sonda individual dessas duas bandas,
usando os primers M13 F (5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3) e M13S R (5" CAG GAA
ACA GCT ATG ACC 3). A sonda do DNAr 5S da banda maior e menor de G.
inaequilabatus e da banda menor de G. sylvius foram marcadas com Biotina-16-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a deteccdo do sinal de hibridacdo realizada usando Avidina-
fluoresceina conjugada (FITC). Os parametros utilizados para marcagdo foram: 31,5 pl de
agua Mili-Q, 5 ul de tampéo da enzima Tag polimerase (10X), 3 pl de MgCl, (25mM), 1 ul
de dATP, dCTP e dGTP e 0,7 ul de dTTP (2mM cada), 2,5 pl de Biotina-16-dUTP, 2 ul de
cada primer (10mM), 0,7 ul de Taqg polimerase (5U/uL) e 2 ul de DNA molde. Total da
reacao: 50 pl.
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96°C ---- 5 min
96°C ---- 45 seg
24 ciclos 51°C ---- 45 seg
72°C ---- 1min e 40 seg
72°C ---- 10 min

12°C ---- manutencéo

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

A sonda de DNAr 5S foi obtida a partir dos clones da banda maior de G. sylvius
também usando os primers M13 F (5° TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3) e M13 R (5
CAG GAA ACA GCT ATG ACC 37) foi marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a deteccdo do sinal de hibridacdo realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os parametros utilizados para marcacao
foram: 5,6 ul de agua Mili-Q, 2 pl de tampdo da enzima Taqg polimerase (10X), 0,8 pl de
MgCl, (50mM), 2 ul de dATP, dCTP e dGTP e 1,4 pl de dTTP (2mM cada), 1,2 pl de
Digoxigenina-11-dUTP, 0,4 ul de cada primer (10mM), 0,2 pl de Taqg polimerase (5U/uL) e 2
pl de DNA molde. Total da reagéo: 20 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢es:

94°C ---- 1 min

94°C ---- 30 seg

3 ciclos 61°C ---- 30 seg
72°C ---- 45 seg

94°C ---- 30 seg

32 ciclos 58°C ---- 30 seg
72°C ---- 45 seqg

72°C ---- 10 min

12°C ---- manutengao

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

As preparagdes cromossdmicas convencionais, com fluorocromos e com hibridagéo in
situ foram analisadas em fotomicroscopio éptico (Olympus BX61), estabelecendo-se o
numero dipléide modal (contagem minima de 30 metafases cromossdmicas por espécime)
presente em cada espécie/populagdo amostrada no presente trabalho. As melhores metéfases
foram capturadas com software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics). Os fluorocromos
foram capturados separadamente (utilizando filtros UV especificos), coloridos e sobrepostos
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 homdlogos 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).
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4 Resultados e Discussao

As informaces obtidas dos estudos citogenéticos e moleculares efetuados em espécies
e populagdes de Gymnotus foram organizados na forma de artigos cientificos, que s&@o

apresentados a sequir.
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Capitulo 1

Diversidade cariotipica em populacdes e espéecies de Gymnotus (Teleostei,
Gymnotiformes, Gymnotidae): mapeamento fisico dos genes ribossomais e

sequéncias teloméricas
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Resumo

No presente trabalho foram analisadas citogeneticamente quatorze populacfes de peixes do
género Gymnotus, sendo seis populagdes de G. sylvius, seis populacdes de G. inaequilabiatus,
uma populacdo de G. pantherinus e uma populagdo de G. cf. carapo provenientes de
componentes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras. Nesta analise foram utilizadas
técnicas citogenéticas classicas (Giemsa, Ag-RONs e Bandamento C) e cito-moleculares
(CMA;, DAPI, DNAr 5S, DNAr 18S e DNA telomérico). Gymnotus sylvius apresentou
namero dipl6ide de 40 cromossomos (22m+12sm+6st); G. pantherinus apresentou ndmero
dipléide de 52 cromossomos (32m+18sm+2st) e G. inaequilabiatus (42m+10sm+2a) e G. cf.
carapo (38m+12sm+4st) apresentaram 54 cromossomos. O bandamento C evidenciou
marcaclGes centroméricas em todos os cromossomos de todas as populacdes das quatro
espécies, porém, também foram detectadas algumas marcag6es intersticiais em representantes
de G. sylvius e grandes blocos intersticiais nos cromossomos dos exemplares representantes
das populacbes de G. inaequilabiatus, G. cf. carapo e G. pantherinus. As RONs foram
identificadas em apenas um par cromossémico nos representantes das quatro espécies e foram
coincidentes com a hibridacdo fluorescente in situ (FISH) realizada com a sonda para DNAr
18S e a coloracdo com o fluorocromo CMAj;. No entanto, enquanto as RONs foram
observadas intersticialmente no braco curto os cromossomos do par nimero 1 em
representantes de G. inaequilabiatus, G. cf. carapo e G. pantherinus, estes cistrons
ribossomais foram visualizados nos cromossomos do par 17 nas amostras de G. sylvius. A
hibridacdo com a sonda para DNAr 5S revelou marcacdes em até dezessete pares de
cromossomos nos representantes de todas as populacdes de G. inaequilabiatus e até quinze
pares em G. cf. carapo; em um par nas populagdes de G. sylvius e marcacfes em dois pares
cromossdmicos na populagéo de G. pantherinus. A hibridagdo com a sonda para a sequéncia
telomérica (TTAGGG), revelou marcacGes nos teldmeros de todos os cromossomos dos
representantes destas quatro espécies, além de blocos intersticiais no primeiro par
metacéntrico de G. sylvius e junto as RONs de G. inaequilabiatus e G. cf. carapo. Os dados
apresentados revelaram significativos marcadores citotaxondmicos para este grupo de peixes,
permitindo uma avaliacdo mais definida dos processos envolvidos na diferenciacao cariotipica

deste grupo de peixes e das inter-relacfes existentes entre as espécies de Gymnotus.
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Introducéo

Os peixes pertencentes a ordem dos Gymnotiformes, popularmente conhecidos como
“tuviras”, “peixes elétricos” ou “peixes espada”, constituem um grupo endémico das aguas
doces da regido Neotropical (Albert e Crampton, 2003). Essa ordem possui mais de 100
espécies e 27 géneros que estdo agrupados em cinco familias: Gymnotidae,
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Sternopygidae e Aptenorotidae (Mago-Leccia, 1994).
Entre os Gymnotiformes, a diversidade cariotipica € mais bem conhecida nos géneros
Gymnotus e Eigenmannia, ricos em espécies.

A familia Gymnotidae atualmente é constituida pelos géneros Gymnotus, com 33
espécies validas e Electrophorus, com apenas uma espécie valida (Crampton e Hopkins,
2005). O género Gymnotus € o que apresenta a mais ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
nas adguas continentais das Américas do Sul e Central, sendo encontrado desde o Rio Salgado,
nos pampas argentinos (36° S), até o Rio San Nicolas, México (18° N), com excec¢do do Chile
e Belize (Albert et al., 2005). Gymnotus € muito diverso também na Bacia Amaz0nica, onde
19 espécies sdo conhecidas, incluindo trés formas ndo descritas formalmente (Crampton et al.,
2005; Milhomem, 2010).

Existem dados citogenéticos disponiveis para espécies de Gymnotus encontradas em
diversas localidades brasileiras, que evidenciam a ocorréncia de uma alta diversidade
cariotipica. Essa ampla variabilidade cromossdmica é caracterizada pelos diferentes nimeros
dipldides observados em algumas espécies, como em G. carapo e G. inaequilabiatus com 54
cromossomos, G. sylvius que apresenta 40 cromossomos, G. pantherinus com 52
cromossomos e G. pantanal com 40 cromossomos nas fémeas e 39 nos machos, evidenciando
a ocorréncia de um sistema multiplo de cromossomos sexuais e G. capanema com 34
Cromossomos, 0 menor ndmero cromossémico observado para o género até o momento
(revisdo em Margarido et al., 2007; Milhomem, 2010).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de ampliar os dados citogenéticos
disponiveis para o género Gymnotus, mapeando e comparando a distribuicdo de sequéncias de
DNA ribossémico e telomérico junto aos cromossomos de diferentes espécies deste género.
Os dados obtidos poderao ser usados para 0 melhor entendimento dos mecanismos envolvidos

no processo de diferenciacdo cariotipica e de diversificacdo deste grupo de peixes.
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Materiais e Métodos

Foram analisados citogeneticamente representantes de quatro espécies de peixes do
género Gymnotus coletados em diferentes componentes das bacias hidrogréaficas brasileiras,
indicados na Figura 1 e na Tabela 1. Os exemplares analisados foram fixados em formol a
10% e conservados em alcool 70% e, apés identificagdo, foram depositados no Museu do
Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da UNESP de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil.

As preparacdes de cromossomos mitéticos foram realizadas de acordo com o
protocolo utilizado por Foresti et al. (1993), com algumas adaptacdes. A marcacdo das RONs
pelo nitrato de Prata seguiu a técnica proposta por Howell e Black (1980) e o bandamento C
foi realizado seguindo o protocolo descrito por Sumner (1972).

Na analise citogenética molecular foram utilizados os métodos de identificacdo de
regibes cromossdmicas ricas em GC, com o uso do fluorocromo Cromomicina As (Schweizer,
1976) e identificacdo de regiGes cromossomicas ricas em AT, com o uso do fluorocromo
DAPI (Schweizer et al., 1978). O mapeamento dos sitios de DNAr 18S e 5S nos
cromossomos metafasicos foi realizado com a aplicacdo da técnica de hibridacao fluorescente
in situ (FISH), de acordo com o procedimento estabelecido por Pinkel et al. (1986), com
modificacdes. A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a
partir do DNA total de Gymnotus carapo e a sonda de DNAr 5S também foi obtida por PCR a
partir de DNA total de Synbranchus marmoratus. A sonda 18S foi marcada com
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e a detec¢do do sinal de hibridacéo
foi realizada usando anti-Digoxigenina-Rodamina (Roche Applied Science). A sonda 5S foi
marcada com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e a deteccdo do sinal de
hibridacéo foi realizada usando Avidina-Fluoresceina conjugada (FITC).

A sonda utilizada para deteccdo das sequéncias teloméricas foi amplificada por PCR
usando primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s. Ela foi marcada com Digoxigenina 11-dUTP
(Roche Applied Science) por PCR e os sinais de hibridagdo foram detectados usando anti-
Digoxigenina-Rodamina. A morfologia cromossdmica foi determinada de acordo com a
relacdo de bracos estabelecida por Levan et al. (1964), sendo os cromossomos classificados
como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) e

arranjados no cariotipo em ordem decrescente de tamanho.
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Resultados

A analise citogenetica dos representantes das quatro espécies de Gymnotus evidenciou
a manutencdo das caracteristicas cariotipicas entre os representantes das populacGes nas
espécies analisadas, bem como uma variagcdo do nimero diploide entre as espécies, sendo de
40 cromossomos em G. sylvius (Figura 2a), de 54 cromossomos em G. inaequilabiatus
(Figura 3a) e G. cf. carapo (Figura 5a) e de 52 cromossomos em G. pantherinus (Figura 4a)
(dados sumarizados na Tabela 2).

O bandamento C revelou significativas diferencas nos padrdes de distribuicdo da
heterocromatina entre as espécies analisadas. As populacdes de G. sylvius apresentaram
pequena quantidade de heterocromatina constitutiva restrita as regides centroméricas de todos
0s cromossomos, além de blocos coincidentes com as RONs (Figura 2b). Ja nas populacGes
de G. inaequilabiatus (Figura 3b), G. pantherinus (Figura 4b) e em G. cf. carapo (Figura 5b),
foi possivel observar, além de marcagdes centroméricas e pericentroméricas, grandes blocos
heterocromaticos intersticiais em alguns cromossomos. N&o foram observados polimorfismos
numéricos ou estruturais relacionados a presenca de cromossomos supranumerarios ou
relacionados ao sexo dos exemplares em nenhuma das espécies e/ou populacGes analisadas.

A impregnacdo pelo nitrato de Prata evidenciou que todas as espécies e populacGes de
Gymnotus analisadas possuem RONs simples. As populagdes de G. sylvius apresentaram duas
marcagdes na regido terminal dos bragos curtos dos cromossomos do par 17 (destaque na
Figura 2a). Os representantes das demais espécies apresentaram seus sitios ribossomais
localizados nos bragos curtos dos cromossomos do par nimero 1 (destaque nas Figuras 3a, 4a
e 5a). A aplicacdo da técnica de FISH usando a sonda de DNAr 18S confirmou os resultados
obtidos com o nitrato de Prata (Figuras 2d, 3d, e 5d-verde, 4d-vermelho) e a hibridagdo com a
sonda de DNAr 5S evidenciou a localiza¢do deste gene em posi¢do pericentromérica de até 17
pares cromossdmicos nos representantes de G. inaequilabiatus e de até 15 pares em G. cf.
carapo (Figuras 3d e 5d — vermelho), em dois pares cromossdmicos (nimeros 3 e 5) em G.
pantherinus (Figura 4d — verde) e apenas no par nimero 5 nos representantes das populagdes
de G. sylvius (Figura 2d — vermelho). A coloracdo com o fluorocromo CMA; em G.
inaequilabiatus e G. cf. carapo marcou somente o par da RONs (Figuras 3c e 5¢) enquanto G.
sylvius e G. pantherinus apresentaram dois pares cromossomicos marcados, além do par
portador da RONs (Figuras 2c e 4c).

A aplicacdo da técnica de FISH com a sonda telomérica (TTAGGG), evidenciou

sinais de hibridacdo em posi¢do terminal de todos os cromossomos, em todas as populacdes
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analisadas (Figura 6). No entanto, foram observadas marcacgdes conspicuas junto as RONs nas
preparacfes cromossdmicas dos representantes de G. inaequilabiatus (Figura 6b) e de G. cf.
carapo (Figura 6c), além da marcagcdo de sitios telomeéricos intersticiais (ITS) no par
cromossdmico nimero 1 em G. sylvius (Figura 6a). Os dados estdo sumarizados na Tabela 2 e

representados em um idiograma na Figura 7.

Discussao

Os estudos citogenéticos no género Gymnotus tém evidenciado a existéncia de uma
alta diversidade cariotipica entre as espécies, notadamente em relacdo ao namero dipldide,
com espécies que possuem desde 34 cromossomos (G. capanema) até espécies com 54
cromossomos (G. inaequilabiatus) (Fernandes-Matioli et al., 1998b, Milhomem, 2010). No
presente trabalho, a analise de diferentes populacdes de quatro espécies de Gymnotus
confirmou esta variabilidade cromossémica, evidenciando a ocorréncia de diferencas
marcantes entre os cariétipos de diferentes espécies. No entanto, a ocorréncia de acentuada
manutencdo da estrutura cariotipica entre as diferentes populacdes analisadas nas espécies G.
sylvius e G. inaequilabiatus também pode ser constatada. A diversidade cariotipica
encontrada entre as espécies pode estar relacionada ao fato dos representantes do género
Gymnotus serem organismos endémicos e nao migradores de longas distancias. Dessa forma,
também esperava-se encontrar diferencas cariotipicas entre as populacfes de uma mesma
espécie, fato que estaria relacionado a falta de fluxo génico e isolamento reprodutivo desses
individuos, como postulado para amostras de Characidium cf. gomesi (Pansonato-Alves et al.,
2011). Entretanto, foi observada uma constancia numeérica e identidade entre as populacdes de
uma mesma espécie no género Gymnotus, ndo sendo detectada qualquer variabilidade
cariotipica até o presente momento. Considerando estas caracteristicas dos representantes do
género Gymnotus, a citogenética poderia ser utilizada como uma ferramenta importante para
diagnostico taxondmico neste grupo de peixes (Margarido et al., 2007).

As diferencas encontradas no numero e na morfologia dos cromossomos entre as
espécies sugerem a ocorréncia de rearranjos estruturais e numéricos para o estabelecimento do
processo de diferenciacdo. Milhomem et al. (2008) detectaram possiveis alteracbes na
estrutura cariotipica em representantes de G. carapo com 2n=40 e 2n=42 da bacia Amazoénica
e Claro e Almeida-Toledo (2010) em G. sylvius (2n=40) e G. cf. carapo (2n=54) da bacia do
rio Parand. Estes autores sugeriram que as diferencas encontradas no nimero dipléide destas

espeécies teriam surgido em decorréncia de rearranjos cromossémicos do tipo fusdo céntrica.
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No entanto, Nagamachi et al. (2010), em anélise realizada com base em sondas produzidas a
partir de cromossomos inteiros nas mesmas amostras estudadas por Milhomem et al. (2008),
sugeriram que as modificacdes estruturais encontradas nos cariotipos dos individuos seriam
muito mais complexas do que simples fusdes ou fissbes céntricas, que 0s representantes do
género Gymnotus apresentam uma alta plasticidade genémica e que as amostras amazonicas
analisadas, até entdo denominadas cripticas, tratar-se-iam, na verdade, de espécies distintas.

No presente trabalho, a aplicacdo da técnica de hibridacdo fluorescente in situ com a
sonda para a conservada sequéncia telomérica (TTAGGG), revelou sinais de hibridacdo nas
extremidades de todos os cromossomos em todas as populagdes analisadas (Figuras 6). No
entanto, os representantes de G. sylvius foram o0s Unicos a apresentarem ITS em seus
cromossomos. A presenca destes sitios teloméricos intersticiais em alguns cromossomos
poderiam ser indicativos da ocorréncia de eventos de fusdo céntrica recente nos representantes
desta espécie, como ja discutido por Claro e Almeida-Toledo (2010) em G. sylvius e G. cf.
carapo e Milhomem et al. (2008) em amostras de G. carapo. Estes autores propdem que
eventos de fusdo cromossdmica atuariam como 0s mais importantes mecanismos de evolugéo
cariotipica neste grupo de peixes. Ainda, Claro e Almeida-Toledo (2010), trabalhando com a
incorporacdo de 5-BrdU em preparacdes citogenéticas de G. sylvius e G. cf. carapo,
detectaram homologias entre varios cromossomos destas duas espécies, sendo que trés pares
cromossdmicos de cada espécie apresentaram correspondéncia completa entre suas bandas,
indicando que esses cromossomos provavelmente foram herdados de um ancestral comum.

A ocorréncia de ITS em alguns cromossomos do cari6tipo de G. sylvius, bem como
sua inexisténcia no caridtipo de G. pantherinus poderia ser atribuida a diferentes fatores,
como a ocorréncia de outros rearranjos cromossdmicos, a plasticidade destas sequéncias
teloméricas ou ainda ao tempo de divergéncia entre estas espécies, determinando alteracdes
nas sequéncias e, possivelmente, tornando-as ndo detectaveis pela sonda. Numa reconstrucdo
filogenética com base em dados citogenéticos e moleculares, Fernandes-Matioli e Almeida-
Toledo (2001) sugeriram que G. sylvius constitui uma espécie derivada dentre o0s
representantes do género Gymnotus, enquanto G. pantherinus aparentemente se diferenciou
h& muito mais tempo. Assim, a presenca e a auséncia destes sitios teloméricos intersticiais em
G. sylvius e G. pantherinus poderia ser justificada pelo tempo de divergéncia entre estas
especies. Por outro lado, se for considerado que o caridtipo com 52 cromossomos
caracterizaria 0 conjunto gendmico basal para o género Gymnotus (Fernandes-Matioli e
Almeida-Toledo, 2001), seria plausivel esperar a presenca de ITS em mais pares de

cromossomos no caridtipo de G. sylvius. No entanto, a ocorréncia de apenas um par de
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cromossomos com ITS identificado nesta espécie poderia estar relacionada com modificacGes
de bases ocorridas nessas sequéncias telomericas intersticiais, impossibilitando sua deteccéo
por FISH convencional. Tal situacdo é também proposta para G. Capanema (2n=34
Cromossomos), espécie que possui 0 menor namero cromossdmico dentro do género
Gymnotus e auséncia de ITS (Milhomem, 2010).

A identificacdo das regides organizadoras de nucléolo nas quatro espécies analisadas
pela impregnagdo por nitrato de Prata e pela sonda de DNAr 18S revelou apenas um par
cromossémico contendo essas regides, caracterizando-se como um sistema simples de RONs
e corroborando dados obtidos anteriormente (Fernandes-Matioli et al., 1997). Além disso, €
possivel observar a existéncia de polimorfismo no tamanho dos sitios das RONs entre 0s
cromossomos homdlogos, comum em peixes e ja detectado no género Gymnotus (Foresti et
al., 1981; Fernandes-Matioli et al., 1997; Claro, 2008).

Em G. inaequilabiatus, G. pantherinus e G. cf. carapo as RONs foram localizadas no
par nimero 1, enquanto em G. sylvius foram localizadas no par nimero 17. Esta constatacédo
permite confirmar o carater conservado das RONSs nos representantes deste grupo, tanto pela
marcacdo nos cromossomos do primeiro par em trés das espécies estudadas, quanto pelo
sistema simples de RONSs, situacdo também encontrada em outros grupos de peixes, como 0s
ciclideos (Feldberg et al., 2003). Por outro lado, Lacerda e Maistro (2007), analisando trés
espécies simpatricas de Gymnotus, encontraram marcacdes de RONs espécie-especificas,
dando indicacdes do seu carater mével e dindmico, o que levou os autores a considerarem que
esta caracteristica também poderia ser utilizada como uma ferramenta citotaxonémica. Em
estudos ainda mais recentes, Milhomem (2010) detectou em G. jonasi a ocorréncia de RONs
maultiplas, até entdo identificada apenas em G. pantanal (Fernandes-Matioli et al., 2005).

Quando tratamentos com o fluorocromo CMA; foram utilizados em preparagfes
cromossémicas de representantes de Gymnotus foi possivel observar marcacfes adicionais
aquelas dos sitios ribossomais em G. sylvius e G. pantherinus, indicando a presenca de
regides ricas em GC também em sitios de outros pares de cromossomos. Gold e Amemiya
(1986) afirmaram que o tratamento com CMA; marcaria sitios ribossomais ativos e inativos.
Entretanto, estudos com peixes Neotropicais mostraram que a CMA;3 pode marcar também
regides heterocromaticas ndo relacionadas com as RONs (Artoni et al., 1999).

A aplicacdo da tecnica de hibridacéo utilizando sonda de DNAr 5S evidenciou uma
dispersdo diferencial dessa classe génica para as espécies analisadas. G. sylvius apresentou
apenas um par cromossémico com marcagdao para este sitio ribossdémico; G. pantherinus

apresentou dois pares marcados, enquanto G. inaequilabiatus apresentou marcas em até



35

Resultados e Discussao — Capitulo 1

dezessete pares e G. cf. carapo apresentou até quinze pares marcados, aparentemente
coincidentes com regides de heterocromatina constitutiva.

O bandamento C revelou que os representantes das quatro espécies analisadas
possuem regides heterocromaticas em posicdo centromérica na maioria dos cromossomos,
confirmando dados ja descritos anteriormente (Fernandes-Matioli et al., 1998b; Silva e
Margarido, 2005; Margarido et al., 2007). A ocorréncia destes sitios de DNAr 5S dispersos
tem sido detectada em diversas espécies de peixes (Martins e Galetti, 1999; Mantovani et al.,
2005; Hatanaka e Galetti, 2004). A localizacdo das regides heterocromaticas e as variagcdes no
padrdo de distribuicdo dos sitios do DNAr 5S em G. inaequilabiatus, G. cf. carapo e até
mesmo em G. pantherinus podem ter favorecido a ocorréncia de rearranjos estruturais no
cariétipo dessas espécies, ja que regides heterocromaticas sdo mais propicias a quebras,
facilitando assim, a dispersdo dessa sequéncia génica em uma ou mais classes diferentes de
DNA. Em G. sylvius, a presenca de apenas um par cromossdomico com DNAr 5S poderia estar
associada a auséncia de grandes blocos heterocromaticos, em comparagdo as outras espécies.
Martins e Galletti (2001) relataram a existéncia de duas classes do DNAr 5S em diferentes
cromossomos de peixes do género Leporinus. Considerando o alto grau de dispersdo do
DNAr 5S nas espécies G. inaequilabiatus e G. cf. carapo, é possivel que diferentes classes
deste gene ribossomal estejam distribuidas diferencialmente nos cromossomos destas
espécies. Por outro lado, em G. pantherinus e G. sylvius, as distintas classes de DNAr 5S
poderiam estar co-localizadas nos cromossomos, como ja observado na raia de agua doce
Potamotrygon motoro (Cruz, 2009).

Estudos recentes realizados por Cioffi et al. (2010) sugerem que elementos
transponiveis do tipo retrotransposon REX3 podem estar associados a distribuicdo e dispersédo
do DNAr 5S no cari6tipo de representantes do género Erythrinus. Entretanto, a possibilidade
da existéncia de pseudogenes ndo pode ser descartada na constatacdo da disperséo desse gene,
uma vez que a heterocromatina poderia apresentar sequéncias semelhantes as do DNAr 5S,
como foi sugerido ocorrer em peixes do género Centropyge (Affonso e Galetti, 2005).

Apesar da marcada conservagao cariotipica existente entre as populagdes das espécies
de Gymnotus estudadas, os resultados obtidos no presente trabalho revelaram também grandes
diferencas tanto na macro quanto na microestrutura cromossémica entre as espécies do género
Gymnotus, dando indicios sobre possiveis caminhos evolutivos percorridos nos seus

processos de diferenciagéo.
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Tabela 1: Exemplares de Gymnotus analisados. LBP: Colecdo de Peixes do Laboratério de

Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias — UNESP. F: fémeas e M: machos.

Espécies LBP Localidade F M  Coordenadas

G. sylvius 11160 Cachoeira VVéu Noiva - Botucatu-SP 20 14 S22°59’25” W 48°25°40”
G. sylvius 11155 Rio Araqua - Botucatu — SP 02 - S22°47°13” W 48°28°89”
G. sylvius 11163 Rio Campo Novo- Bauru-SP 01 01 S22°23°07” W 49°00°55”
G. sylvius 11161 Mogi Guagu - Pirassununga-SP - 01 S21°55’50” W 47°22°29”
G. inaequilabiatus 11154 Cachoeira VVéu Noiva - Botucatu-SP 02 07 S22°59’25” W 48°25°40”
G. inaequilabiatus 11158 Rio Araqué - Botucatu — SP 04 02 S22°47°13” W 48°28°89”
G. inaequilabiatus 11152 Rio Campo Novo - Bauru-SP 06 13 S22°23°07” W 49°00°55”
G. inaequilabiatus 11156 Mogi Guagu - Pirassununga-SP 06 17 S21°55'50” W 47°22°29”
G. pantherinus 11153 Rio Aguapel - Mongagua-SP 03 02 S24°06°40” W 46°43°00”
G. cf. carapo 9836 Rio Miranda - Pantanal-MS 03 02 S19°34°34” W 57°02°17”

Tabela 2: Dado citogenéticos encontrados nas quatro espéecies do género Gymnotus. ITS:

Sitios Teloméricos Intersticiais. (T) Marcacéao terminal; (I) Marcacéo intersticial.

Espécie DNAr 5S DNAr 18S ITS CMA; Formula Cariotipica
G. sylvius Par 4 17 (T) Par 1 Pares7,1e 17 22m+12sm+6st
G. inaequilabiatus  Em até 17 pares 01 (1) -- Par 1 42m+10sm+2a
G. pantherinus Pares3e5 01 (1) -- Pares 1,4 e 12 32m+18sm+2st
G. cf. carapo Em até 15 pares 01 (1) -- Par 1 38m+12sm+4st
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Figura 1: Mapa indicando os locais de coleta das espécies e populacdes analisadas de
Gymnotus. 1. Rio Aguapeu, Mongagua — SP, G. pantherinus; 2. Cachoeira Véu de Noiva, Rio
Pardo, Botucatu — SP, G. sylvius e G. inaequilabiatus; 3. Rio Araqua, Botucatu — SP, G.
sylvius e G. inaequilabiatus;, 4. Rio Mogi-Guacu, Pirassununga — SP, G. sylvius e G.
inaequilabiatus; 5. Rio Campo Novo, Bauru — SP, G. sylvius e G. inaequilabiatus e 6. Rio
Miranda, Passo do Lontra— MT, G. cf. carapo.
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Figura 2: Caridtipos de G. sylvius ap6s coloragdo convencional com Giemsa (a), 0 posicionamento do par 17 é
recorrente da presenca da RON, de tamanho variavel, bandamento C (b), coloracdo com o fluorocromo CMA; (c)
e double FISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr 18S em verde (d). A barra equivale a 10um.

Figura 3: Caridtipos de G. inaequilabiatus apos coloragdo convencional com Giemsa (a), bandamento C (b),
coloracdo com o fluorocromo CMA; (c) e double FISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr 18S em
verde (d). A barra equivale a 10 um.
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Figura 4: Cari6tipos de G. pantherinus apds coloracdo convencional com Giemsa (a), bandamento C (b),
coloragdo com o fluorocromo CMA; (c) e double FISH com sondas de DNAr 5S em verde e DNAr 18S em
vermelho (d). A barra equivale a 10 um.

Figura 5: Caridtipos de G. cf. carapo ap6s coloragdo convencional com Giemsa (a), bandamento C (b), coloragdo
com o fluorocromo CMA; (¢) e double FISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr 18S em verde (d). A
barra equivale a 10 yum.
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Figura 6: Padréo de distribuicdo dos sitios teloméricos em metafases dos representantes das
quatro espécies de Gymnotus analisadas. Em a, G. sylvius (em destaque sitios teloméricos
intersticiais - ITS), em b, G. inaequilabiatus, em ¢, G. cf. carapo e em d, G. pantherinus. A
barra equivale a 10 pum.
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Capitulo 2

Caracterizacdo molecular e mapeamento fisico de duas classes de DNAr 5S
em Gymnotus sylvius e Gymnotus inaequilabiatus (Teleostel,

Gymnotiformes, Gymnotidae).
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Resumo

O gene ribossomal 5S tem se caracterizado como uma importante ferramenta para estudos
geneéticos e evolutivos em peixes, pois apesar de apresentar-se de forma estruturada, sendo
uma sequéncia codificante, é seguido por um espagador ndo transcrito (NTS) que é
comumente variavel. Estas variacbes parecem ser regidas por um intenso mecanismo
evolutivo, o que faz desta regido uma importante fonte de estudos sobre a origem e
organizacdo de familias multigénicas, sendo Util como marcador genético mesmo para
espécies intimamente relacionadas. Desta forma, o presente trabalho teve o objetivo de
ampliar os dados genéticos sobre as espécies do género Gymnotus (G. sylvius e G.
inaequilabiatus), com a caracterizacdo de sua organizacdo gendmica e a localizacdo
cromossdmica do DNAr 5S. Foram utilizadas as técnicas de amplificacdo do DNA, clonagem,
sequenciamento e hibridacdo fluorescente in situ (FISH) que evidenciaram a existéncia de
duas classes distintas de DNAr 5S (Classe | e Classe 11) em ambas as espécies em estudo.
Estes segmentos gendmicos se apresentaram com diferentes tamanhos, sendo a Classe | com
aproximadamente 450 pb e a Classe Il com cerca de 650 pb. Através do isolamento e
clonagem dos segmentos de DNAr 5S de cada espécie, foi observada uma alta conservacéo
com relacdo a regido codificadora e alteragdes em maior nimero foram identificadas nas
regibes dos NTS, que normalmente apresentam-se variaveis. Sequéncias do tipo TATA-like
foram encontradas ao longo dos NTS, provavelmente com papel importante na regulacéo de
sua expressdo. A aplicacdo da técnica de hibridacdo fluorescente in situ utilizando sondas
especificas de cada classe de DNAr 5S, revelou que em G. sylvius as duas classes apresentam-
se co-localizadas no mesmo par cromossémico, enquanto em G. inaequilabiatus a classe Il
apareceu mais dispersa em relacdo a classe I. Os dados obtidos, além de revelarem aspectos
citomoleculares destas espécies, com a caracterizacdo de sua organizagdo gendmica e a
localizagdo cromossdmica dos sitios de DNAr 5S, também forneceram informacdes para o

entendimento dos padrdes de diversificacdo, especiacdo e evolucao deste grupo de peixes.
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Introducéo

Os genes ribossomais nos eucariotos superiores sdo organizados em duas familias
multigénicas, sendo a primeira representada pelo DNA ribossémico 45S, unidade
transcricional que codifica os RNAr 18S, 5.8S e 28S e esta associada & formagéo do nucléolo.
A segunda familia é representada pelo DNAr 5S que codifica 0 RNAr 5S encontrado na maior
subunidade dos ribossomos, estando comumente separada em relacdo a primeira e nao tendo
associacao com a formacdo do nucléolo. Contudo, pode encontrar-se intercalada com outras
familias génicas, como os genes de histonas e o proprio DNAr 45S (Pendas et al., 1994;
Drouin e Moniz de Sa, 1995).

O DNAr 5S apresenta repeticdes que consistem em coOpias altamente conservadas de
120 pares de base (pb), separadas por um espagador ndo-transcrito (NTS) que é comumente
variavel (Long e David, 1980). Os NTS parecem estar envolvidos em um intenso processo
evolutivo, o que faz desta regido uma importante fonte de estudos sobre a organizacdo e
evolugdo dessa familia multigénica nos genomas, tornando possivel rastrear eventos recentes
de evolucdo (Martins e Wasko, 2004).

A sequéncia de DNAr 5S junto ao seu NTS tem sido investigada em varias espécies de
peixes teledsteos e tem se caracterizado como um bom marcador cromossémico, de valor
consideravel para a compreensao da dindmica evolutiva dessa familia multigénica (Martins e
Wasko, 2004). Porém, informacgdes sobre sua localizacdo nos cromossomos de peixes sdo
ainda restritas, uma vez que os sitios de DNAr 5S s6 podem ser observados através da
hibridacdo fluorescente in situ, diferentemente do DNAr 18S que pode ser observado também
pela impregnacgéo por nitrato de Prata (Pendéas et al., 1994; Ferro et al., 2001). Além disso, a
existéncia de diferentes unidades de DNAr 5S, especialmente aquelas que caracterizam dois
tipos de classes identificadas pelas diferencas no tamanho dos NTS, também tem sido
documentadas em varias espéecies de peixes (Pendas et al., 1995; Martins e Galetti, 2001;
Morescalchi et al., 2008; Zhu et al., 2010).

Os peixes representantes do género Gymnotus sdo constituido por espécies que
apresentam grande variabilidade cromossémica, com nameros dipldides que variam desde 34
cromossomos em Gymnotus capanema, até 54 cromossomos em Gymnotus carapo e
Gymnotus inaequilabiatus (revisdo em Milhomem, 2010; Fernandes-Matioli et al., 1998).
Embora existam dados citogenéticos disponiveis para diferentes espécies de Gymnotus
capturadas em diversas localidades brasileiras (Foresti et al., 1984; Fernandes-Matioli et al.,
1998; Sanchez et al., 2004; Fernandes-Matioli et al., 2005; Silva e Margarido, 2005;
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Milhomem et al., 2007; Milhomem et al., 2008) séo escassos os dados sobre a localizagéo e
organizacdo molecular do DNAr 5S nas especies deste género. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo a realizagdo de analises cito-moleculares em espécies do género
Gymnotus para uma melhor compreensdo da evolucdo dessa familia génica nesse grupo de

peixes.

Materiais e Métodos

Foram analisados trinta e quatro exemplares de Gymnotus sylvius e nove exemplares
de Gymnotus inaequilabiatus, provenientes da cachoeira Véu da Noiva, bacia do rio
Paranapanema, municipio de Botucatu-SP.

A técnica utilizada para obtengdo de cromossomos metaféasicos seguiu a descri¢do de
Foresti et al. (1993), com algumas adaptacbes. Para amplificacio do DNAr 5S e seus
espacadores ndo transcritos, foi utilizado o conjunto de primers5S F (5’TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3’) e 5S R (5°CAG GCT GGT ATG GCC GTA ACG 3’) (Pendas et al.,
1994).

Amostras de DNA de interesse foram isoladas do gel e purificadas usando o GE -
PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a
eluicdo dos fragmentos realizou-se uma PCR-Pfx de cada banda isolada do produto de PCR
através do kit Pf’x50™ DNA Polymerase da Invitrogen e em seguida os fragmentos de DNA
foram clonados com o Kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit with One Shot® TOP10
Electrocomp™ E. coli (Life Technologies — Invitrogen), seguindo instru¢bes do fabricante.
Para verificar a presenca de insertos de interesse nos clones obtidos, algumas colénias
potencialmente portadoras destes foram repicadas em meio sélido LB e submetidas a reagdes
de amplificagcdo (PCR) com o uso dos primers M13 F (5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
3) e M13’ R (5 CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3), seguindo o seguinte protocolo: em
um tubo de 0,2 ml foi adicionado 15 pl de agua Mili-Q, 1,5 pl de MgCl, (25mM), 2,5 ul de
Tampéo (50mM), 1,0 pl dNTP mix (2mM), 1,0 ul de cada primer (10mM), 0,5 pl de Taq
polimerase (5U/uL) e fracdo do DNA obtido diretamente da coldnia com auxilio de uma
ponteira (toothpick), para um volume final de 25 pl.

A metodologia utilizada para a hibridacdo das sondas em cromossomos metafasicos
foi realizada com base nos procedimentos estabelecidos por Pinkel et al. (1986), com

adaptacoes.
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As sondas do DNAr 5S das classes | e Il de G. inaequilabiatus e da classe | de G.
sylvius foram marcadas com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science), sendo a detec¢édo do
sinal de hibridacdo realizada com Avidina-fluoresceina conjugada (FITC). A sonda de DNAr
5S dos clones da classe Il de G. sylvius foi marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a detecgdo do sinal de hibridagéo realizada com anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science).

O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse foi realizado utilizando o Kit
BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing de acordo com instrugdes do fabricante, em
sequenciador automatico ABI PRISM® 3100GeneticAnalyzer/HITACHI com 96 capilares.
As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa ATGC (Genetix Inc.),
BIOEDIT (Hall, 1999) e DAMBE (Xia e Xie, 2001). Para identificacdo de possiveis
homologias, as sequéncias nucleotidicas obtidas foram submetidas a busca online BLAST
(“Basic Local Alignment Search Tool”) (Altschul et al., 1990) através do National Center for

Biotechnology Information - NCBI website http://wwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O
alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi realizado com o programa Clustal W
(Thompson et al., 1997) e as analises de distancia genética foram realizadas pelo pardmetro
Kimura-2 (Kimura, 1980).

Resultados

A anélise dos produtos de amplificacdo (PCR) do DNAr 5S nas espécies G. sylvius e
G. inaequilabiatus em gel de agarose revelou a presenca de dois fragmentos gendmicos,
sendo um menor composto por cerca de 450 pares de bases e outro maior com
aproximadamente 650 pares de bases (Figura 1), evidenciando a ocorréncia de classes
distintas de DNAr 5S, denominadas classe | e classe 11, respectivamente.

O sequenciamento de trés clones para cada fragmento nas espécies em estudo permitiu
a elaboracao de uma sequéncia consenso para as classes | e 11, revelando peculiaridades sobre
as regides mais conservadas e variaveis do gene ribossomal 5S. Estes dados encontram-se
descritos na Tabela 1 e as sequéncias consenso de G. sylvius (Figura 5), G. inaequilabiatus
(Figura 6) e entre as duas espécies (Figura 7).

As anélises de divergéncia genética revelaram que entre as classes | das espécies G.
sylvius e G. inaequilabiatus, a divergéncia encontrada foi de 4,6%, enquanto que entre as

classes Il de ambas as espécies foi encontrada uma divergéncia genética de 3,7%. Quando
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analisada a divergéncia genética entre as sequéncias das classes | e Il das duas espécies o
valor encontrado foi de 68%.

Foram encontradas sequéncias do tipo TATA-like nos segmentos gendmicos de ambas
as espécies analisadas, ndo tendo sido encontradas, contudo, seqiiéncias do tipo microssatélite.

As sequiéncias foram blastadas no site do NCBI website (http://wwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

e foi encontrada similaridade de 80% com o DNAr 5S de Brycon.

A realizagdo de hibridacdo fluorescente in situ utilizando as sondas especificas de
DNAr 5S da espécie G. sylvius, correspondentes aos segmentos da classe | com biotina e da
classe Il com digoxigenina, revelaram a marca¢do nos mesmos pares cromossémicos (Figura
2). Em G. inaequilabiatus ambas as classes | e Il foram marcadas com biotina e hibridadas
separadamente, detectando trés pares cromossomicos para a classe | e cerca de quinze pares
cromossdmicos para a classe Il (Figuras 3 e 4).

Discussao

Nesse estudo foram realizadas andlises da estrutura do DNAr 5S de G. sylvius e G.
inaequilabiatus a partir do DNA genémico total devido a interessante diferenca encontrada
nos padrées de dispersdo deste segmento genémico nas duas espécies, quando realizada
hibridacédo utilizando sondas especificas de DNAr 5s (Capitulo 1).

Quando realizada a amplificagdo do DNAr 5S de G. sylvius e G. inaequilabiatus por
PCR foi possivel detectar a existéncia de duas possiveis classes de segmentos para essa
familia génica em ambas as espécies, sendo o fragmento menor identificado como Classe | e 0
fragmento maior como Classe Il. A diferenca observada entre as duas classes de DNAr 5S das
espécies analisadas esté relacionada a variabilidade de tamanho dos NTS, enquanto o gene 5S
mostrou-se bastante conservado, com 120pb em ambas as espécies analisadas. Resultados
similares foram encontrados em espécies de peixes do género Leporinus, no qual a analise da
organizacdo do DNAr 5S mostrou, para todas as espécies analisadas, a existéncia de duas
classes componentes para esse gene ribossomal. Nestas espécies, o gene foi caracterizado por
conter distintas sequéncias de NTS, denominadas NTS | com cerca de 200 pb e NTS Il com
cerca de 900pb, enquanto as sequéncias codificantes do gene 5S foram praticamente idénticas
(Martins e Galetti, 2001). Em estudos realizado por Campo et al. (2009), analises da
organizacao molecular do DNAr 5S em peixes do género Merluccius também apresentaram as
regibes do gene altamente conservadas com 120 pb, enquanto o espagador ndo transcrito

apresentou variacGes em seu comprimento, sendo diferenciado pela presenca ou auséncia de
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uma repeticdo simples de sequéncias. Diferencas no tamanho dos NTS foram também
encontradas em outras espécies de peixes (Pendas et al., 1995; Alves-Costa et al., 2006; Zhu
et al., 2010).

A complexa organizagdo dessa familia génica em peixes € demonstrada pelos dados
obtidos por Pinhal et al. (2009) analisando o DNAr 5S em tubarbes do género
Rhizoprionodon, também encontrando duas classes para esse segmento ribossomal com
diferentes tamanhos em seus NTS. Entretanto, diferentemente dos dados comumente
encontrados em peixes teledsteos, além da variacdo nos NTS, variacBes nucleotidicas
consideraveis também foram identificadas no gene codificante 5S e entre as classes | e Il de
uma mesma espécie.

Os segmentos dos NTS, ao contrério da regido transcrita do DNAr 5S que se apresenta
conservada com 120 pb, sdo espacgadores ndo transcritos que nao estdo sob presséo seletiva,
fazendo com que essas sequéncias sejam mais susceptiveis a eventos de mutacdo e,
consequentemente, possuam uma extensiva variacdo. Dessa forma, estes segmentos do
genoma parecem estar sujeitos a uma rapida evolugdo, o que os credenciam como ferramentas
importantes para estudos da organizacdo e dindmica estrutural desta familia multigénica,
podendo ser utilizados como marcadores para rastrear eventos recentes de evolucdo em
espécies proximas (Martins e Galetti, 2001; Campo et al., 2009; Pinhal et al., 2009). Apesar
da auséncia de forte pressdo seletiva, também foi sugerido que estas regides poderiam ter
alguma influéncia sobre o nivel de transcri¢do dos genes DNAr 5S (Martins e Galetti, 2001).

Embora os NTS ndo apresentem aparentemente funcfes especificas no genoma, 0s
elementos TATA-like identificados nas sequéncias das espécies analisadas no presente
trabalho estdo comprovadamente associados a regulacdo da expressdo génica do DNAr 5S,
como descrito ocorrer em mamiferos (Nederby-Nielsen et al., 1993). As sequéncias dos
fragmentos analisados revelaram, apds blastadas, uma similaridade de 80% com o DNAr 5S
de Brycon, espécie pertencente a um grupo taxonomicamente distinto. Embora tal fato possa
ser decorrente da escassez de dados sobre seqiiéncias de DNAr 5S em peixes Neotropicais,
ndo pode ser descartada a hipotese de existir tal identidade, dado o carater conservado destas
regides gendmicas. Portanto, tém-se indicios de que as duas possiveis classes analisadas do
DNAr 5S em G. sylvius e G. inaequilabiatus se tratariam de genes funcionais, corroborando
dados encontrados também em peixes do género Gymnotus (Claro, 2008) e em outras espécies
de peixes Neotropicais (Martins e Galetti, 2001; Cruz, 2009).

O sequenciamento do gene ribossdmico 5S junto ao seu NTS permitiu realizar anélises

de divergéncia genética. Uma primeira analise realizada entre as classes | e Il de G. sylvius
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com estas mesmas sequéncias de G. inaequilabiatus ndo revelou valores de divergéncia
genética relevantes (Tabela 1). Entretanto, uma segunda analise comparando as sequéncias
consenso das duas classes de G. sylvius e G. inaequilabiatus identificou valores de
divergéncia genética de 68% entre as duas espécies. Este valor, considerado relevante, foi
semelhante ao que comumente ocorre nos NTS de cada espécie, como ja descrito
anteriormente para outras espécies de peixes (Martins e Wasko, 2004; Fujiwara et al., 2008;
Zhu et al., 2010). Contudo, ndo coincide com aqueles encontrados em analises parciais de
sequéncias do DNAr 5S em outras comparacOes de duas espécies de Gymnotus (G. sylvius e
G. cf. carapo), conforme descrito por Claro (2008). Poderia ser considerado ainda que tal
diferenca genética decorreria da alta variabilidade que caracteriza estas regides genémicas,
determinando divergéncias entre espécies distintas.

A utilizacdo da hibridacdo utilizando sondas especificas para 0s segmentos
componentes das classes do gene ribossomal 5S em G. sylvius revelou que ambas as classes
se apresentam em sintenia no par cromossémico nimero quatro. Por outro lado, em G.
inaequilabiatus enquanto cerca de quinze pares cromossdmicos foram identificados para a
classe Il, a classe | apresentou marcagOes em trés pares cromossomicos. A co-localizagao
cromossémica de duas classes de DNAr 5S também ja foi documentada em raias de agua doce
(Cruz, 2009). Neste caso, experimentos de hibridacdo in situ utilizando sondas especificas de
duas classes de DNAr 5S de Potamotrygon motoro revelaram a localizagcdo das regides de
DNAr 5S nos cromossomos, demonstrando que essas duas classes localizam-se em sintenia
nos cromossomos do par 2, enquanto uma delas se apresentou em outro par cromossoémico.
Segundo a autora, tais resultados refletem a dinamica desta regido cromossémica e fornecem
elementos que podem auxiliar na compreensao da organizacao e distribuicdo desta familia de
genes repetitivos, bem como nos processos envolvidos na diversificacdo e evolucdo das
espécies do grupo.

O aspecto ndo conservado do padréo de dispersdo do DNAr 5S entre as duas espécies
de Gymnotus analisadas poderia estar associado a rearranjos cromossémicos ocorridos, que
podem ter levado a perda de unidades repetidas deste gene em G. sylvius, espécie com menor
namero cromossdémico (2n=40) em relacdo a G. inaequilabiatus (2n=54) (Claro, 2008; Claro
e Almeida-Toledo 2010, Capitulo 1). Por outro lado, a disperséo diferencial poderia estar
relacionada ao padrdo de distribuicdo de heterocromatina nestas espécies. Enquanto G.
inaequilabiatus apresenta grandes blocos heterocromaticos aparentemente coincidentes com
os sitios multiplos de DNAr 5S, G. sylvius é caracterizado pela auséncia desses blocos.

Assim, por serem regides consideradas propicias a quebras cromossdmicas, 0s grandes sitios
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heterocromaticos presentes em G. inaequilabiatus poderiam ter facilitado a dispersdo desta
sequéncia génica pelos cromossomos nesta espécie (Capitulo 1). Ainda, de acordo com Cioffi
et al. (2010), elementos transponiveis do tipo retrotransposon REX3 podem estar associados a
distribuicdo e dispersdo do DNAr 5S em representantes do género Erythrinus, evidenciando
que a associacdo entre este DNA ribossémico e alguns elementos transponiveis podem ter
sido determinantes para a divergéncia evolutiva dentro deste género.

Os possiveis mecanismos de dispersdo génica atuantes em G. inaequilabiatus estdo de
alguma forma relacionados intimamente a classe 1l do DNAr 5S, uma vez que a hibridacao
utilizando sondas da classe | evidenciou poucos pares marcados quando comparados a classe
Il nessa espécie. Neste sentido, investigacbes mais detalhadas sobre a estrutura molecular e
dindmica funcional destas sequéncias, bem como uma analise mais ampla envolvendo outros
marcadores e uma maior amostragem dos representantes do género Gymnotus certamente
trardo valiosas informacGes sobre a distribuicdo e 0s possiveis papéis destas sequéncias

ribossémicas na diferenciacdo cariotipica deste grupo de peixes e no seu processo evolutivo.
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desta dissertacéo.
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Tabela 1 — Andlise da distancia genética entre os clones da Classe | e os clones da Classe II;

AT - porcentagem de bases AT encontrada; PB - nimero de bases; DG - divergéncia

genetica.
Classe | Classe 11
DNAr 58S PB DG AT PB DG AT
G. sylvius 427 1,7% 59,1% 600 1,0% 59,6%

G. inaequilabiatus 440 1,0% 58,7% 640 1,8% 59,7%
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400 ph

100 ph

Figura 1: Amplificacdo do DNAr 5S. Em (1) G. sylvius, (2) G. inaequilabiatuse (L)
marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen Life Technologies) visualizados em gel de
agarose 1%.

Figura 2: Cariotipo de G. sylvius apés hibridagéo fluorescente in situ com sonda de DNAr 5S
classe I-verde (cerca de 450 pb) e classe 11-vermelho (cerca de 650 pb). Resultado de double
FISH demonstrando marcacgdo com as duas sondas simultaneamente.
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Figura 3: Cariotipo de Gymnotus inaequilabiatus apos hibridacéo fluorescente in situ
com sonda de DNAr 5S classe | (cerca de 450 pb). A barra equivale a 10 pm.

Figura 4: Cariotipo de Gymnotus inaequilabiatus apos hibridacéo fluorescente in situ
com sonda de DNAr 5S classe 11 (cerca de 650 pb). A barra equivale a 10 pum.

54
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+1
5S 11GS ACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTA [ 50]

L3 T 1 [ 50]

5S 11GS GTACTTGGATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTCA [100]

L1 T 1 T AT [100]
+120

5S 11GS TATTTCACACTTTTCTCTTACTATTTTGCTCCTTTATTTTTTTTATTTCT [150]

55 I GS G.A.AA_TGTAG...GT.AGT.T..CATT.TTC...GCG.C.AA_AGCA. [150]

5S 11GS TTCATTCATGCACTCACTCATGCACTCATTCATTTCATTATTTCGTTCTC [200]

55 1 GS ..GC.CT.A.TT...TT...-A...—-...T...A—___.. A....C..A [200]
5S 1IGS CTTATTTTTTTTTTT ATQ}AAAAAAAGAGCCCTCCATGCACTTGC [250]
55 1 GS T..CA.eceuuee-Cuounnn. T. _CATG....-...TA... [250]

5S 11GS ATACATCTAACAAAACCTTGCGATTGTATGTGGAGCGCTGGGATTGTCCT [300]
55 I GS .GCG.ATA..AT..G........ A_AG.-A_AA_ATAT|. . .-. .GA.AA. [300]

5S 11GS CTGTTTGTTTACGGAACGTATACATT .AATTATCTCCCCTTACGTAGTTG [350]
5SS 1 GS ... .... C.GTAA. .A.. ... AG--..G...A.CTT.A_A_AT.GTC.. [350]

5S 11GS GAAGAAGCAACCTTACCTTTTCTCTGATATAGCTCCTGGATAATITATCCC [400]
55 1 GS T.C....T.GG...GT..AG...GC...-CTC...T. AA--- CT.A.. [400]

5S 11GS ATACAATAAGCTTAATTTGATTTTAAAAAACACATCTGCCTGCATACTGC [450]
55 1 GS TC.G.GC.G..-——-..CC.C..--.CG...... C.AL....———————- [450]

5S 11GS TGAGAGGGATGTGGCGTTAARTGGAATGAAAAAGGAAGGAAAACACCGCA [500]
BS | GS —————mmmm oo [500]

5S 11GS CACGAACTTTCTATCAAATGTTATCCGTCCGAGAAGCTACGGTGTGCTTT [550]
BS | §S ————mm oo oo [550]

5S 11GS AAAAGCTGTGTTTTTCTCACAGCUAATTBCTTACGGCCATACCAGCCTGC [600]
5S 1 GS ————mmmm e e [600]

Figura 5: Sequéncias consenso de DNAr 5S Classe I (5S 1) e Classe Il (5S 1) alinhadas
de Gymnotus sylvius. A regido de transcricdo se inicia no +1 e termina no +120 (em
cinza). As sequéncias TATA-like estdo contornadas por retangulos. Os pontos indicam
nucleotideos idénticos e gaps estdo indicados pelos tragos.
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58
58

58
58

58
58

58
5S

5S
58

58
58

5S
58

5S
58

5S
5S

5S
58

58
5S

5S
5S

58
5S

11G1
1 GI

11G1
1 GI

11G1
1 Gl

11Gl1
1 Gl

11Gl1
1 GI

56

+1
ACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGTTTGGGCCTGGTTA

+120
TATTTGACACTTTTCTCTTACTATTTTGCTCCTTTATT——=TTTTTTATT
G...AA.T..A. ... AT.CG————————- TTT..C...-———...C...GC

TCTTTCATTCATGCACTCACTCACTCACTCACT———-- CACTCA----TG
GTC.A..AG...TTG...-—-_A....C...TTC-———- AL

CACTCATCCATTCATTCACTCATTCATTTCATTATTTCGTTCTCCTTATT
N CH A-._AA_A_ .GTCT.A.TGCA..G..TA.GG.ACA. . .ACGC.

11GI TTTTTTTTTTATARAAAAGAACTTTGCCCTTCATGCACTTGCATC

1 GI

11G1
1 GI

11GI
1 GI

11G1
I Gl

11GI
1 GI

11Gl1
I Gl

11GI
I Gl

11Gl1
I Gl

.A_.GCG.A.G..CAG..T.TGG..CG.C.AAA-——-AT.A..G...—-.. ..

CATCTAACGAAACCTTGCGATTGTATGTGGAGC-GCTGGGATTGTCCTCT
T.Gooooo.. T T .. AT ... .... A T..A__.TA._.A.G...AACTA

GTTTGTTTACGGAACG ATTTACTTATCTCCCCCTTACGTAGTTGG
.C.A__..C.A___AT.G.CT..AC.—..... GG.-———————- -...C.-

AAGAAGCAACCTACCTTTTCTCTGCTATAGCTCCTGGATA-CTTATCCCA
.GTCT..TCTA.T...C..AAA_A.CC. .AT.T...A.C.G.C...... T
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Figura 6: Sequéncias consenso de DNAr 5S Classe | (5S 1) e Classe Il (5S 1) alinhadas
de Gymnotus inaequilabiatus. A regido de transcricdo se inicia no +1 e termina no +120
(em cinza). As sequéncias TATA-like estdo contornadas por retangulos. Os pontos
indicam nucleotideos idénticos e gaps estdo indicados pelos tracos.
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Figura 7: Sequéncias consenso e alinhadas de ambas as Classe | (5S I) e Classe 1l
(5S I1) do DNAr 5S de Gymnotus sylvius e Gymnotus inaequilabiatus. Os pontos
indicam nucleotideos idénticos e gaps estdo indicados pelos tragos.
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Capitulo 3

Marcacao cromossomica das regides nucleolares por pintura cromossomica

e por sonda de DNAr 18S em espécies de Gymnotus
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Resumo

Estudos realizados sobre as regides organizadoras de nucléolo (RONs) em espécies do género
Gymnotus revelaram sua caracteristica conservada com relacéo a sua localizacéo e apesar de
alguns trabalhos relatarem extensos polimorfismos deste segmento genémico em
representantes deste grupo, a maioria das espécies analisadas possui apenas um par
cromossdmico portador do sitio responsavel pela producdo de DNA ribossomal 45S. No
entanto, os resultados obtidos somente pela impregnacdo com nitrato de Prata ndo permitem
definir se o par cromossdmico detectado é Unico, devido ao fato desta técnica detectar apenas
RONs que permanecem ativas na intérfase precedente. Neste sentido, a hibridacao
fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S, que tem sido comumente utilizada em
peixes, tem se mostrado muito eficiente também para as espécies deste género, confirmando e
ampliando resultados obtidos pela impregnacéo por Prata e pela coloracdo com o fluorocromo
Cromomicina As. Considerando a importancia dos sitios de DNAr como marcadores
citogenéticos, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de analisar a distribuicéo
das RONs em trés espécies do género Gymnotus (G. sylvius, G. inaequilabiatus e G. cf.
carapo) pela impregnacdo por nitrato de Prata, CMA3; e FISH, com sondas para o DNAr 18S
e para o cromossomo portador das RONs, com 0 uso da técnica de pintura cromossdmica,
obtida por FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), a partir dos cromossomos da espécie

Gymnotus cf. carapo (citotipo 2n=42) da bacia Amazonica.
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Introducéo

As regides organizadoras de nucléolo (RONs), formadas por genes de RNA
ribossomal 5,8S, 18S e 28S tém sido amplamente estudadas em peixes, pois se caracterizam
como importantes marcadores citogenéticos, permitindo analises e inferéncias sobre a
evolucdo cromossémica em diferentes grupos (Howell e Black, 1980; Santi-Rampazzo et al.,
2008).

A impregnacdo com nitrato de Prata tem sido a técnica mais utilizada em estudos de
localizagdo das RONs, embora esta metodologia evidencie somente RONSs
transcricionalmente ativas (Howell e Black, 1980). Outra técnica utilizada para evidenciar
estas regides cromossdmicas é a coloragdo com o fluorocromo CMAg, que permite detectar
sitios ribossomais ativos e inativos (Gold e Amemiya, 1986). Entretanto, estudos com peixes
neotropicais mostraram que a CMA3; pode marcar também regides heterocromaticas nao
relacionadas com as RONs (Artoni et al., 1999), regides essas preferencialmente ricas em
bases GC, como visto em representantes do género Astyanax (Domingues et al., 2007).
Considerando os resultados comumente obtidos pela impregnacéo por Prata e a marcagéo pelo
fluorocromo CMA3, a maneira mais eficaz para mapear fisicamente as RONs € através da
hibridacdo fluorescente in situ (FISH) utilizando sondas especificas para a sequéncia do
DNAr 45S. Dentre os genes da familia do DNAr 45S, o 18S tem sido mais comumente
utilizado em peixes, confirmando e ampliando resultados obtidos pela impregnagdo por
nitrato de Prata e CMA; (Oliveira et al., 2007). O estudo dessa regido cromossdmica em
peixes permite analisar alguns aspectos da distribuicdo, nimero e polimorfismos existentes
em diferentes grupos (Almeida-Toledo et al., 1985).

Entre as espécies de peixes representantes do género Gymnotus, que apresentam ampla
distribuicdo geogréfica, os dados citogenéticos evidenciam a ocorréncia de uma ampla
diversidade cariotipica, com o numero de cromossomos variando desde 34 até 54 em
diferentes espécies (Fernandes-Matioli et al., 1998a; Milhomem, 2010; Capitulo 1). O estudo
das RONs em representantes do género Gymnotus tem mostrado que esta regido é conservada
nas diferentes espécies, caracterizando-se na maioria delas como um sistema simples,
apresentando variabilidade somente no que se refere a localizagdo nos cromossomos, podendo
também ser encontrada em diferentes pares (Fernandes-Matioli et al., 1997; Capitulo 1). Por
outro lado, casos de RONs multiplas ja foram relatados em duas espécies, Gymnotus pantanal
(Fernandes-Matioli et al., 2005) e G. jonasi (Milhomem, 2010).
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Na espécie G. sylvius as RONs estdo localizadas em posi¢do terminal nos
cromossomos do par 17 e nas espécies G. inaequilabiatus e G. cf. carapo os sitios de DNAr
também ocupam posicéo intersticial, mas nos cromossomos do par numero 1 (Capitulo 1). Em
G. cf. carapo da bacia Amazonica, as RONs estdo localizadas no par nimero 20 (Milhomem
et al., 2008). Pela metodologia comumente utilizada ainda ndo foi possivel determinar uma
identidade comum para este par de homologos nestas espécies de Gymnotiformes. Sendo
assim, o presente estudo teve como objetivo verificar se o par cromossémico portador dos
sitios de DNAr em G. sylvius, G. inaequilabiatus e G. cf. carapo (presente estudo) e G. cf.

carapo (Nagamachi et al., 2010) manteve-se conservado durante a histéria evolutiva do

grupo.

Materiais e Métodos

Foram analisados citogeneticamente individuos de trés espécies de Gymnotus, (G.
sylvius, G. inaequilabiatus e G. cf. carapo) de componentes de duas diferentes bacias
hidrograficas, sendo G. sylvius e G. inaequilabiatus provenientes do Rio Pardo, cachoeira
Véu da Noiva, Botucatu - SP, da bacia do Rio Paranapanema e G. cf. carapo proveniente do
Rio Miranda, Passo do Lontra - MS, bacia do Rio Paraguai. Os exemplares analisados foram
fixados em formol a 10%, conservados em alcool 70% e, apds identificacdo, foram
depositados no Museu do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da UNESP de
Botucatu, S&o Paulo, Brasil.

As preparacdes de cromossomos mitdticos foram realizadas de acordo com o
protocolo utilizado por Foresti et al. (1993), com algumas adaptacdes. A marcacao das RONs
pelo nitrato de Prata seguiu a técnica proposta por Howell e Black (1980). A marcacédo pelo
fluorocromo CMA; seguiu o procedimento estabelecido por Schweizer (1976). O
mapeamento dos sitios de DNAr 18S nos cromossomos metafésicos foi realizado com a
aplicacdo da técnica de hibridacéo fluorescente in situ (FISH), de acordo com o procedimento
estabelecido por Pinkel et al. (1986), com modificacdes. Foi utilizada a sonda de DNAr 18S
obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction), a partir do DNA total de G. cf. carapo e
marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science), sendo a detecc¢do do sinal de
hibridacéo realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science).

A sonda do cromossomo portador das RONs de G. carapo (citotipo 2n=42) foi obtida
por Fluorescence Activated Cell Sorting (Nagamachi et al., 2010) e cedida pelos autores. A

aplicacdo da técnica de hibridacéo utilizando esta sonda e a deteccdo de sua marcacéo foram
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feitas segundo o protocolo descrito por Yang et al. (1995), com modificagdes propostas em
Nagamachi et al. (2010).

Resultados

A impregnacgdo pelo nitrato de Prata evidenciou que todas as espécies de Gymnotus
analisadas possuem RONs simples (Figuras la, 2a e 3a). Os exemplares de G. sylvius
apresentaram duas marcac6es em posi¢do terminal nos bragos curtos dos cromossomos do par
17, enquanto que os representantes de G. inaequilabiatus e G. cf. carapo apresentaram seus
sitios ribossomais em posicdo intersticial no brago curto dos cromossomos do par nimero 1.
A ocorréncia de polimorfismo no tamanho das RONs foi observada com frequéncia nos
cromossomos portadores, em todas as espécies analisadas (Figuras 1, 2 e 3). A coloragdo com
o fluorocromo CMA; em G. inaequilabiatus e G. cf. carapo marcou somente o par da RONs
(Figuras 2b e 3b) enquanto que em G. sylvius apresentaram dois pares cromossdémicos
marcados, além do par portador da RONs (Figuras 1b).

A aplicacdo da técnica de hibridacdo fluorescente usando a sonda de DNAr 18S
confirmou os resultados de marcacdo obtidos pelo nitrato de Prata (Figuras 1c, 2c e 3c). A
sonda total do cromossomo portador das RONs hibridizou em apenas um par de cromossomos
nas trés espéecies analisadas (Figuras 1d, 2d e 3d), confirmando o carater conservado de

marcagao neste par.

Discussao

Para o grupo dos Gymnotiformes, foram descritas RONs simples na maioria dos
géneros investigados citogeneticamente. Foresti et al. (1981) detectaram essa condicdo
estudando RONs em cinco espécies desta ordem (G. carapo, Apteronotus albifrons,
Sernopygus macrurus, Eigenmannia virescens e Eigenmannia sp.). Por outro lado, também ja
foram relatados casos em que as RONs apresentam-se de forma mudltipla, como em
Eigenmannia sp. (Almeida-Toledo et al., 1996), G. pantanal (Fernandes-Matioli et al., 2005)
e G. jonas (Milhomem, 2010).

A identificacdo das RONSs pela impregnacao por nitrato de Prata e por hibridacdo com
a sonda de DNAr 18S revelou marcagdo coincidente em apenas um par cromossomico nas
trés espécies analisadas no presente trabalho, caracterizando-se como um sistema simples de

RONSs e corroborando dados obtidos anteriormente (Foresti et al., 1981; Fernandes-Matioli et
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al., 1997). Além disso, foi possivel observar a existéncia de polimorfismo no tamanho dos
sitios das RONs entre os cromossomos homaologos nas preparacGes destas espécies, situacao
recorrente em peixes e muito comum no género Gymnotus (Foresti et al., 1981; Fernandes-
Matioli et al., 1997; Claro, 2008; Capitulo 1). Tal polimorfismo geralmente ocorre devido a
duplicacdes das sequéncias de DNA ribossomal, provavelmente causadas por um crossing-
over desigual durante a meiose (Almeida-Toledo et al., 2000a). Considera-se, por outro lado,
que a variacdo de tamanho observada neste segmento gendmico poderia também ser
decorrente de alteracBes cromossdmicas como inversdes, detectadas em outras espécies da
ordem Gymnotiformes e evidenciadas em uma populacéo de G. carapo (Foresti et al., 1984).

Os tratamentos com CMA; revelaram, além das marcacdes normais nos sitios
ribossomais e evidenciados pelos outros marcadores, também marcacGes adicionais em outras
regibes cromossodmicas, conforme observado em G. sylvius (Figura 1b), sugerindo que esses
segmentos marcados sejam ricos em bases GC e independem de qualquer relacdo com as
RONs, como ja foi descrito ocorrer em outras espécies de peixes Neotropicais (Artoni et al.,
1999). Diferentemente, G. inaequilabiatus e em G. cf. carapo (Figura 2b e 3b) tiveram apenas
as regides correspondentes as RONs marcadas por este fluorocromo.

Considerando a extensa variabilidade cariotipica do género Gymnotus, foi investigada
a possibilidade de que diferentes pares poderiam ser portadores das RONs nas diferentes
espécies, conforme indicado em estudos anteriores (Fernandes-Matioli et al., 1997,
Fernandes-Matioli et al., 1998b; Milhomem, 2010, Capitulo 1). Assim, com a aplicacdo da
técnica de hibridacdo utilizando como sonda o cromossomo total portador da RON de G.
carapo (2n=42) proveniente da bacia Amazonica, era de se esperar que houvesse marcacao
em outros pares cromossémicos nas espécies do presente estudo, uma vez que foi verificado
que as RONs se localizam no par 17 em G. sylvius e no par 1 em G. cf. carapo e G.
inaequilabiatus, enquanto sdo localizadas no par 20 em G. carapo da bacia Amazonica,
espécie da qual foi isolado o marcador. Ao contrario do esperado, 0s resultados mostram que
este cromossomo manteve sua localizacdo aparentemente conservada nas diferentes espécies
estudadas neste trabalho.

Apesar da diferenca significativa encontrada na macro e microestrutura cariotipica em
representantes do género Gymnotus (Capitulos 1 e 2), o cromossomo portador das RONs
parece ser conservado entre as diferentes espécies, tendo sido observadas variacdes apenas na
posi¢do do sitio correspondente ao DNAr 18S no mesmo cromossomo. Essa hipotese €
reforcada por observacdes de Milhomem (2010) em estudos realizados com as RONs de

diferentes espécies de Gymnotus, que aponta para a existéncia de RONs multiplas em uma
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Unica espécie, G. jonasi. Quando aplicada a técnica de hibridacdo com a mesma sonda
utilizada no presente trabalho e com a sonda de DNAr 18S, foi observado que apenas a
metade distal de um par de cromossomos acrocéntricos apresentava pintura, além de
marcagoes de sitios de 18S em outros pares cromossémicos, sugerindo que 0S Cromossomos
originalmente portadores das RONs em G. carapo estdo associados a outros cromossomos em
G. jonasi, em rearranjos do tipo fusdo in tandem ou translocagdo. Além disso, a auséncia de
sitios 18S neste cromossomo sugere uma possivel reorganizacdo dos sitios de DNAr no
cariotipo desta espécie. Os dados obtidos confirmam os resultados de Milhomem (2010),

reforcando a caracteristica conservadora do par portador das RONSs nestas espécies.

Referéncias

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

desta dissertagéo.
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Figura 1: Metafases de exemplar de G. sylvius. Em a impregnacao por nitrato de Prata, em b
coloragéo com o fluorocromo CMAg, em ¢ FISH com sonda de DNAr 18S e em d marcacao
com sonda total do cromossomo portador das RONs. A barra equivale 10pum.
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Figura 2: Metafases de exemplar de G. inaequilabiatus. Em a impregnac¢&o por nitrato
de Prata, em b coloragédo com o fluorocromo CMAg, em ¢, FISH com sonda de DNAr
18S e em d marcacdo com sonda total do cromossomo portador das RONSs. A barra
equivale 10um.
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Figura 3: Metafases de exemplar de G. cf. carapo. Em a impregnac&o por nitrato de
Prata, em b coloragdo com o fluorocromo CMAg3, em ¢ FISH com sonda de DNAr 18S e
em d marcacao com sonda total do cromossomo portador das RONSs. A barra equivale
10pm.
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5 Consideracdes Finais

Os estudos citogenéticos em peixes do género Gymnotus tém evidenciado a existéncia
de uma alta diversidade cariotipica entre as espécies, notadamente em relacdo ao nimero
dipléide e a férmula cariotipica (Fernandes-Matioli et al., 1998b; Milhomem, 2010). Porém,
andlises realizadas com a aplicagdo de diferentes técnicas citogenéticas cléassicas e
moleculares em espécies deste género revelaram aspectos bastante consistentes de
conservacao da macro e microestrutura do cariétipo nas comparacfes entre populacdes de
uma mesma espécie, resultados semelhantes em analise com populac6es de G. sylviuse G. cf.
carapo (Claro, 2008). Considerando essas caracteristicas, a citogenética poderia ser utilizada
como uma ferramenta importante para diagndstico taxondmico neste grupo de peixes
(Margarido et al., 2007).

Os estudos citogenéticos realizados neste trabalho envolvendo quatro diferentes
especies do género Gymnotus trouxeram informacdes significativas relacionadas a evolucgéo
cromossdmica. Trés numeros diploides distintos e quatro férmulas cariotipicas foram
encontrados com nameros dipldides de 40 cromossomos (22m+12sm+6st) em G. sylvius; de
52 cromossomos (32m+18sm+2st) em G. pantherinus e de 54 cromossomos em G.
inaequilabiatus (42m+10sm+2a) e G. cf. carapo (38m+12sm+4st).

As andlises citogenéticas convencionais, como bandamento C, revelaram uma
distribuicdo diferencial da heterocromatina constitutiva, sendo que as quatro espécies
analisadas possuem regides heterocrométicas em posi¢do centromérica e pericentromerica na
maioria dos cromossomos (Fernandes-Matioli et al., 1998b; Silva e Margarido, 2005;
Margarido et al., 2007). Além dessas regibes, G. sylvius apresentou blocos heterocromaticos
coincidentes com as RONs e G. inaequilabiatus, G. pantherinus e G. cf. carapo apresentaram
grandes blocos heterocromaticos intersticiais em alguns cromossomos.

A impregnacédo pelo nitrato de Prata evidenciou que todas as espécies de Gymnotus
analisadas possuem RONSs simples mudando apenas a posicdo cromossémica (Fernandes-
Matioli et al., 2007; Claro 2008; Milhomem et al., 2010), sendo localizada no par 17 em G.
sylvius, enquanto nas outras trés espécies foram localizadas no par 1. Estes resultados foram
coincidentes com os dados obtidos pela aplicacdo da técnica de hibridagdo com sonda do
DNAr 18S e pela coloracdo com o fluorocromo Cromomicina (CMA3) (Milhomem et al.,
2008; Claro, 2008). Além disso, o tratamento com CMA3; em G. sylvius e G. pantherinus
detectou a presenca de marcagBes adicionais em alguns cromossomos, além daquelas

correspondentes as RONs indicando, assim, a presenca de regides ricas em pares de bases GC
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em outros sitios cromossdmicos. A presenca e distribuicdo de tais segmentos cromossémicos
no genoma das espécies, além de servirem como marcadores das modificacGes cariotipicas
ocorridas durante o processo de diferenciacdo, podem dar indicacbes dos mecanismos
evolutivos atuantes nos processos de especiacéo.

A aplicagdo da técnica de hibridacdo fluorescente in situ utilizando sonda de DNAr 5S
mostrou um padrdo de distribuicdo bem diferente do DNAr 18S. Enquanto em G. sylvius foi
detectado apenas um par cromossémico envolvido com a marcagdo por esta sonda, em G.
pantherinus esta ocorreu em dois pares cromossémicos; ja em G. inaequilabiatus cerca de
dezessete pares cromossdmicos mostraram marcagdo e em G. cf. carapo sinais de marcacgéo
foram observados em cerca de quinze pares. Esta ampla dispersdo do DNAr 5S poderia estar
associada a distribuicdo da heterocromatina constitutiva, que caracteriza regides geralmente
mais propicias a quebras cromossémicas e, neste caso, pode ter facilitado a dispersdo do
DNAr 5S nas duas espécies. Por outro lado, a manutencdo de apenas um par cromossémico
envolvido na sintese de RNAr 5S em G. sylvius parece reforcar esta hipotese, uma vez que
esta espécie ndo apresenta grandes blocos heterocromaticos nos cromossomos, como
encontrado nas outras espécies. Além disso, estudos realizados em outras espécies de peixes
mostraram a possivel existéncia de elementos transponiveis associados a dispersdo do DNAr
5S (Cioffi et al., 2010).

Devido a este interessante padrdo de dispersdo do DNAr 5S, ja detectado em outras
espécies de peixes (Hatanaka e Galetti, 2004; Mantovani et al., 2005,), foi realizada a
amplificacdo desse gene nas espécies em estudo, sendo possivel observar a existéncia de duas
classes compondo este segmento genémico, como ja visto em peixes do género Leporinus
(Martins e Galetti, 2001). Neste sentido, as duas classes encontradas foram isoladas,
sequenciadas e preparadas como sondas individuais para realizagdo da hibridagdo fluorescente
insitu. A classe | apresentou cerca de 450 pb e a classe 11 cerca de 650 pb. A FISH utilizando
essas sondas revelou que em G. sylvius as duas classes apresentam-se co-localizadas no
mesmo par cromossémico, enquanto que em G. inaequilabiatus a classe Il apareceu mais
dispersa em relacgdo a classe I. Esse aspecto ndo conservado do padréo de dispersdo do DNAr
5S entre as duas espécies analisadas pode estar associado a rearranjos cromossémicos
ocorridos que podem ter levado a perda de unidades repetidas deste gene em G. sylvius,
espécie com menor nimero cromossdmico (2n=40) em relacdo a G. inaequilabiatus (2n=54).
De algum modo, esses rearranjos devem estar mais associados a classe Il, que se mostrou
amplamente dispersa no complemento cromossdémico da espéecie quando comparada a classe |

em G. inaequilabiatus.
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A aplicacdo da técnica de hibridagdo com a sonda telomérica (TTAGGG), revelou
sinais de marcacdo fluorescente nas extremidades de todos 0s cromossomos, nas quatro
espécies analisadas. Porém, em G. sylvius foram detectados sinais de marcacdo também na
regido telomérica intersticial (ITS) de um par cromossémico metacéntricos, indicando a
possivel ocorréncia de rearranjos cromossomicos recentes do tipo fusdo céntrica neste
conjunto cromossdémico (Claro e Almeida-Toledo 2010).

A aplicacdo da técnica de pintura do par cromossdmico portador das RONs em G.
sylvius, G. inaequilabiatus e G. cf. carapo utilizando como sonda o0 cromossomo inteiro
portador das RONs de G. cf. carapo (citétipo 2n=42) proveniente da bacia Amazonica, obtida
por FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), mostrou um padrdo conservado desse
cromossomo nas diferentes espécies de Gymnotus, resultado semelhante encontrado em outras
espécies do género (Milhomem, 2010). Ainda que a variabilidade cariotipica existente entre
essas espécies seja grande, ndo foram observadas diferencas entre 0s pares cromossémicos
portadores das RONSs nas distintas espécies analisadas. Esses resultados parecem confirmar o
carater conservador das caracteristicas cariotipicas desta classe de DNAr, como tem sido
observado nas espécies deste género.
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