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Quando penso em vocé, fecho os olhos de saudade...

Cecilia Meireles

Dedico a vocé mae, gue ndo esta mais entre négentas certeza
gue esta muito orgulhosa de mais uma etapa cumpdda dai de
cima acompanha e ilumina seus filhos que ficarangdd forca e

coragem todos os dias!

Te amo...
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(Galileu Galilei)
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Resumo

Foram analisadas citogeneticamente quatro espéeepeixes do géner@ymnotus G.
sylvius G. pantherinusG. inaequilabiatuse G. cf. carapode componentes de diferentes
bacias hidrograficas brasileiras, com o0 uso deitésrcitogenéticas basicas (coloragdo com
Giemsa, localizacdo das RONs pela marcacdo coatotie Prata e bandamento C) e cito-
moleculares (coloragdo com os fluorocromos baseedfsppns CMA e DAPI, hibridagcéan
fluorescentesitu (FISH) com sondas de DNAr 18S e 5S, sonda teloméricas G3®), e
sonda obtida do cromossomo portador das RON&.dearapoda bacia Amazonica por
Fluorescence Activated Cell Sortifl§ACS) e caracterizacdo e organizagcdo gendémica do
DNAr 5S). G. sylviusapresentou numero dipléide de 40 cromossomos (22sm+6st);G.
pantherinus apresentou numero dipléide de 52 cromossomos (38sm+2st) eG.
inaequilabiatus (42m+10sm+2a) eG. cf. carapo (38m+12sm+4st) apresentaram 54
cromossomos. O bandamento C evidenciou a marcacpeqlienos blocos centroméricos em
todos os cromossomos de todas as espécies, samédn), petectadas algumas marcacdes
intersticiais em G. sylvius e grandes blocos intersticiais nos cromossomos Gde
inaequilabiatus G. cf. carapae G. pantherinusAs RONs foram identificadas em apenas um
par cromossOmico nas quatro espécies e foram deimes com a hibridacéo fluoresceinte
situ realizada com a sonda para DNAr 18S e a colorag@o o fluorocromo CMA A
hibridacdo com a sonda para DNAr 5S revelou maesagém até dezessete pares de
cromossomos en®s. inaequilabiatuse em até quinze pares eB cf. carapo dois pares
cromossOmicos er®. pantherinue um par en@. sylvius A hibridacdo com a sonda para a
sequéncia telomérica (TTAGGG)revelou marcacdes nos teldmeros de todos os
cromossomos dos representantes destas quatro esspal®@m de blocos intersticiais no
primeiro par metacéntrico dé. sylviuse junto as RONs dé&. inaequilabiatuse G. cf.
carapo.Foi realizada também a amplificacdo, clonagem, esegjamento e hibridacao situ

do DNAr 5S em espécies simpétricas@lesylviuse G. inaequilabiatussendo detectada a
existéncia de duas classes distintas dessa fagéfliaa (classe | com cerca de 450pb e classe
Il com cerca de 650pb). A hibridacd@o situ usando como sonda cada classe deste sitio
mostrou que enG. sylviusas duas classes apresentam-se co-localizadas smmomear
cromossOmico, enquanto & inaequilabiatusa classe Il apareceu mais dispersa em relacao
a classe I. A pintura cromossdmica total utilizared@onda obtida do cromossomo total
portador das RONs hibridou em apenas um par crdnmoss em G. sylvius G.

inaequilabiatuse emG. cf. carapo Os dados apresentados revelaram-se como sigivifisa
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marcadores citotaxondmicos para este grupo de gpeix@ontribuiram com informacdes de

interesse para o conhecimento do processo dertifagéio entre as espécies@ennotus
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Abstract

Four fish species of the gen@ymnotuscomprised byG. sylvius G. pantherinus G.
inaequilabiatusandG. cf. carapdrom different Brazilian hydrographic basins warelyzed
using classic cytogenetic (coloration with Giemkaalization of NORs for silver nitrate
marking and C-banding) and molecular cytogenetichnegues with base-specific
fluorochrome DAPI and CM4 fluorescencein situ hybridization (FISH) with probes
consisting of 18S and 5S rDNA, telomeric seque@@AGGG), and whole chromosome
prepared by Fluorescence Activated Cell SortingGBAof the NOR chromosome, obtained
of G. carapofrom Amazon basin, as well as a characterizatimh genomic organization of
5S rDNA. G. sylviuspresented a diploid number of 40 chromosor2@sn+12sm+6st) G.
pantherinus presented a karyotype with 52 chromosom@2m+18sm+2st) and G.
inaequilabiatug42m+10sm+2apndG. cf. carapa(38m+12sm+4st) present&d chromosomes.
All the species presented the constitutive hetewoohtin located in the centromeric region of
all chromosomes. Besides that, some interstitiakemmaere detected i®. sylviusand large
interstitial blocks were identified at the chromoss ofG. inaequilabiatusG. cf. carapoand

G. pantherinusNORs were identified in only one chromosome jpaiall species and were
coincident with thein situ hybridization using probes of 18S rDNA and theoftachrome
CMA;. FISH using the probes of 5S rDNA revealed magksouseventeen chromosome pairs
in G. inaequilabiatusand up to fifteen pairs i. cf. carapo two chromosome pairs iG.
pantherinusand one pair ir5. sylvius The telomeric probes were localized at the telese
of all chromosomes in the four species, as welhtegstitial telomeric sequence in the first
metacentric pair irG. sylviusand along the NORs i6. inaequilabiatusand G. cf. carapo
The amplification, cloning, sequencing amdsitu hybridization of 5S rDNA in sympatric
species of5. sylviusandG. inaequilabiatugevealed two distinct classes of this gene (Qlass
with about 450 bp and Class Il with about 650bp)situ hybridization using both classes as
probes showed that @. sylviusthe two classes are co-located on the same chomeopair,
while in G. inaequilabiatughe class Il appeared more dispersed in relabo@lass I. The
whole chromosome painting using the NORs chromosaseprobe inG. sylvius G.
inaequilabiatusand G. cf. carapobears only one chromosome pair. The present data h
proved to be significant cytotaxonomic markers tfus group of fish and contributed with
important information to understanding the procefisdifferentiation between the species of

Gymnotus
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Introducéo

1 Introducao

1.1 Consideracdes sobre a citogenética de peixes

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desamarito nos ultimos anos,
devido basicamente a utilizacdo de novas técnieasawfilise cromossdmica, o que
possibilitou a citogenética contribuir mais efethente ndo s6 para a resolucdo de problemas
taxondmicos e filogenéticos, como também para una@ormmcompreensdo da estrutura
cromossOmica nos vertebrados. Estes avancos técrefietiram, de modo acentuado, nos
estudos citogenéticos em peixes, resultando nurpanefio consideravel do numero de
espécies estudadas nos ultimos anos. Na regidoogmat ja foram analisadas cerca de 1040
espécies de peixes de agua doce, sendo 475 espaciedem Characiformes, 318 espécies
de Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e &9Pécies que ndo pertencem a
superordem Ostariophysi (revisdo em Oliveital, 2007). Este levantamento realgca também
outras caracteristicas do genoma dos peixes, com@regenca de Cromossomos
supranumerarios, que foram descritos ocorrer eme§8cies e de heteromorfismos
cromossOmicos ligados ao sexo, que resultaramemdifidtacdo de cromossomos sexuais em
62 espécies, entre as quais 40 com heterogametimif@a e 22 com heterogametia
masculina. Estes resultados demonstram um aumabgiasicial das informacdes sobre o
cariétipo das espécies deste grupo de organisraaxyraparados ao levantamento realizado
anteriormente por Oliveirat al (1988a). No entanto, esses dados sdo aindagntagi, se for
considerado que podem existir cerca de 6.000 espéla peixes distribuidas nesta regiao
biogeografica (Reist al, 2003).

Em peixes, a crescente aplicacdo de técnicas deéafmamto cromossémico,
notadamente as de bandas C e bandas de endonsictEasestricio e 0o emprego de
fluorocromos base especificos, como a Cromomiciea & DAPI, para identificar segmentos
especificos dos cromossomos, permitiram ndo soéroelhor caracterizacdo da diversidade
cariotipica, como também o entendimento das retag@ielutivas existentes entre diferentes
taxons (revisdo em Almeida-Tolea@t al, 2000a). O desenvolvimento recente de diferentes
metodologias, possibilitando a aplicacdo de sorggsecificas como aquelas de genes
ribossémicos e de histonas, constituidas por DNAdderada repetitividade, ou as de DNA
altamente repetitivo (DNA satélite) (Singer, 19&Hiveira e Wright, 1998) e o advento da

técnica de microdisseccdo cromossomica (Kao, 19@ltzer et al, 1992), que possibilita o
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isolamento direto de DNA de qualquer regido citegieamente reconhecida, tém
possibilitado a associacdo destes marcadores conregifes correspondentes nos
cromossomos metafasicos, através da técnica deldgbo fluorescentm situ, denominada
FISH. Esse tipo de abordagem citogenética em nivelecular permite o acesso a
informagBes mais precisas acerca da presenca terséas especificas de DNA, a deteccdo
de rearranjos cromossdmicos, a proposicao de Bip®obre os mecanismos envolvidos na
diversificacdo cariotipica, a construcdo de maggmscgs e até mesmo o estabelecimento de
relacdes filogenéticas entre os componentes dgsogrbiologicos (revisdo em Phillips e
Reed, 1996; Oliveira e Wright, 1998; Henngtgal, 2008).

O estudo citogenético continuo e sistematico derechéhados grupos de peixes tem
levado ao esclarecimento de questdes taxonOmica&dendificacdo de espécies cripticas,
assim como a um melhor entendimento tanto da estrg variabilidade cromossémica
guanto dos processos evolutivos que envolvem otgaridos peixes Neotropicais (Oliveira
et al, 2007). Esse tipo de abordagem tem sido apligaologxemplo, em peixes da Ordem
Gymnotiformes, notadamente em espécies do géagenmannia.Analises citogenéticas
realizadas nesse grupo, a partir do final da dédadsetenta revelaram que, a despeito da
ocorréncia de uma Unica espécie denominadairescenspara 0s rios de varias bacias
brasileiras, na realidade trata-se de um complex@gpécies, com a ocorréncia de cinco
citétipos na bacia superior do rio Parana, doigtipibs no rio Sdo Francisco, trés na regiao
Amazonica, além de um extenso polimorfismo crommossd na ilha de Marajé. Os estudos
citogenéticos neste grupo evidenciaram, além daresamentos citotaxondmicos, também a
ocorréncia de distintos sistemas de cromossomagserorfologicamente diferenciados na
maioria dos citotipos (revisdo em Almeida-ToledBagesti, 2001). A aplicacdo de técnicas
moleculares em alguns desses cit6tipos, como aag@rgelos fluorocromos Cromomicina
Az e Mitramicina, permitiram caracterizar as regifksterocromaticas ligadas aos
cromossomos sexuais em duas das espécies desskexanngemo sendo regides ricas em
pares de bases GC. Do mesmo modo, a aplicacdocdiea® utilizando fluorocromos e
endonucleases de restricdo, em associacao corongsatede coloracdo convencional, trouxe
esclarecimentos acerca dos mecanismos envolvidorneaacdo do cromossomo Y em
Eigenmanniasp2, corroborando com uma hipotese de que neptxiesa diferenciacdo
sexual estaria realmente relacionada a presengegi@es cromossomicas GC positivas
(Almeida-Toledcet al, 2000b).

O estudo sistematizado de outros grupos de peixe®m emHoplias (sintese em

Bertollo et al, 2000; Born e Bertollo, 2002)\styanaxsintese em Kavalco, 200&)prydoras
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(Oliveiraet al, 1988b; 1992)Triportheus(Artoni et al, 2001; Artoni e Bertollo, 2002; Diniz
et al, 2008),Characidium(Pansonato-Alvest al, 2010), dentre outros, também tem trazido
importantes informacdes cariotipicas muitas vezedaeecedoras de questdes genético-

evolutivas relacionadas aos peixes Neotropicais.

1.2 Consideracgdes sobre os Gymnotiformes, sobreafilia Gymnotidae e sobre o

géneroGymnotus.

Os peixes pertencentes a ordem dos Gymnotifornogsjlgrmente conhecidos como
“tuviras”, “peixes elétricos” ou “peixes espadagnstituem um grupo endémico das aguas
doces da regido Neotropical (Albert e Crampton,320&ssa ordem possui mais de 100
espécies e 27 géneros que estdo agrupados em darodias, Gymnotidae,
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Sternopygidae egptdidae (Mago-Leccia, 1994). Nos
Gymnotiformes, a diversidade cariotipica € mais lEmhecida nos géner@ymnotuse
Eigenmanniaricos em espécies.

A familia Gymnotidae atualmente é constituida pms déneros, sendo qBymnotus
se apresenta com 33 espécies validaslexztrophoruscom apenas uma espécie valida
(Crampton e Hopkins, 2005). Sabe-se que o géagnonotuse o que apresenta a mais ampla
distribuicdo geografica, com espécies ocorrendagaas continentais das Américas do Sul e
Central, sendo encontradas desde o Rio Salgadgpampas argentinos (36° S), até o Rio
San Nicolas, México (18° N), com excecdo do ChilBetize (Albertet al, 2005). Este
género se apresenta muito diverso também na Bacgiazdnica, onde 19 espécies sao
conhecidas, incluindo formas ainda ndo descritasmdtmente (Cramptoret al, 2005;
Milhomem, 2010).

Os peixes do géne@ymnotussdo facilmente distinguidos de outros Gymnotifame
por possuirem a boca voltada para cima, os ollsp®siios na posi¢ao lateral da cabecga e uma
cavidade do corpo longa, com um valor modal de B¥édstebras pré-caudais (Albext al,
2005). Uma caracteristica marcante dos represestdeste género é a presenca de faixas de
pigmentos claros e escuros obliquamente orientadakbngo de todo o comprimento do
corpo, do qual se derivou o nome comum em inglaadbd knife-fish” (Alberet al, 2005).

Existem dados citogenéticos disponiveis para espé@aGymnotusencontradas em
diversas localidades brasileiras que evidenciamcarréncia de uma alta diversidade
cariotipica. Essa ampla variabilidade cromossor@icaracterizada pelos diferentes nimeros

diploides observados em algumas espécies, com@.@arapoe G. inaequilabiatuscom 54
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cromossomos,G. sylvius que apresenta 40 cromossomds, pantherinus com 52
cromossomos €G. pantanal com 40 cromossomos para fémeas e 39 para machos,
caracterizando um sistema multiplo de cromossomegsass (revisdo em Margarids al,
2007; Milhomem, 2010).

No género Gymnotus, G. carapcaaracteriza-se como uma das espécies mais
interessantes e diversificadas citogeneticamestedBs cariotipicos realizados em diferentes
populacdes desta espécie, com ocorréncia na banee@nica, bacia do Parana e bacias
Costeiras, tém revelado uma expressiva variacdovaloses de seu numero dipléide, com
populacdes apresentando 52, 48, 46, 42 e até #tbssdMOos em seu cariotipo (Forestal,
1984; Nagamackhet al, 2010). No entanto, uma revisao deste grupo depeealizada por
Albert e Crampton (2003) indicou que, na verdadeerdas populacbes dé. carapo
tratavam de novas espécies. De qualquer formagciespéomprovadamente identificadas
como G. carapotém apresentado uma instigante diversidade gaidaticom variacdes na
morfologia dos cromossomos e na presenca de diésrenomossomos portadores de sitios
ribossomais (Fernandes-Matieli al., 1997) e até casos de poliploidia (Fernandeseliagi
al., 1998a).

Em analises citogenéticas realizadas por Margagtdal, (2007) em trés espécies
simpétricas deGymnotusda bacia do Alto Rio Parang, foi identificada a ro&acia de
nameros dipldides de 54 cromossomos@&nparaguensisde 40 cromossomos e sylvius
ja caracterizadas citogeneticamente antes do atganda cachoeira Sete Quedas e de 40
cromossomos em fémeas e 39 em machda@a. geantanal caracterizando um sistema multiplo
sexual do tipo XX31X2Xo/X1X2Y, encontrado anteriormente apenas nos componentes
hidrograficos do baixo rio Parana e relatado pelengira vez no Alto Rio Parana em
simpatria comG. paraguensie G. sylvius As andlises citogenéticas realizadas nestas trés
espécies demonstraram diversidade interespeciéicanacroestrutura cariotipica, indicando
gue as caracteristicas citogenéticas podem simadtils para diagndsticos taxondmicos nesse
grupo de peixes. No entanto, o posicionamento daBlsRmostrou-se conservado, sendo
identificadas marcacdes em apenas um par cromossdrara as trés espécies, indicando
uma manutencdo destes sitios ribossomais na ewoligstas espécies. Ja a auséncia de
hibridos interespecificos poderia ser explicadasigebnente também pela diferenca
encontrada nos nimeros cromossdmicos destas espécie

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

diferenciagdo cromossémica em algumas espéci€yamotus Neste estudo, realizado com



Introducéo

dados obtidos a partir de amostras provenientéscia do alto rio Parana, foi proposto que o
namero dipléide de 52 cromossomos poderia ser @era&io como uma caracteristica basal
para 0 grupo, sem ser necessariamente uma congegiomorfica. A variacao na quantidade
de heterocromatina constitutiva poderia ser umactaristica sinapomoérfica, evidenciando
uma relacao filogenética ent@ carapoe G. inaequilabiatusFinalmente, o nimero dipldide
de 54 cromossomos caracterizar-se-ia como um ‘dltievento, no qual uma fissao
cromossOmica poderia ser apresentada como umacéonaitapomorfica pafa. carapo A
ocorréncia do numero diploide de 40 cromossomogpreImente seria decorrente de eventos
de fusdo céntrica associados a uma gradual pertibbcies heterocromaticos, caracteristicas
estas que poderiam ser consideradas autapom@éicas. sylvius

Na analise citogenética realizada &n sylviuscom 2n=40 cromossomos e &m
carapocom 2n=54 cromossomos, utilizando resultados obtjakelo bandamento R, Claro e
Almeida-Toledo (2010) mostraram evidéncias de drmlefade comum entre estas duas
espécies, devido a similaridade em trés pares @sdnuicos conservados em ambas. Aliando
esses resultados a utlizagdo de sondas telomérfoasidentificado que rearranjos
cromossomicos do tipo fusdo céntrica poderiam ¢errmo, determinando modificacdes no
cariotipo deG. sylvius

A aplicacdo da técnica de hibridacéo fluorescentdtu, em associagdo com o uso de
sondas teloméricas em preparacdes cromossémicasedelares de duas populacdes=de
carapoda bacia Amazonica, revelou a existéncia de difesenameros dipléides, de 40 e 42
cromossomos (Milhomerat al, 2008). Evidenciou ainda a existéncia de siwbsntéricos
intersticiais (ITS) no brago curto de um par metédéo no caridtipo dos representantes da
populacdo com 40 cromossomos, sugerindo que adgarencontrada no numero dipldide
entre as populacdes seria resultado da ocorréeciama fusdo cromossémica. E devido a
falta de diferencas morfoldgicas, os autores stayarique ambas as populacdes analisadas
seriam componentes de um complexo de espécies solamiento pds-zigotico, cujas
alteragbes cromossOmicas teriam ocorrido recenteni@ihomemet al, 2008).

Em outro estudo, Nagamadtt al (2010) analisaram duas populacbessdearapq
uma com 40 e outra com 42 cromossomos. Neste hi@balam realizadas hibridacoiessitu
com a utilizacdo de sondas produzidas a partir rden@ssomos inteiros, isolados por
citometria de fluxo de preparacbes cromossOmicagiddipo com 42 cromossomos. As
sondas produzidas foram hibridadas sobre prepaag@tafasicas dos representantes do
citotipo com 40 cromossomos e 0s resultados demawast que diferentes rearranjos

cromossOmicos ocorreram nestes dois citétipos, aam frequéncia bem maior do que
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geralmente descrita em trabalhos envolvendo afiéoagas citogenéticas classicas. Segundo
0s autores, 0s resultados parecem sugerir aindag|wwis citotipos estariam revelando a
existéncia de duas espécies distintas (Naganeaetj 2010).

Os dados citogenéticos disponiveis para o gé@gronotusreforcam a existéncia de
ampla e interessante variagcdo -cariotipica nestg@ogriAssim, o estudo citogenético
sistematico destes peixes, com a utilizacdo dedagens variadas e por meio de técnicas
citogenéticas basicas e moleculares, tem permiiddtencdo de informacdes de interesse
para a melhor compreensao da estrutura cariotgiesclarecimentos acerca de problemas
genético-evolutivos envolvendo esse grupo de vexties.

Nesse sentido, o presente trabalho foi desenvolwo objetivo de realizar estudos
cito-moleculares em diferentes espécies e popwadéepeixes do génerdsymnotusde
diferentes bacias hidrogréaficas, buscando-se datarma extensdo da ocorréncia das
variagbes cromossdmicas, observadas em algunseeprates deste grupo de peixes, bem
como compreender 0os mecanismos envolvidos no seeggo de diversificagao.
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2 Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram eserdelver a analise do cariotipo de
espécies de peixes do géné&ymnotusenfocando aspectos citogenéticos e moleculares, com
a finalidade de:

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

2 aplicar técnicas de bandamento para identificagstoutural dos cromossomos
(bandas C, identificagdo das RONs, tratamentosflammocromos - CMA e DAPI);

3 mapear a localizacdo dos genes de DNA repetidA( ribossdomico 5S e 18S)
identificando sua posicdo cromossomica e relagdes as duas espécies, com a utilizacdo da
técnica de hibridagéo fluoresceimesitu (FISH);

4 verificar a ocorréncia de polimorfismos cromoss@sirelacionados ao sexo nestas
espécies;

5 isolar, clonar, sequenciar e hibridar o DNAr 5SGiennotus sylviug Gymnotus
inaequilabiatuspara uma melhor compreensédo da dispersao des#ifgémica nessas duas
espécies;

6 gerar informacdes cariotipicas que possam cantiiara a taxonomia desse grupo,
bem como para o conhecimento dos mecanismos edwslvho seu processo de

diversificacdo, no sentido de estabelecer possigkicdes 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 espdei peixes do géneBymnotus
G. sylvius G. inaequilabiatusG. pantherinug G. cf. carapode ocorréncia em componentes
de diferentes bacias hidrograficas brasileiras.efgéciesG. sylviuse G. inaequilabiatus
tiveram quatro populac¢des analisadas, enquanfmantherinus e Gcf. carapotiveram uma
Unica populacéo analisada, com os locais de cwldieados na Figura 1. De cada individuo
foram retirados fragmentos de tecido renal panmadest citogenéticos e também fragmentos
do figado, que foram fixados em etanol 95% paradest moleculares posteriores. Os
exemplares utilizados na amostragem foram fixadosoemol 10%, conservados em alcool
70% e apos identificacdo foram depositados na &olde Peixes do Laboratério de Biologia
e Genética de Peixes do Departamento de MorfololidsSP de Botucatu-SP.

Tabela 1. Exemplares de peixes do gén&gmnotusanalisados. LBP: Colecdo de Peixes
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, tinstide Biociéncias de Botucatu, UNESP.

F: fémeas; M: machos.

Espécies LBP Localidade F M Coordenadas

G. sylvius 11160 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 20 14 S 9253W 48°25'40”
G. sylvius 11155 Rio Araqua - Botucatu — SP 02 - S 22°47'13"8R28'89"
G. sylvius 11163 Rio Campo Novo- Bauru-SP 01 01 S22°23'07"WO%5”
G. sylvius 11161 Mogi Guagu - Pirassununga-SP - 01 $S21°55/8@7°22'29"
G. inaequilabiatus 11154 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 02 07 S9253W 48°25'40”
G. inaequilabiatus 11158 Rio Araqua - Botucatu — SP 04 02 S 22°47'13A8RP8'89"
G. inaequilabiatus 11152 Rio Campo Novo - Bauru-SP 06 13 S22°23'07" \Wa%B5"
G. inaequilabiatus 11156 Mogi Guagu - Pirassununga-SP 06 17 S 21°5%5607°22'29"
G. pantherinus 11153 Rio Aguapel - Mongagua-SP 03 02 S 24°06'40"46°43'00"
G. cf. carapo 9836 Rio Miranda - Pantanal-MS 03 02 S19°34'34"5W02'17"
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Figura 1. Mapa indicando os locais de coleta de espéciapelacdes d&Symnotus 1 Rio
Aguapeu, Mongagua — S8, pantherinus2 Cachoeira Véu da Noiva, Rio Pardo, Botucatu —
SP, G. sylviuse G. inaequilabiatus 3 Rio Araqud, Botucatu — SR;. sylviuse G.
inaequilabiatus 4 Rio Mogi-Guagu, Pirassununga — $F,sylviuse G. inaequilabiatus 5

Rio Campo Novo, Bauru — SE,. sylviuse G. inaequilabiatuse 6. Rio Miranda, Passo do
Lontra — MSG. cf. carapa

Figura 2. Fotos de exemplares das espécies estudadasir@equilabiatusb) G. sylvius c)
G. pantherinusd) G. cf. carapa
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3.2 Métodos

Para a analise citogenética convencional foranzatibs os métodos de estimulacao
de mitoses (Cole e Levans, 1971), preparacao dietzélulas renais (Foregt al, 1993),
marcacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo $RGNN nitrato de Prata (Howell e
Black, 1980) e identificagao da heterocromatinastitutiva (Sumner, 1972).

Para a analise citogenética molecular foram utlbsaos métodos de identificacdo de
regides cromossomicas ricas em GC com o uso dmfitmmo Cromomicina A(Schweizer,
1976); identificacdo de regides cromossOmicas rieas AT pelo fluorocromo DAPI
(Schweizeret al, 1978) e localizacdo cromossdmica do DNAr 18S,e5&as sequéncias
teloméricas (TTAGGG)com a técnica de hibridacéo fluorescentsitu (FISH).

3.2.1 Estimulag&o de Mitoses

Para obtencdo de maior numero de células em mitosatilizada a técnica de
estimulacao de divisédo celular por meio da ino@dagtramuscular de suspenséao de células
de fermento bioldgico, conforme técnica descrita @ole e Levans (1971) para anfibios e
répteis e adaptada para peixes por Bertelloal (1978) e Oliveiraet al. (1988a). O
procedimento utilizado consiste em:

1) preparar uma solucédo de fermento bioldgico $Elenann) na seguinte proporcgao:
0,5 g de fermento, 0,5 g de acucar e 7 ml de agsiHatia;

2) incubar a solucdo em uma estufa (37°C) poacgeclO minutos;

3) injetar a solucéo dorso-lateralmente no pexgmporcdo de 1 ml por 100 g de
peso do animal;

4) deixar o animal em aquario aquecido e bem aepat cerca de 48 horas.

Fragmentos de tecidos de rim e branquias foranwzadibs para a obtencédo de
preparacdes cromossémicas visando o estudo camtips espécies.

3.2.2 Obtencédo de Cromossomos Metafasicos
A técnica utilizada para obtencdo de cromossomdafasicos seguiu a descricdo de

Forestiet al. (1993), com algumas adaptacdes. Essa metodologiave basicamente, a

inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos pelaiomina e a hipotonizacdo das células em
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suspensaan vitro, seguindo-se a fixacao celular pela mistura deanodtacido acético. O
procedimento consiste em:

1) anestesiar o animal em solucéo de benzocaind 0,0

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

3) dissociar o material com o auxilio de pincas dsatisdo, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur ba¢# oma solucdo aquosa homogénea,;

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

5) centrifugar (1000 rpm) por 10 minutos e descartsolwrenadante;

6) acrescentar 10 ml de solucdo hipoténica de KCI7@M) previamente aquecida a
37C ° e levar a estufa 37C ° por 21 minutos;

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

8) adicionar cerca de 10 ml de fixador e novamentéaag 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 @unauito tempo, servindo, assim,

para aplicacdo de varias técnicas de bandamentwssdmico.

3.2.3 Deteccdo das Regides Organizadoras de NuaedRONSs) através da
Impregnacao com Nitrato de Prata (AgNQ)

Essa técnica caracteriza-se pela reacdo quimiddata metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo de proteinas ngidgeOrganizadoras de Nucléolo. O
procedimento utilizado seguiu a técnica descritgirmlmente por Howell e Black (1980),
sendo utilizadas duas solugdes:

. Solucédo A (solucéo coloidal reveladora): 1g de tggdamuito bem dissolvida

em 50 ml de agua destilada. Acrescenta-se 0,5 @tide formico.
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. Solucédo B (solucédo de nitrato de Prata): 1g de Agtli€solvida em 2 ml de
agua destilada. Depois de preparadas, essas sollgdem ser mantidas em frascos escuros a
4°C.

O procedimento para a coloracdo das RONs é o geguin

1) hidrolisar o material por 3 minutos em HC| 4160°C;

2) secar as laminas. Pingar uma gota da solugdiau#as gotas da solucdo B sobre o
material na lamina e cobrir com laminula;

3) deixar as laminas sobre um suporte, no intel@ium banho-maria a 60°C. Em
alguns minutos, a mistura das solucfes se torneomadourada. Lavar a lamina em agua
destilada e deixar secar;

4) corar com Giemsa na propor¢do de 1:30 em tanfpsfato (pH = 6,7) por
aproximadamente 10 segundos;

5) deixar secar ao ar.

3.2.4 ldentificagdo da Heterocromatina Constitutia

Essa técnica caracteriza-se pela acdo sequencédidi® base e solucdo salina para
eliminar seletivamente o DNA cromossOomico, permando intactas somente regides de
heterocromatina, mais compactadas. O procedimaitseguido conforme descrito por
Sumner (1972), com adaptacdes, e consiste em:

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

2) lavar com agua destilada, a temperatura ambiente

3) incubar a lamina em solugéo de hidréxido ded3s#b, a 60 C, por 5 a 15 segundos;

4) lavar rapidamente em HCI 1 N, £ &) por alguns segundos;

5) incubar a lamina em 2XSSC, & €X) por 25 minutos;

6) lavar com agua destilada a temperatura ambiente;

7) corar com Giemsa 5% por 10 minutos.

3.2.5 Identificacdo de Regides CromossOmicas ricasn GC pelo fluorocromo

Cromomicina Az

Para a deteccgao das regides cromossomicas ricpareside bases GC foi utilizada a
técnica descrita por Schweizer (1976), com algumasdificacbes, empregando o

fluorocromo CMA. A técnica consiste em:
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1) incubar as laminas em uma solug¢ao tampéo MokvaiMgCh, por 10 minutos;

2) agitar a lamina para retirar o excesso de taragiogar 2 ou 3 gotas de Cromomicina
A3 (0,5mg/ml). Cobrir com laminula e deixar 15 mirsuéon camara escura;

3) lavar em tampéao Mcllvaine sem Mg@hra retirar a laminula;

4) incubar as laminas em solucdo Metylgreen/He@&SEN12 mg/100ml), por 15
minutos;

5) lavar as laminas em solucéo Hepes-NaCl e, pastemnte, em bD destilada;

6) secar as laminas no escuro e deixa-las em gelaglernight

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

8) colocar laminula e vedar as laterais com esrmdalteha;

9) deixar as laminas no escuro e em geladeira pemhna antes de analisar;

10) observar e fotografar em microscopia de flugnesia.

3.2.6 ldentificagdo de Regides Cromossomicas ricasn AT, pelo fluorocromo
DAPI

Para a deteccéo das regides cromossOmicas ricgam@s de bases AT foi usado o
método descrito por Schweizetral. (1978), que consiste em:

1) colocar sobre as laminas J8@le solucdo de Distamicina A recém preparada,;

2) cobrir com uma laminula e deixar agindo por 1ftuos a temperatura ambiente;

3) lavar a lamina em tampé&o Mcllvaine (ou aguailddsl) para retirar a laminula e
deixar secar;

4) mergulhar a lamina em solugcdo DAPI, recém pegfzampor 15 minutos no escuro;

5) lavar em tampao Mcllvaine ou agua destiladaadseecar ao ar;

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

7) observar e fotografar em microscopia de fluéesa.
3.2.7 Extracdo de DNA gendmico
O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras @@do ou musculo preservadas

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

instrucdes do fabricante.
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3.2.8 Preparacgéao das sondas de DNA para hibridac@loorescentein situ (FISH)
3.2.8.1 Preparacgéo das sondas de DNAr 18S e 5S

A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymer@éain Reaction) a partir do
DNA total deGymnotus carapausando os primers 18S F (5'CCG CTT TGG TGA CTGTT
AT 3) e 18S R (5'CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA 3). ¢fa sonda foi marcada com
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) poiRP€a deteccéo do sinal de hibridacao
foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina offi®o Applied Science). Os parametros
para marcacéo foram: 34 de agua Mili-Q, 5ul de tampéo da enzima Tag polimerase (10X),
5 ul de MgCbhk (25mM), 1l de dATP, dCTP e dGTP e Qfde dTTP (2mM cada), 0,8 de
Digoxigenina-11-dUTP, I de cada primer (10mM), 0} de Taq polimerase (5uL) e 2l
de DNA molde. Total da reac&o: fD

O programa de PCR utilizado apresentou as seguotehcoes:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg
34ciclos < 52 1°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min
12C ---- manutencao

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymeras$ai® Reaction) a partir do
DNA total de Synbranchus marmoratusisando os primers 5S F (5TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3’) e 5S R (5'CAG GCT GGT ATG GCC GTAC& 3'). Esta sonda foi
marcada com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Sciemm) PCR, a deteccdo do sinal de
hibridacao foi realizada usando Avidina-fluoreseetonjugada (FITC) e os parametros para
marcacao foram: 3@l de dgua Mili-Q, 2ul de tampao da enzima Taq polimerase (10X, 5
de MgCh (25mM), 1l de dATP, dCTP e dGTP e O de dTTP (2mM cada), Rl de
Biotina-16-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), Q)bde Taqg polimerase (5ulL) e 2 ul de
DNA molde. Total da reagao: %0.
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O programa de PCR utilizado apresentou as seguotehcoes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
34 ciclos 550C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12C ---- manutencgao

Os produtos gerados foram checados em gel de ag¥as

3.2.8.2 Preparacao da sonda telomérica

A sonda utilizada para deteccdo de sequéncias deilmas foi amplificada e marcada
por PCR, usando digoxigenina 11-dUTP (Roche Appeience). Na auséncia de DNA
molde, foram usadoprimers (TTAGGG)} e (CCCTAA) e 0s parametros para marcacao
foram: 33,9ul de agua Mili-Q, 5ul de tampéao da enzima Taq polimerase (10Xl 2le
MgCl, (25mM), 1 yl de dATP, dCTP e dGTP e Ol de dTTP (2mM cada), 1l
Digoxigenina-11-dUTP, 1,fl de cada primer (10mM), 04 de Taq polimerase (5ulL) e 1
pl de DNA molde. Total da reacdo: R0

O programa de PCR utilizado apresentou as seguotehcoes:

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

12C ---- manutencéao

Os produtos gerados foram checados em gel de ag¥as
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3.2.9 Hibridac&o Fluorescenten situ (FISH)

O mapeamento das sondas teloméricas, de DNAr 58S €in cromossomos
metafasicos foi realizado por hibridacdo fluoreseém situ de acordo com o procedimento

estabelecido por Pinket al (1986), com modificacdes conforme descrito ahaixo

Etapa 1: Preparacéo das laminas

As laminas foram lavadas em PBS 1x por 5 minutagnaperatura ambiente e
desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 10@¥& por 5 minutos em cada banho.
Posteriormente, as laminas foram tratadas com @olde RNAse (10Qg/ml) por 1 hora em
camara Umida a 8, lavadas 2 vezes em 2xSSC por 10 minutos e umanePBS 1x por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram tratadas pepsina 0,005%/HCI 10mM por 10
minutos a 37C, lavadas em PBS 1x a temperatura ambiente poinGtas e fixadas com
formaldeido 1%/PBS 1x/Mggl50mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Degeis
fixadas, as laminas foram lavadas em PBS 1x poinbtos e desidratadas em série de etanol
a 70%, 85% e 100% a -ZD por 5 minutos em cada banho. Apds a secage@masas foram
desnaturadas em formamida 70% &8C7@or 5 minutos e desidratadas em série de etanol a
70%, 85% e 100% a -20 por 5 minutos em cada banho. Simultaneamentesratieacio
das laminas, desnaturou-se a solucédo de hibridd€&6 sulfato dextrato, 50% formamida e
20xSSC e Agua) contendo 316 de sonda marcada por 10 minutos a 100°C. Postesite,

15 uL de solucéo de hibridacao foram colocados sobdmaa, que foi coberta com laminula

e mantida em camara Umida a 3eR@rnight

Etapa 2: Deteccado dos sinais correspondentes

Apés a hibridacdo as laminas foram lavadas 2 vemessolucdo de formamida
15%/0,2xSSC a 42 por 10 minutos cada. Em seguida, foram lavadasz8s em solugdo de
0,1xSSC a 61T por 5 minutos cada e uma vez em solucdo Tweéa/8SSC a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apos as lavagens, as larioram cobertas com Q. de solucdo
de bloqueio (leite em pd, 20xSSC, e agua) por ldutns e lavadas 2 vezes em Tween
0,5%/4xSSC a temperatura ambiente. Em seguidanasds foram incubadas com 30 de
solucdo de bloqueio com anticorpo (24 de solucdo de bloqueio e |8 de antidigoxi-

rodamina) por 1 hora em camara umida e escura @ Ptsteriormente, foram lavadas 3
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vezes em Tween 0,5%/4xSSC por 5 minutos, desidratath série de etanol 70%, 85% e
100% a -28C por 5 minutos em cada banho, secas e coberta?2qin de Vectashield®
Mounting Medium com DAPI (Vector). As laminas foramalisadas em um fotomicroscépio
optico de fluorescéncia (Olympus BX61) e as imageatafasicas foram capturadas usando o

programa Image Pro Plus, 6.0 software (MediaCyhies)e

3.2.10 Preparacdao para sondas de cromossomos inteire hibridacéo fluorescente
in situ (FISH)

Etapa 1: Preparo da sonda

As sondas de cromossomos inteiros foram prepaeagadir de cultura de fibroblasto
de G. cf. carapo citdtipo de 2n=42 (llha do Marajo), no departatnede Medicina
Veterinaria na Universidade de Cambridge-UK (Nagamat al, 2010). Os cromossomos
foram isolados por FACS (Fluorescent Activated @iwsome Sorting), amplificados por
DOP-PCR, seguindo a metodologia descrita por Tesetial (1992) e Yangt al (1995). O
cariograma de fluxo mostrou quatro regides, dassgaaegidao um é constituida pelo par
portador das RONs. Foram isolados 400 cromossomeoadh regido do cariograma de fluxo
e submetidos a DOP-PCR utilizando um primer degelee(6MW). Apos, 1 pL do produto
desta DOP-PCR foi utilizado para uma segunda DOR;PALora utilizando nucleotideo
marcado direto com um fluorocromo (dUTP-Cy3 ou dtHMPC) ou indireto com um
hapteno (dUTP-Biotina ou dUTP-Digoxigenina). A sando cromossomo portador das
RONs assim produzida, foi utilizada para hibridizan preparacées cromossomicas das

espécies em estudo na presente dissertacao.

Etapa 2: Hibridacé&o fluorescentein situ (FISH)

A realizacdo da hibridacdo fluorescente situ (FISH) da sonda de pintura foi
realizada como descrito por Yaagal 1995.

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

(70 mL de formamida e 30 mL de 2XSSC) a 65°C pariduto, desidratadas novamente na
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bateria de alcool (70% gelado 1X 4 minutos; 70%2LXinutos; 90% 2X 2 minutos cada e
100% 1X 4 minutos).

Preparo da sonda: 14ul do mix de hibridacéo (50%hdmida, 1xSSC, 10% sulfato
dextrano, 5mg de DNA de esperma de salmao) e lptatbuto de PCR foi desnaturado a
70°C por 10 minuto. A sonda assim preparada é adbcsobre a lamina ja desnaturada.
Coloca-se uma laminula limpa sobre a lamina pagrallear a sonda e sela-se com uma cola
flexivel. ApGs coloca-se a lamina em camara umidecgba-se em estufa a 37°C por 2 ou 3
dias.

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

Deteccdo do sinal: Se a sonda for de marcacacetadideve-se proceder a deteccao
do sinal utilizando uma solugdo contendo anticdigggdo a um fluorocromo, por exemplo,
avidina-Cy3 ou avidina-FITC (para sondas marcada®s @iotina) ou anti-digoxigenina
ligado a um fluorocromo. Em ambos 0s casos, a 8olde detecgdo é constituido de 200 pL
de 4T e 0,4 pL do anticorpo. Esta solucédo é cobaadre a lamina apos passar pelo 4T,
coloca-se uma laminula de plastico sobre a solagéouba-se a 37°C por 20 minutos. Apés,
a lamina é passado pela bateria de lavagem deggsidia. Apos 4T, escorrer 0 excesso e
colocar uma gota do anti-fade com DAPI, cobrir daminula, retirar o excesso de liquido e

selar com esmalte.
3.2.11 Caracterizagéo do DNAr 5S
Sequéncias de DNAr 5S foram isoladas do DNA gendnde exemplares de

Gymnotus sylvius e Gymnotus inaequilabiatlgnadas, sequenciadas e usadas como sondas

para hibridagéo fluorescentesitu
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3.2.12 Isolamento do DNAr 5S por PCR

O DNAr 5S foi isolado por PCR com o uso g¢wsners5S F (5'TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3) e 5S R (5'CAG GCT GGT ATG GCC GTACKS 3'). Essegprimers
amplificaram os genes DNAr 5S e seus espacadooesarécritos (NTS).

O mix de PCR utilizado apresentou os seguintesnpgtras: 16,51 de agua Mili-Q,
1,5yl de MgChL (25mM), 1,25ul de Tampao 1, 1,2h1 de Tampéo 2, 1, dNTP mix
(2mM), 1,0l de cadgorimer (10mM), 0,5ul de Taq polimerase (5UL) e 1,0ul de DNA
molde. Total da reacédo: 26.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguotehcoes:

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

4C ---- manutencao

Os produtos gerados foram checados em gel de ag¥as

3.2.13 Eluicdo das bandas obtidas pela amplificacgor PCR do DNAr 5S

Para eluicdo dos fragmentos de DNA 5S em gel deosgafoi realizado
primeiramente um recorte preciso da banda no gekklicao foi realizada utilizando o Kit
GE — PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de atmcom o protocolo do fabricante. Em
todos os casos, o DNA foi eluido em maior volunaagtindo uma melhor recuperacdo do
DNA. O produto de eluicéo foi visualizado em geladgrose 1% juntamente com marcador
de peso moleculatow DNA Mass Laddero qual permite a quantificacdo do DNA e

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

Para deixar o fragmentdunt, adequado para a clonagem, foi realizada a PCRId>fx
cada banda isolada do produto de PCR através ddé&fkBO™ DNA Polymerase da

Invitrogen. O mix de PCR utilizado apresentou agisdes parametros: 18,6 de agua Mili-
Q, 2,5ul de Tampéo, 1,@ dNTP mix (2mM), 1,0ul de cadgrimer (10mM), 0,5ul de Taq
polimerase Pfx (5UWL) e 0,5ul de produto de PCR. Total da reacaopR5

O programa de PCR utilizado apresentou as seguorehcoes:

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

4C ---- manutencéo
Os produtos gerados foram checados em gel de agi¥as

3.2.15 Clonagem das bandas eluidas do DNAr 5S

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

O protocolo consistiu em:

1) Ligacdo com o vetorPara cada fragmento clonado preparar uma reagéacfo
disponibilizada no kit). Colocar em um Eppendorfil4do produto a ser clonado, il de
dilute salt solution (1:4) e gl de pcrll-Blunt-TOPO, incubar a 22°C por 30 mirucolocar
no gelo por 2 minutos.

2) Transformacao Adicionar 2 ul da ligacdo as células competentes e misturar
cuidadosamente; transferir as células competerdes yma cubeta propria para efetuar a
eletroporacéo, eletroporar a 2000 V. Adicionar iratsnente 25Q de SOC na cubeta a

temperatura ambiente, transferir pra outro tubgigmapor 1 hora a 37°C para recuperacao;
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enquanto isso, adicionar 30 de X-Gal 2% para cada placa que serd usada,an@B7°C

overnighte estocar a 4°C em saco plastico fechado.

3.2.16 Crescimento e estocagem dos clones recombiesa

Bactérias transformadas foram transferidas pareaplae Petri em meio LB/Agar
contendo ampicilina e X-gal. A placa foi deixadaestufa a 37°@vernight As colbnias
recombinantes foram retiradas com ponteiras esté&eanoculadas em 5 ml de meio LB
liguido contendo ampicilina, conforme descrito abai

Crescimento e estocagem:

Fazer 200 ml de meio LB (1 g Select Peptone 14g(Gelect Yeast extract; 1 g de
NaCl; 96 ml H20), colocar 5 ml de meio nos tubosdsaio autoclavados e quando o meio
estiver morno, adicionar ampicilina (2Q0 H20/0,010 ng de ampicilina), selecionar as
bactérias transformadas (colonias brancas) e, anmteipa estéril, raspa-las e coloca-las no

tubo de ensaio, colocar os tubos de ensaio no ishaé& Covernightcom 225 rpm.

3.2.17 PCR para confirmagé&o da presenca de insertos

Para verificar a presenca de insertos de interesselones obtidos, algumas colonias
(potencialmente portadoras do inserto de interefesajn repicadas em meio solido LB e
submetidas a reacfes de amplificacdo (PCR) conoaosprimersM13 F (5" TGT AAA
ACG ACG GCC AGT 3') e M13 R (5" CAG GAA ACA GCT ATBCC 37). O mix de PCR
utilizado apresentou a seguinte composicaqilide agua Mili-Q, 1,5l de MgCh (25mM),
2,5ul de Tampéao (50mM), 1,@ dNTP mix (2mM), 1,0ul de cadgrimer (10mM), 0,5ul de
Taq polimerase (5L) e fracdo de DNA obtido diretamente da coléniencuxilio de uma
ponteira {oothpick. Total da reacdo: 2fl. O programa de PCR utilizado apresentou as
seguintes condigdes:

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

4C ---- manutencao
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Os produtos gerados foram checados em gel de ag¥as

3.2.18 Reacdao de sequenciamento para amostras cldaa do DNAr 5S

Para a realizacdo da reacdo de sequenciamento tifmado o Kit BigDye
Terminutosator v1.1 Cycle Sequencing Kit e uma tjdade de DNA correspondente a 10 ng
para os fragmentos com tamanho de até 500 pb g p&ra os fragmentos entre 500-1000 pb
conforme instrucbes dos proprio Kit. O programaPdeR utilizado apresentou a seguinte
composicao: 31 de Tampéao de reacao (5X), Wbde um dogprimer (0,1mM), 1ul do mix
de reacao, 0,7 ul de DyeSeq e o suficiente pargletan 10ul de dgua. Total da reagéo: 10
pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguotehcoes:

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

AC ---- manutencao

Os produtos gerados foram checados em gel de agi¥as

3.2.19 Limpeza da reacao de sequenciamento

Para a limpezaForam adicionados Ogd de EDTA (125mM) e 0,7l de acetato de
sédio (3M), homogeneizados e centrifugados brevean&epois, foram acrescentados 17,5
ul etanol 100% gelado, o produto foi homogeneizaderdrifugado brevemente, incubado no
escuro por 15 minutos em temperatura ambienteriftey@do por 15 minutos a 13000 rpm
em temperatura ambiente, sendo descartado o sdaréeaem papel toalha. Apos baté-lo
levemente algumas vezes, foram adicionados P4ge etanol 70% gelado e o produto foi
centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm em tempexaambiente, o sobrenadante foi
descartado em papel toalha e, ap0s baté-lo levenagtimas vezes, foram repetidos os

passos de lavagem com etanol 70% novamente. Apiaggesa em termociclador por 2
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minutos a 96°C, tubos e termo aberto, o conteudgdardado em geladeira coberto por

papel aluminio.

3.2.20 Sequenciamento

A sequéncia nucleotidica dos clones recombinanteteferminada através do BigDye
Terminator V3.1 Cycle Sequencing de acordo conrugées do fabricante, em sequenciador
automatico ABI PRISM® 3100GeneticAnalyzer/HITACEmM 96 capilares. As sequéncias
obtidas foram alinhadas utilizando o programa AT{GEnetix Inc.), BIOEDIT (Hall, 1999) e
DAMBE (Xia e Xie, 2001). Para identificacdo de pwsss homologias, as sequéncias
nucleotidicas obtidas foram submetidas a buscan@mBiLAST (“Basic Local Alignment
Search Tool”) (Altschulet al, 1990) através do National Center for Biotechgglo
Information - NCBI website http://wwww.ncbi.nlm.nih.gov/blakt O alinhamento das

sequéncias nucleotidicas foi realizado com o progr&lustal W (Thompsost al, 1997).

Andlises de distancia genética foram realizadas pedametro Kimura-2 (Kimura, 1980).

3.2.21 Preparagéao da sonda dos clones do DNAr 5S

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerasai@ Reaction) a partir dos
clones das bandas maior e menor de material prevendeGymnotus sylviug Gymnotus
inaequilabiatus que foram isoladas para a producéo de sondaidodivdessas duas bandas,
usando os primers M13 F (5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT e M13S R (5" CAG GAA
ACA GCT ATG ACC 3). A sonda do DNAr 5S da bandaionae menor deG.
inaequilabatuse da banda mende G. sylviugoram marcadas com Biotina-16-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a deteccdo do sinal deidadfo realizada usando Avidina-
fluoresceina conjugada (FITC). Os parametros atllis para marcacdo foram: 3L5de
agua Mili-Q, 5ul de tampéo da enzima Taq polimerase (10X)| 8e MgChL (25mM), 1l
de dATP, dCTP e dGTP e Q4 de dTTP (2mM cada), 2, de Biotina-16-dUTP, 21l de
cada primer (10mM), O, de Taq polimerase (5uL) e 2 ul de DNA molde. Total da
reacao: 5@l
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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
12C ---- manutencéo

Os produtos gerados foram checados em gel de agi¥as

A sonda de DNAr 5S foi obtida a partir dos clonesbdnda maior d&. sylvius
também usando os primers M13 F (5" TGT AAA ACG AGEC AGT 3) e M13 R (5
CAG GAA ACA GCT ATG ACC 3% foi marcada com Digoxgina-11-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a deteccdo do sinal deidatfio realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). @sametros utilizados para marcacgéo
foram: 5,6l de agua Mili-Q, 2ul de tampéo da enzima Taq polimerase (10X),10,8e
MgCl, (50mM), 2 ul de dATP, dCTP e dGTP e 14 de dTTP (2mM cada), 1,4l de
Digoxigenina-11-dUTP, 0,4l de cada primer (10mM), 04 de Taq polimerase (5uL) e 2
pul de DNA molde. Total da reacdo: D

O programa de PCR utilizado apresentou as seguaotehcoes:

94°C ---- 1 min
94°C ---- 30 seg
3 ciclos 61°C ---- 30 seg
72°C ---- 45 seq
94°C ---- 30 seg
32 ciclos 58°C ---- 30 seg
72°C ---- 45 seqg
72°C ---- 10 min

12°C ---- manutencéo

Os produtos gerados foram checados em gel de agi¥as
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3.3 Estudos Cariotipicos

As preparagbes cromossOmicas convencionais, carofitomos e com hibridac&o
situ foram analisadas em fotomicroscopio oOptico (Olym@iX61), estabelecendo-se o
namero dipldéide modal (contagem minima de 30 msédfacromossdémicas por espécime)
presente em cada espécie/populacdo amostrada senfgrérabalho. As melhores metafases
foram capturadas com software Image Pro Plus, Mdli@Cybernetics). Os fluorocromos
foram capturados separadamente (utilizando filtf¥'sespecificos), coloridos e sobrepostos
no mesmo software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCylies)e

Os cromossomos foram recortados usando o softwdobeAPhotoshop verséao 11.0 -
Adobe System e organizados em pares de homologoslamses e ordem decrescente de
tamanho para a montagem dos caridtipos, sendoifidades em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) ecéatdacos (a), com base no trabalho de
Levanet al (1964).
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4 Resultados e Discussao

As informacdes obtidas dos estudos citogenéticosleculares efetuados em espécies
e populacbes d&ymnotusforam organizados na forma de artigos cientifiopse séo

apresentados a seguir.
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Capitulo 1

Diversidade cariotipica em populacdes e espécies@gmnotus (Teleostei,
Gymnotiformes, Gymnotidae): mapeamento fisico doseges ribossomais e

sequéncias teloméricas
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Resumo

No presente trabalho foram analisadas citogene@intenquatorze populacdes de peixes do
géneroGymnotussendo seis populacdes@esylvius seis populacdes d&. inaequilabiatus
uma populagdo dé&. pantherinuse uma populacdo d6&. cf. carapo provenientes de
componentes de diferentes bacias hidrogréficadldiras. Nesta analise foram utilizadas
técnicas citogenéticas classicas (Giemsa, Ag-RONBamdamento C) e cito-moleculares
(CMA3, DAPI, DNAr 5S, DNAr 18S e DNA teloméricolaymnotus sylviusapresentou
namero dipléide de 40 cromossomos (22m+12sm+&st)pantherinusapresentou namero
dipléide de 52 cromossomos (32m+18sm+2gB. énaequilabiatug42m+10sm+2a) &. cf.
carapo (38m+12sm+4st) apresentaram 54 cromossomos. Oatvemdo C evidenciou
marcacfes centroméricas em todos 0s cromossomdedde as populacdes das quatro
espécies, porém, também foram detectadas algunraagdas intersticiais em representantes
de G. sylviuse grandes blocos intersticiais nos cromossomo®xesiplares representantes
das populacbes dé. inaequilabiatus G. cf. carapoe G. pantherinus.As RONs foram
identificadas em apenas um par cromossémico nossemantes das quatro espécies e foram
coincidentes com a hibridagao fluoresceantsitu (FISH) realizada com a sonda para DNAr
18S e a coloracdo com o fluorocromo CMANo entanto, enquanto as RONs foram
observadas intersticialmente no brago curto os @ssomos do par nimero 1 em
representantes dé&. inaequilabiatus G. cf. carapoe G. pantherinus estes cistrons
ribossomais foram visualizados nos cromossomosatidlp nas amostras d& sylvius A
hibridacdo com a sonda para DNAr 5S revelou maesagém até dezessete pares de
Cromossomos nos representantes de todas as pagmildeB. inaequilabiatuse até quinze
pares ents. cf. carappem um par nas populacfes @esylviuse marcacdes em dois pares
cromossOdmicos na populacédo @epantherinusA hibridagcdo com a sonda para a sequéncia
telomérica (TTAGGG) revelou marcagdes nos teldmeros de todos os ceomas dos
representantes destas quatro espécies, além des blotersticiais no primeiro par
metacéntrico d&. sylviuse junto as RONs dé. inaequilabiatuse G. cf. carapo Os dados
apresentados revelaram significativos marcadotesagbnomicos para este grupo de peixes,
permitindo uma avaliacdo mais definida dos processweolvidos na diferenciacdo cariotipica
deste grupo de peixes e das inter-relacdes exstentre as espécies@gmnotus
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Introducao

Os peixes pertencentes a ordem dos Gymnotifornogsjlgrmente conhecidos como
“tuviras”, “peixes elétricos” ou “peixes espadagnstituem um grupo endémico das aguas
doces da regido Neotropical (Albert e Crampton,320&ssa ordem possui mais de 100
espécies e 27 géneros que estdo agrupados em darodlias: Gymnotidae,
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Sternopygidae e mptegidae (Mago-Leccia, 1994).
Entre os Gymnotiformes, a diversidade cariotipican&s bem conhecida nos géneros
Gymnotus Eigenmanniaricos em espécies.

A familia Gymnotidae atualmente é constituida pajéserosGymnotus com 33
espécies validas Electrophorus com apenas uma espécie valida (Crampton e Hagpkins
2005). O géner@ymnotus o que apresenta a mais ampla distribuicdo geceyracorrendo
nas aguas continentais das Ameéricas do Sul e Ceseralo encontrado desde o Rio Salgado,
nos pampas argentinos (36° S), até o Rio San Nichléxico (18° N), com excec¢do do Chile
e Belize (Albertet al, 2005).Gymnotusé muito diverso também na Bacia Amazonica, onde
19 espécies sdo conhecidas, incluindo trés for@aslescritas formalmente (Cramptdral,
2005; Milhomem, 2010).

Existem dados citogenéticos disponiveis para espé@aGymnotusencontradas em
diversas localidades brasileiras, que evidenciamocarréncia de uma alta diversidade
cariotipica. Essa ampla variabilidade cromossor@icaracterizada pelos diferentes nimeros
diploides observados em algumas espécies, com@.@arapoe G. inaequilabiatuscom 54
cromossomos,G. sylvius que apresenta 40 cromossomds, pantherinus com 52
cromossomos &. pantanalcom 40 cromossomos nas fémeas e 39 nos machdsnenxando
a ocorréncia de um sistema multiplo de cromossosexsiais eG. capanemacom 34
Cromossomos, 0 menor numero cromossémico obsergath 0 género até 0 momento
(revisdo em Margaridet al, 2007; Milhomem, 2010).

O presente trabalho foi realizado com o objetivoad®liar os dados citogenéticos
disponiveis para o géne@ymnotusmapeando e comparando a distribuicdo de seqséheia
DNA ribossémico e telomérico junto aos cromosso®sliferentes espécies deste género.
Os dados obtidos poderéo ser usados para o meltemrdanento dos mecanismos envolvidos

no processo de diferenciacdo cariotipica e de sifiGacao deste grupo de peixes.
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Foram analisados citogeneticamente representastegiatro espécies de peixes do
géneroGymnotuscoletados em diferentes componentes das baciasghificas brasileiras,
indicados na Figura 1 e na Tabela 1. Os exemp&raksados foram fixados em formol a
10% e conservados em alcool 70% e, apds idenificaipram depositados no Museu do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LAR)UNESP de Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil.

As preparagbes de cromossomos mitéticos foramzeskls de acordo com o
protocolo utilizado por Forestt al (1993), com algumas adaptagdes. A marcacao dals RO
pelo nitrato de Prata seguiu a técnica propostaHparell e Black (1980) e o bandamento C
foi realizado seguindo o protocolo descrito por 8an{1972).

Na analise citogenética molecular foram utilizadssmétodos de identificagdo de
regides cromossdmicas ricas em GC, com o uso dooflttomo Cromomicina A(Schweizer,
1976) e identificacdo de regibes cromossOmicas reca AT, com o uso do fluorocromo
DAPI (Schweizeret al, 1978). O mapeamento dos sitios de DNAr 18S enb$
cromossomos metafasicos foi realizado com a agicda técnica de hibridacéo fluorescente
in situ (FISH), de acordo com o procedimento estabelepmioPinkelet al (1986), com
modificagdes. A sonda de DNAr 18S foi obtida porRP(Polymerase Chain Reaction) a
partir do DNA total dé&Gymnotus carape a sonda de DNAr 5S também foi obtida por PCR a
partir de DNA total deSynbranchus marmoratusA sonda 18S foi marcada com
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) poiRP€a detecgéo do sinal de hibridacao
foi realizada usando anti-Digoxigenina-Rodaminacti®Applied Science). A sonda 5S foi
marcada com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Scienuma) PCR e a deteccdo do sinal de
hibridacao foi realizada usando Avidina-Fluoresaaionjugada (FITC).

A sonda utilizada para deteccdo das sequénciawvégtmas foi amplificada por PCR
usandoprimers (TTAGGG) e (CCCTAA). Ela foi marcadacom Digoxigenina 11-dUTP
(Roche Applied Science) por PCR e os sinais dedaibo foram detectados usando anti-
Digoxigenina-Rodamina. A morfologia cromossomica determinada de acordo com a
relacdo de bracos estabelecida por Lesaal. (1964), sendo os cromossomos classificados
como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm)ekdéntricos (st) e acrocéntricos (a) e

arranjados no cariétipo em ordem decrescente dantam
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Resultados

A analise citogenética dos representantes dasogespecies d&ymnotusvidenciou
a manutencdo das caracteristicas cariotipicas estreepresentantes das populacdes nas
espécies analisadas, bem como uma variacdo do aaipédide entre as espécies, sendo de
40 cromossomos er. sylvius(Figura 2a), de 54 cromossomos & inaequilabiatus
(Figura 3a) €. cf. carapo(Figura 5a) e de 52 cromossomos @mpantherinugFigura 4a)
(dados sumarizados na Tabela 2).

O bandamento C revelou significativas diferencas padroes de distribuicdo da
heterocromatina entre as espécies analisadas. pulagées deG. sylvius apresentaram
pequena quantidade de heterocromatina constittdstéata as regiées centromeéricas de todos
0S cromossomos, além de blocos coincidentes coRO&és (Figura 2b). Ja nas populacdes
de G. inaequilabiatugFigura 3b),G. pantherinugFigura 4b) e en®. cf. carapaFigura 5b),
foi possivel observar, além de marcacfes centroa®r pericentroméricas, grandes blocos
heterocromaticos intersticiais em alguns cromossoféo foram observados polimorfismos
numericos ou estruturais relacionados a presenca&ra®osSsomos supranumerarios ou
relacionados ao sexo dos exemplares em nenhunesp@sies e/ou populacdes analisadas.

A impregnacdao pelo nitrato de Prata evidencioutqdas as espécies e populacdes de
Gymnotusanalisadas possuem RONSs simples. As populacd@s sidviusapresentaram duas
marcacfes na regido terminal dos bracos curtosciwrsossomos do par 17 (destaque na
Figura 2a). Os representantes das demais espdmieseataram seus sitios ribossomais
localizados nos bragos curtos dos cromossomosrduipzero 1 (destaque nas Figuras 3a, 4a
e 5a). A aplicacao da técnica de FISH usando aasdadNAr 18S confirmou os resultados
obtidos com o nitrato de Prata (Figuras 2d, 3dJ-eé&sde, 4d-vermelho) e a hibridacdo com a
sonda de DNAr 5S evidenciou a localizacéo deste ganposicéo pericentromérica de até 17
pares cromossémicos nos representanteS.deaequilabiatuse de até 15 pares e@ cf.
carapo (Figuras 3d e 5d — vermelho), em dois pares crodmois®s (numeros 3 e 5) eB.
pantherinus(Figura 4d — verde) e apenas no par nimero 5epssentantes das populacdes
de G. sylvius (Figura 2d — vermelho). A coloracdo com o fluoompo CMA; em G.
inaequilabiatuse G. cf. carapamarcou somente o par da RONs (Figuras 3c e 5cieenoG.
sylvius e G. pantherinusapresentaram dois pares cromossdmicos marcados, ¢ par
portador da RONs (Figuras 2c e 4c).

A aplicacdo da técnica de FISH com a sonda telaagfTTAGGG,) evidenciou

sinais de hibridacdo em posicao terminal de todosromossomos, em todas as populacoes
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analisadas (Figura 6). No entanto, foram observadasacoes conspicuas junto as RONs nas
preparagdes cromossdmicas dos representant®s idaequilabiatugFigura 6b) e dé&. cf.
carapo (Figura 6¢), aléem da marcacdo de sitios telomericwersticiais (ITS) no par
cromossOdmico numero 1 e@ sylviug(Figura 6a). Os dados estdo sumarizados na Taleela 2

representados em um idiograma na Figura 7.

Discussao

Os estudos citogenéticos no gén&ymnotustém evidenciado a existéncia de uma
alta diversidade cariotipica entre as espéciesdaatente em relacdo ao numero dipldide,
com espécies que possuem desde 34 cromossdmosapanemp até espécies com 54
cromossomos@. inaequilabiatup (Fernandes-Matiolet al, 1998b, Milhomem, 2010). No
presente trabalho, a andlise de diferentes popedaci® quatro espécies @&ymnotus
confirmou esta variabilidade cromossOmica, evidembd a ocorréncia de diferencas
marcantes entre os caridtipos de diferentes espéd® entanto, a ocorréncia de acentuada
manutencao da estrutura cariotipica entre as difesgopulacdes analisadas nas espé&ties
sylvius e G. inaequilabiatustambém pode ser constatada. A diversidade cadatip
encontrada entre as espécies pode estar relaciaumad@o dos representantes do género
Gymnotusserem organismos endémicos e ndo migradores dadahsgtancias. Dessa forma,
também esperava-se encontrar diferencas cariaigoge as populacbes de uma mesma
espécie, fato que estaria relacionado a faltawe fgénico e isolamento reprodutivo desses
individuos, como postulado para amostra€Htaracidium cf. gomegPansonato-Alvest al,
2011). Entretanto, foi observada uma constanciaénigcme identidade entre as populagdes de
uma mesma espécie no géndgeymnotus ndo sendo detectada qualquer variabilidade
cariotipica até o presente momento. Consideran@s earacteristicas dos representantes do
géneroGymnotus a citogenética poderia ser utilizada como umaifeenta importante para
diagnostico taxonémico neste grupo de peixes (Matgeat al, 2007).

As diferencas encontradas no numero e na morfoldgé& cromossomos entre as
espécies sugerem a ocorréncia de rearranjos eatsueunumericos para o estabelecimento do
processo de diferenciacdo. Milhomest al (2008) detectaram possiveis alteragbes na
estrutura cariotipica em representante&dearapocom 2n=40 e 2n=42 da bacia Amazonica
e Claro e Almeida-Toledo (2010) e& sylvius(2n=40) eG. cf. carapo2n=54) da bacia do
rio Parana. Estes autores sugeriram que as disemgontradas no numero diploide destas

espécies teriam surgido em decorréncia de reaganfmmossémicos do tipo fusdo céntrica.
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No entanto, Nagamackt al (2010), em analise realizada com base em somddszidas a
partir de cromossomos inteiros nas mesmas amastadadas por Milhomeset al (2008),
sugeriram que as modificacdes estruturais encadrads cariotipos dos individuos seriam
muito mais complexas do que simples fusdes oudss@ntricas, que 0s representantes do
géneroGymnotusapresentam uma alta plasticidade gendmica e gqaenastras amazonicas
analisadas, até entdo denominadas cripticas,-ttiam, na verdade, de espécies distintas.

No presente trabalho, a aplicacdo da técnica dedag#o fluorescentm situcom a
sonda para a conservada sequéncia telomérica (TTAG®velou sinais de hibridacdo nas
extremidades de todos os cromossomos em todaspatapes analisadas (Figuras 6). No
entanto, os representantes @e sylviusforam o0s Unicos a apresentarem ITS em seus
cromossomos. A presenca destes sitios telomérigessticiais em alguns cromossomos
poderiam ser indicativos da ocorréncia de evergdsigshio céntrica recente nos representantes
desta espécie, como ja discutido por Claro e Almdidledo (2010) ent. sylviuse G. cf.
carapo e Milhomemet al. (2008) em amostras de. carapo Estes autores propdéem que
eventos de fusdo cromossémica atuariam como osim@a@stantes mecanismos de evolucéo
cariotipica neste grupo de peixes. Ainda, Clardreefda-Toledo (2010), trabalhando com a
incorporacdo de 5-BrdU em preparacfes citogenétitass. sylviuse G. cf. carapo
detectaram homologias entre varios cromossomosgldsias espécies, sendo que trés pares
cromossOmicos de cada espécie apresentaram cordéspia completa entre suas bandas,
indicando que esses cromossomos provavelmente fegeslados de um ancestral comum.

A ocorréncia de ITS em alguns cromossomos do gawi@e G. sylvius bem como
sua inexisténcia no cariotipo d&. pantherinuspoderia ser atribuida a diferentes fatores,
como a ocorréncia de outros rearranjos cromoss@mioplasticidade destas sequéncias
teloméricas ou ainda ao tempo de divergéncia esties espécies, determinando alteracbes
nas sequéncias e, possivelmente, tornando-as teécialeis pela sonda. Numa reconstrucao
filogenética com base em dados citogenéticos eaulales, Fernandes-Matioli e Almeida-
Toledo (2001) sugeriram qué&. sylvius constitui uma espécie derivada dentre os
representantes do géne&ymnotus enquantdG. pantherinusaparentemente se diferenciou
h& muito mais tempo. Assim, a presenca e a auséesias sitios telomeéricos intersticiais em
G. sylviuse G. pantherinuspoderia ser justificada pelo tempo de divergémtie estas
espécies. Por outro lado, se for considerado quear@tipo com 52 cromossomos
caracterizaria 0 conjunto gendmico basal para cergé@ymnotus(Fernandes-Matioli e
Almeida-Toledo, 2001), seria plausivel esperar asgmca de ITS em mais pares de

cromossomos no cariétipo d&. sylvius No entanto, a ocorréncia de apenas um par de
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cromossomos com ITS identificado nesta espécierjaodstar relacionada com modificacbes
de bases ocorridas nessas sequéncias telomérieestiamis, impossibilitando sua deteccéo
por FISH convencional. Tal situacdo € também prapgsmra G. Capanema(2n=34
Cromossomos),espécie que possui 0 menor numero cromossémicorodel género
Gymnotuse auséncia de ITS (Milhomem, 2010).

A identificacdo das regides organizadoras de nicléas quatro espécies analisadas
pela impregnacdo por nitrato de Prata e pela sdedBNAr 18S revelou apenas um par
cromossOmico contendo essas regides, caracteriz@ndomo um sistema simples de RONs
e corroborando dados obtidos anteriormente (Feasahthtioliet al, 1997). Além disso, é
possivel observar a existéncia de polimorfismo amanho dos sitios das RONs entre os
cromossomos homaologos, comum em peixes e ja ddteo@m génerdsymnotus(Forestiet
al., 1981; Fernandes-Matiat al, 1997; Claro, 2008).

Em G. inaequilabiatusG. pantherinue G. cf. carapoas RONs foram localizadas no
par nimero 1, enquanto €& sylviusforam localizadas no par nimero 17. Esta constatac
permite confirmar o carater conservado das RONgem®sentantes deste grupo, tanto pela
marcacdo nos cromossomos do primeiro par em trésesigecies estudadas, quanto pelo
sistema simples de RONSs, situacdo também encorgradzutros grupos de peixes, como 0s
ciclideos (Feldbergt al, 2003). Por outro lado, Lacerda e Maistro (20@nglisando trés
espécies simpatricas d8ymnotus encontraram marcacdes de RONs espécie-especificas
dando indicacdes do seu carater movel e dinamiqgagdevou 0s autores a considerarem que
esta caracteristica também poderia ser utilizadaocoma ferramenta citotaxonémica. Em
estudos ainda mais recentes, Milhomem (2010) aetemnG. jonasia ocorréncia de RONs
multiplas,até entdo identificada apenas @mpantanal(Fernandes-Matiokt al, 2005).

Quando tratamentos com o fluorocromo CMfdram utilizados em preparacdes
cromossOmicas de representantesGgennotusfoi possivel observar marcacdes adicionais
aquelas dos sitios ribossomais &n sylviuse G. pantherinus indicando a presenca de
regides ricas em GC também em sitios de outross mlrecromossomos. Gold e Amemiya
(1986) afirmaram que o tratamento com CMAarcaria sitios ribossomais ativos e inativos.
Entretanto, estudos com peixes Neotropicais mestrajue a CMA pode marcar também
regibes heterocromaticas nado relacionadas com ks RAtoniet al, 1999).

A aplicacdo da técnica de hibridag&o utilizandodsode DNAr 5S evidenciou uma
dispersao diferencial dessa classe génica parapggies analisada&. sylviusapresentou
apenas um par cromossOmico com marcacao para i@etgil®ssémico;G. pantherinus

apresentou dois pares marcados, enquétonaequilabiatusapresentou marcas em até
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dezessete pares ®. cf. carapoapresentou até quinze pares marcados, aparengement
coincidentes com regides de heterocromatina catigtt

O bandamento C revelou que 0s representantes da#so gespécies analisadas
possuem regides heterocromaticas em posicdo cefricanma maioria dos cromossomos,
confirmando dados j& descritos anteriormente (FelesMatioli et al, 1998b; Silva e
Margarido, 2005; Margaridet al, 2007). A ocorréncia destes sitios de DNAr 5etisos
tem sido detectada em diversas espécies de pdieesns e Galetti, 1999; Mantovaet al,
2005; Hatanaka e Galetti, 2004). A localizacaordgges heterocromaticas e as variacdes no
padrdo de distribuicdo dos sitios do DNAr 5S @minaequilabiatusG. cf. carapoe até
mesmo emG. pantherinuspodem ter favorecido a ocorréncia de rearranjtsitesais no
caridtipo dessas espécies, ja que regides heteratioas sao mais propicias a quebras,
facilitando assim, a dispersdo dessa sequéncig@sggém uma ou mais classes diferentes de
DNA. EmG. sylvius a presenca de apenas um par cromossomico com bSlpoderia estar
associada a auséncia de grandes blocos heteromasn&m comparacdo as outras espeécies.
Martins e Galletti (2001) relataram a existénciaddas classes do DNAr 5S em diferentes
cromossomos de peixes do généeporinus. Considerando o alto grau de dispersao do
DNAr 5S nas espécigs. inaequilabiatuse G. cf. carapg € possivel que diferentes classes
deste gene ribossomal estejam distribuidas difedemente nos cromossomos destas
espécies. Por outro lado, €& pantherinuse G. sylvius as distintas classes de DNAr 5S
poderiam estar co-localizadas nos cromossomos, ganobservado na raia de agua doce
Potamotrygon motor¢Cruz, 2009).

Estudos recentes realizados por Cio#fi al (2010) sugerem que elementos
transponiveis do tipo retrotransposon REpX¥dem estar associados a distribuicédo e disperséo
do DNAr 5S no cariétipo de representantes do géBethirinus Entretanto, a possibilidade
da existéncia de pseudogenes ndo pode ser descaastadnstatacio da dispersdo desse gene,
uma vez que a heterocromatina poderia apresergaéiseias semelhantes as do DNAr 5S,
como foi sugerido ocorrer em peixes do gérgeatropyggAffonso e Galetti, 2005).

Apesar da marcada conservacao cariotipica existeite as populacdes das espécies
de Gymnotusestudadas, os resultados obtidos no presentéhoateaelaram também grandes
diferencas tanto na macro quanto na microestrgtaraossémica entre as espécies do género
Gymnotus dando indicios sobre possiveis caminhos evolutipescorridos nos seus

processos de diferenciacao.
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Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulonaosse relacionadas no final

desta dissertacéo.
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Tabela 1: Exemplares deymnotusanalisados. LBP: Colecdo de Peixes do Laboratigio
Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociémn— UNESP. F: fémeas e M: machos.

Espécies LBP Localidade F M Coordenadas

G. sylvius 11160 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 20 14 S 9Z%3W 48°25'40”
G. sylvius 11155 Rio Araqua - Botucatu — SP 02 - S 22°47'13"8R28'89"
G. sylvius 11163 Rio Campo Novo- Bauru-SP 01 01 S22°23'07"Wa%5”
G. sylvius 11161 Mogi Guagu - Pirassununga-SP - 01 $S21°55/8@7°22'29"
G. inaequilabiatus 11154 Cachoeira Véu Noiva - Botucatu-SP 02 07 S9Z53W 48°25'40"
G. inaequilabiatus 11158 Rio Araqua - Botucatu — SP 04 02 S 22°47'13A8RP8'89"
G. inaequilabiatus 11152 Rio Campo Novo - Bauru-SP 06 13 S22°23'07" \WA%B5"
G. inaequilabiatus 11156 Mogi Guagu - Pirassununga-SP 06 17 S 21°5%5607°22'29"
G. pantherinus 11153 Rio Aguapeu - Mongagua-SP 03 02 S 24°06'40"46°43'00"
G. cf. carapo 9836 Rio Miranda - Pantanal-MS 03 02 S19°34'34"5W02'17”

Tabela 2: Dado citogenéticos encontrados nas qeepécies do génei@ymnotus ITS:

Sitios Teloméricos Intersticiais. (T) Marcacao tieva (I) Marcacéao intersticial.

Espécie DNAr 5S DNAr 18S ITS CMA; Formula Cariotipica
G. sylvius Par 4 17 (T) Par 1 Pares 7,1 e 17 22m+12sm+6st
G. inaequilabiatus Em até 17 pares 01 (I) -- Par 1 42m+10sm+2a

G. pantherinus Pares3e5 01 (I -- Pares 1,4 e 12 32m+18sm+2st

G. cf. carapo Em até 15 pares 01 (I) -- Par 1 38m+12sm+4st
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Figura 1: Mapa indicando os locais de coleta das espécipspelacdes analisadas de
Gymnotusl. Rio Aguapeu, Mongagua — SP, pantherinus2. Cachoeira Véu de Noiva, Rio
Pardo, Botucatu — SK5. sylviuse G. inaequilabiatus 3. Rio Araqud, Botucatu — SK.
sylvius e G. inaequilabiatus 4. Rio Mogi-Guagu, Pirassununga — SP, sylviuse G.
inaequilabiatus 5. Rio Campo Novo, Bauru — S8, sylviuse G. inaequilabiatuse 6. Rio
Miranda, Passo do Lontra — MG, cf. carapo
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Figura 2: Cariétipos dé5. sylviusapds coloragcdo convencional com Giemsa (a), @iposimento do par 17 é
recorrente da presenca da RON, de tamanho vari@amdamento C (b), coloracdo com o fluorocromo GHA
e doubleFISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr &@Sverde (d). A barra equivale a 10pum.
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Figura 3: Caridtipos dés. inaequilabiatusapos coloracdo convencional com Giemsa (a), bagkant (b),
coloracao com o fluorocromo CM4£c) edoubleFISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr é@S
verde (d). A barra equivale a 10 pm.
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Figura 4: Cariétipos dés. pantherinuspds coloragdo convencional com Giemsa (a), bagtan® (b),
coloracao com o fluorocromo CM4£c) edoubleFISH com sondas de DNAr 5S em verde e DNAr 18S em
vermelho (d). A barra equivale a 10 pm.
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Figura 5: Cariétipos dés. cf. carapoapds coloracdo convencional com Giemsa (a), bagkant (b), coloracao
com o fluorocromo CMA(c) edoubleFISH com sondas de DNAr 5S em vermelho e DNAr a8Sserde (d). A
barra equivale a 10 pum.
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..

Figura 6: Padréo de distribuicdo dos sitios teloméricos atafases dos representantes das
quatro espécies deymnotusanalisadas. Em &. sylvius(em destaque sitios teloméricos
intersticiais - ITS), em 6. inaequilabiatusem_c,G. cf. carapce em_dG. pantherinusA
barra equivale a 10 um.
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Capitulo 2

Caracterizacdo molecular e mapeamento fisico de dsi@lasses de DNAr 5S
em Gymnotus sylvius e Gymnotus inaequilabiatus (Teleostel,

Gymnotiformes, Gymnotidae).



44

Resultados e Discusséo — Capitulo 2

Resumo

O gene ribossomal 5S tem se caracterizado comoimpartante ferramenta para estudos
genéticos e evolutivos em peixes, pois apesar tesaqmtar-se de forma estruturada, sendo
uma sequéncia codificante, é seguido por um espacado transcrito (NTS) que é
comumente variavel. Estas variacbes parecem seédasegpor um intenso mecanismo
evolutivo, o que faz desta regido uma importantetefode estudos sobre a origem e
organizacdo de familias multigénicas, sendo utih@omarcador genético mesmo para
espécies intimamente relacionadas. Desta formaresepte trabalho teve o objetivo de
ampliar os dados genéticos sobre as espécies derog&ymnotus (G. sylvius e G.
inaequilabiatuy, com a caracterizacdo de sua organizacdo genomica localizacao
cromossOmica do DNAr 5S. Foram utilizadas as tésnite amplificacdo do DNA, clonagem,
sequenciamento e hibridacao fluorescentsitu (FISH) que evidenciaram a existéncia de
duas classes distintas de DNAr 5S (Classe | e €lasem ambas as espécies em estudo.
Estes segmentos gendmicos se apresentaram coentketamanhos, sendo a Classe | com
aproximadamente 450 pb e a Classe Il com cerc85@epb. Através do isolamento e
clonagem dos segmentos de DNAr 5S de cada espdicahservada uma alta conservacao
com relacdo a regido codificadora e alteracbes emornmiumero foram identificadas nas
regides dos NTS, que normalmente apresentam-si&veari Sequéncias do tipo TATA-like
foram encontradas ao longo dos NTS, provavelmemte mapel importante na regulacéo de
sua expressao. A aplicacdo da técnica de hibridigémescenten situ utilizando sondas
especificas de cada classe de DNAr 5S, reveloenu sylviusas duas classes apresentam-
se co-localizadas no mesmo par cromossomico, etmeamG. inaequilabiatusa classe Il
apareceu mais dispersa em relacdo a classe |.dds datidos, além de revelarem aspectos
citomoleculares destas espécies, com a caract@oizde sua organizacdo gendmica e a
localizacdo cromossdmica dos sitios de DNAr 5Spbtamforneceram informagdes para o
entendimento dos padrbes de diversificacdo, espgermevolucéo deste grupo de peixes.
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Introducao

Os genes ribossomais nos eucariotos superiore®rganizados em duas familias
multigénicas, sendo a primeira representada peloA Dibossémico 45S, unidade
transcricional que codifica os RNAr 18S, 5.8S e 285t associada a formacao do nucléolo.
A segunda familia é representada pelo DNAr 5S qddica 0 RNAr 5S encontrado na maior
subunidade dos ribossomos, estando comumente dapararelacdo a primeira e nao tendo
associacdo com a formacéo do nucléolo. Contudee padontrar-se intercalada com outras
familias génicas, como os genes de histonas e miprONAr 45S (Pendast al, 1994;
Drouin e Moniz de Sa, 1995).

O DNAr 5S apresenta repeticdes que consistem eimasc@fiamente conservadas de
120 pares de base (pb), separadas por um espagagtnanscrito (NTS) que € comumente
variavel (Long e David, 1980). Os NTS parecem estarolvidos em um intenso processo
evolutivo, o que faz desta regido uma importanteefade estudos sobre a organizagédo e
evolucdo dessa familia multigénica nos genomasantalo possivel rastrear eventos recentes
de evolucéo (Martins e Wasko, 2004).

A sequéncia de DNAr 5S junto ao seu NTS tem sidestigada em varias espécies de
peixes teledsteos e tem se caracterizado como ummnhbarcador cromossdmico, de valor
consideravel para a compreensao da dindmica ewaldéssa familia multigénica (Martins e
Wasko, 2004). Porém, informacfes sobre sua locdlzaos cromossomos de peixes séo
ainda restritas, uma vez que os sitios de DNAr &$a&lem ser observados através da
hibridacao fluorescent@ sity, diferentemente do DNAr 18S que pode ser obserteadbém
pela impregnacgéo por nitrato de Prata (Pemrdat, 1994; Ferreet al, 2001). Além disso, a
existéncia de diferentes unidades de DNAr 5S, éslpsente aquelas que caracterizam dois
tipos de classes identificadas pelas diferencagananho dos NTS, também tem sido
documentadas em varias espécies de peixes (Pehdds 1995; Martins e Galetti, 2001;
Morescalchiet al, 2008; Zhwet al, 2010).

Os peixes representantes do gén&ymnotussao constituido por espécies que
apresentam grande variabilidade cromossémica, coneros dipldides que variam desde 34
cromossomos enGymnotus capanemaaté 54 cromossomos e@ymnotus carapoe
Gymnotus inaequilabiatugrevisao em Milhomem, 2010; Fernandes-Matgtlial, 1998).
Embora existam dados citogenéticos disponiveis pifierentes espécies d@ymnotus
capturadaem diversas localidades brasileiras (Forestl, 1984; Fernandes-Matioét al.,
1998; Sanchezt al, 2004; Fernandes-Matiolet al, 2005; Silva e Margarido, 2005;
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Milhomem et al, 2007; Milhomenet al, 2008) s&o escassos os dados sobre a localieacdo
organizacdo molecular do DNAr 5S nas espécies dgitero. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo a realizacdo de arslige-moleculares em espécies do género
Gymnotuspara uma melhor compreenséo da evolucdo desshafg@inica nesse grupo de

peixes.

Materiais e Métodos

Foram analisados trinta e quatro exemplareSy®anotus sylvius nove exemplares
de Gymnotus inaequilabiatusprovenientes da cachoeira Véu da Noiva, bacia do ri
Paranapanema, municipio de Botucatu-SP.

A técnica utilizada para obtencdo de cromossoneiafasicos seguiu a descricdo de
Foresti et al (1993), com algumas adaptacOes. Para amplificalggdNAr 5S e seus
espacadores nao transcritos, foi utilizado o cdojdeprimers5S F (5TAC GCC CGA TCT
CGT CCG ATC 3) e 5S R (5'CAG GCT GGT ATG GCC GTACS 3) (Pendast al,
1994).

Amostras de DNA de interesse foram isoladas doegelirificadas usando o GE —
PCR DNA and Gel Band Purification Kit, de acordanco protocolo do fabricante. Ap6s a
eluicdo dos fragmentos realizou-se uma PCR-Pfxada tanda isolada do produto de PCR
atraves do kiPfxX50™DNA Polymerase da Invitrogen e em seguida os fragosede DNA
foram clonados com o Kit Zero Blunt® TOPO® PCR QhgnKit with One Shot® TOP10
Electrocomp™ Ecoli (Life Technologies — Invitrogen), seguindo instregdlo fabricante.
Para verificar a presenga de insertos de interasseclones obtidos, algumas coldnias
potencialmente portadoras destes foram repicadaseimsolido LB e submetidas a reacdes
de amplificacdo (PCR) com o uso dqosmersM13 F (5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT
3) e M13' R (5" CAG GAA ACA GCT ATG ACC 37), sequio 0 seguinte protocolo: em
um tubo de 0,2 ml foi adicionado b de agua Mili-Q, 1,51l de MgChL (25mM), 2,5ul de
Tampao (50mM), 1,Qul dNTP mix (2mM), 1,0ul de cadaprimer (10mM), 0,5ul de Taq
polimerase (5UIL) e fracdo do DNA obtido diretamente da coléniancauxilio de uma
ponteira (oothpick, para um volume final de 38.

A metodologia utilizada para a hibridacdo das ssreta cromossomos metafasicos
foi realizada com base nos procedimentos estadekegpor Pinkelet al (1986), com

adaptacoes.
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As sondas do DNAr 5S das classes | e liGlenaequilabiatuse da classe | d6&.
sylviusforam marcadas com Biotina-16-dUTP (Roche Appecence), sendo a deteccao do
sinal de hibridacao realizada com Avidina-fluorésaeconjugada (FITC). A sonda de DNAr
5S dos clones da classe Il @ sylviusfoi marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science), sendo a detec¢édo do sinal dedatfio realizada com anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science).

O sequenciamento nucleotidico dos clones de irsers realizado utilizando o Kit
BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing de acordm dnstrucdes do fabricante, em
sequenciador automatico ABI PRISM® 3100Geneticpra/HITACHI com 96 capilares.
As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizand@rograma ATGC (Genetix Inc.),
BIOEDIT (Hall, 1999) e DAMBE (Xia e Xie, 2001). Raridentificacdo de possiveis
homologias, as sequéncias nucleotidicas obtidasnfaubmetidas a busca online BLAST
(“Basic Local Alignment Search Tool”) (Altschat al, 1990) através do National Center for

Biotechnology Information - NCBI websitehttp://wwww.ncbi.nim.nih.gov/blat O

alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi Beldizcom o programa Clustal W
(Thompsonret al, 1997) e as anadlises de distancia genética foealizadas pelo parametro
Kimura-2 (Kimura, 1980).

Resultados

A analise dos produtos de amplificacdo (PCR) dAADBS nas espécidgs. sylviuse
G. inaequilabiatusem gel deagarose revelou a presenca de dois fragmentos gms)m
sendo um menor composto por cerca de 450 paresadesbe outro maior com
aproximadamente 650 pares de bases (Figura 1)ererahdo a ocorréncia de classes
distintas de DNAr 5S, denominadas classe | e cldssaspectivamente.

O sequenciamento de trés clones para cada fragmasitespécies em estudo permitiu
a elaboracdo de uma sequéncia consenso para sesdasll, revelando peculiaridades sobre
as regidbes mais conservadas e variaveis do geossdimal 5S. Estes dados encontram-se
descritos na Tabela 1 e as sequéncias consenSo sydvius(Figura 5),G. inaequilabiatus
(Figura 6) e entre as duas espécies (Figura 7).

As andlises de divergéncia genética revelaram gtre as classes | das espédcies
sylvius e G. inaequilabiatus a divergéncia encontrada foi de 4,6%, enquantd eqire as

classes Il de ambas as espécies foi encontradadiver@géncia genética de 3,7%. Quando
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analisada a divergéncia genética entre as segsédatclasses | e Il das duas espécies o
valor encontrado foi de 68%.

Foram encontradas sequéncias do tipo TATA-likeseggnentos gendmicos de ambas
as espécies analisadas, nao tendo sido encontcad#éisilo, seqiiéncias do tipo microssatélite.

As sequéncias foram blastadas no site do NCBI weelhdip://wwww.ncbi.nlm.nih.gov/blat

e foi encontrada similaridade de 80% com o DNAd&Brycon

A realizacdo de hibridacdo fluorescelmesitu utilizando as sondas especificas de
DNAr 5S da espéci6. sylvius correspondentes aos segmentos da classe | comabeéoda
classe Il com digoxigenina, revelaram a marca¢c&onmesmos pares cromossomicos (Figura
2). EmG. inaequilabiatusambas as classes | e Il foram marcadas com bietimaridadas
separadamente, detectando trés pares cromossQpaicos: classe | e cerca de quinze pares

cromossOmicos para a classe Il (Figuras 3 e 4).

Discussao

Nesse estudo foram realizadas andlises da estdduENAr 5S deG. sylviuse G.
inaequilabiatusa partir do DNA gendémico total devido a interessatiferenca encontrada
nos padrdes de dispersdo deste segmento gendnscduaa espécies, quando realizada
hibridacao utilizando sondas especificas de DNACagpitulo 1).

Quando realizada a amplificacdo do DNAr 5SGlesylviuse G. inaequilabiatuspor
PCR foi possivel detectar a existéncia de duasiymssclasses de segmentos para essa
familia génica em ambas as espécies, sendo o fragmmenor identificado como Classe | e 0
fragmento maior como Classe Il. A diferenca obsgaventre as duas classes de DNAr 5S das
espécies analisadas esta relacionada a varial@ldatemanho dos NTS, enquanto o gene 5S
mostrou-se bastante conservado, com 120pb em aasbaspécies analisadas. Resultados
similares foram encontrados em espécies de pexeggmerd_eporinus no qual a andalise da
organizacdo do DNAr 5S mostrou, para todas as espéoalisadas, a existéncia de duas
classes componentes para esse gene ribossomails ldeptcies, o gene foi caracterizado por
conter distintas sequéncias de NTS, denominadasIN®& cerca de 200 pb e NTS Il com
cerca de 900pb, enquanto as sequéncias codificdmtgsne 5S foram praticamente idénticas
(Martins e Galetti, 2001). Em estudos realizado @ampoet al (2009), analises da
organizacdo molecular do DNAr 5S em peixes do géderlucciustambém apresentaram as
regides do gene altamente conservadas com 120ngbamo o espacador ndo transcrito

apresentou variagbes em seu comprimento, sendertfado pela presenga ou auséncia de
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uma repeticdo simples de sequéncias. Diferencasamanho dos NTS foram também
encontradas em outras espécies de peixes (PendBs1995; Alves-Costat al, 2006; Zhu
et al, 2010).

A complexa organizacdo dessa familia génica emepaeixdemonstrada pelos dados
obtidos por Pinhalet al (2009) analisando o DNAr 5S em tubarGes do género
Rhizoprionodon também encontrando duas classes para esse segritsgsomal com
diferentes tamanhos em seus NTS. Entretanto, difsreente dos dados comumente
encontrados em peixes teledsteos, aléem da variag8oONTS, variacbes nucleotidicas
consideraveis também foram identificadas no geddicante 5S e entre as classes | e Il de
uma mesma espécie.

Os segmentos dos NTS, ao contrario da regido nitmgdo DNAr 5S que se apresenta
conservada com 120 pb, sdo espacadores ndo ttassque ndo estdo sob pressédo seletiva,
fazendo com que essas sequéncias sejam mais $usisce@ eventos de mutacdo e,
consequentemente, possuam uma extensiva variagé&ssalDforma, estes segmentos do
genoma parecem estar sujeitos a uma rapida evologiee os credenciam como ferramentas
importantes para estudos da organizacdo e dinadestatural desta familia multigénica,
podendo ser utilizados como marcadores para rasgnentos recentes de evolugdo em
espécies proximas (Martins e Galetti, 2001; Camipal, 2009; Pinhakt al, 2009). Apesar
da auséncia de forte pressao seletiva, tambénmufmrislo que estas regides poderiam ter
alguma influéncia sobre o nivel de transcricdogiges DNAr 5S (Martins e Galetti, 2001).

Embora os NTS ndo apresentem aparentemente fuegpesificas no genoma, os
elementos TATA-like identificados nas sequéncias dapécies analisadas no presente
trabalho estdo comprovadamente associados a ragutk; expressdo génica do DNAr 5S,
como descrito ocorrer em mamiferos (Nederby-Nielseral, 1993). As sequéncias dos
fragmentos analisados revelaram, apos blastadas sumiaridade de 80% com o DNAr 5S
de Brycon espécie pertencente a um grupo taxonomicamestietdi Embora tal fato possa
ser decorrente da escassez de dados sobre sequ@mddMNAr 5S em peixes Neotropicais,
nao pode ser descartada a hipotese de existaetalidade, dado o carater conservado destas
regides gendmicas. Portanto, tém-se indicios deagquduas possiveis classes analisadas do
DNAr 5S emG. sylviuse G. inaequilabiatusse tratariam de genes funcionais, corroborando
dados encontrados também em peixes do g&armotugClaro, 2008) e em outras espécies
de peixes Neotropicais (Martins e Galetti, 200142C2009).

O sequenciamento do gene ribossémico 5S juntoabl§8 permitiu realizar analises

de divergéncia genética. Uma primeira analise zad#i entre as classes | e ll@esylvius
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com estas mesmas sequénciasGlanaequilabiatusndo revelou valores de divergéncia
genética relevantes (Tabela 1). Entretanto, umanskganalise comparando as sequéncias
consenso das duas classes @e sylvius e G. inaequilabiatus identificou valores de
divergéncia genética de 68% entre as duas espéwgas.valor, considerado relevante, foi
semelhante ao que comumente ocorre nos NTS de espécie, como ja descrito
anteriormente para outras espécies de peixes (MdartWasko, 2004; Fujiwaet al, 2008;
Zhu et al, 2010). Contudo, ndo coincide com aqueles enadosr em analises parciais de
sequéncias do DNAr 5S em outras comparacfes deegpasies d&ymnotuqG. sylviuse

G. cf. carapg, conforme descrito por Claro (2008). Poderia gmisiderado ainda que tal
diferenca genética decorreria da alta variabilidgde caracteriza estas regifes gendmicas,
determinando divergéncias entre espécies distintas.

A utilizacdo da hibridacdo utilizando sondas edpms para 0S segmentos
componentes das classes do gene ribossomal 5% egiviusrevelou que ambas as classes
se apresentam em sintenia no par cromossémico oumetro. Por outro lado, el@.
inaequilabiatusenquanto cerca de quinze pares cromossémicos frlamificados para a
classe Il, a classe | apresentou marcacfes enparés cromossOmicos. A co-localizacao
cromossOmica de duas classes de DNAr 5S tambéndadumentada em raias de agua doce
(Cruz, 2009). Neste caso, experimentos de hibralacaitu utilizando sondas especificas de
duas classes de DNAr 5S &etamotrygon motoreevelaram a localizacdo das regides de
DNAr 5S nos cromossomodemonstrando que essas duas classes localizam-smtema
nos cromossomos do par 2, enquanto uma delas egeapyu em outro par cromossoémico.
Segundo a autora, tais resultados refletem a dosadesta regido cromossémica e fornecem
elementos que podem auxiliar na compreensao dainegdo e distribuicdo desta familia de
genes repetitivos, bem como nos processos envelvido diversificacdo e evolucdo das
espécies do grupo.

O aspecto ndo conservado do padrao de dispersBdlAp5S entre as duas espécies
de Gymnotusanalisadas poderia estar associado a rearrargosssomicos ocorridos, que
podem ter levado a perda de unidades repetidas gese ent. sylvius espécie com menor
namero cromossoémico (2n=40) em relacds. snaequilabiatug2n=54) (Claro, 2008; Claro
e Almeida-Toledo 2010, Capitulo 1). Por outro ladodispersdo diferencial poderia estar
relacionada ao padrdo de distribuicdo de heteratinen nestas espécies. Enquao
inaequilabiatusapresenta grandes blocos heterocromaticos aparemte coincidentes com
os sitios multiplos de DNAr 535. sylvius é caracterizado pela auséncia desses blocos.

Assim, por serem regifes consideradas propiciaghrgs cromossdmicas, 0s grandes sitios
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heterocromaticos presentes @ninaequilabiatuspoderiam ter facilitado a dispersédo desta
sequéncia génica pelos cromossomos nesta espéqaulc 1). Ainda, de acordo com Cioffi
et al (2010), elementos transponiveis do tipo retrewason REX podem estar associados a
distribuicdo e dispersdo do DNAr 5S em represeesadd géner&rythrinus evidenciando
que a associagado entre este DNA ribossdmico e slglementos transponiveis podem ter
sido determinantes para a divergéncia evolutivérdeleste género.

Os possiveis mecanismos de dispersdo génica auant@. inaequilabiatusestao de
alguma forma relacionados intimamente a class® IDNAr 5S, uma vez que a hibridacéo
utilizando sondas da classe | evidenciou poucosspaiarcados quando comparados a classe
Il nessa espécie. Neste sentido, investigacOes desaghadas sobre a estrutura molecular e
dindmica funcional destas sequéncias, bem comoamdigse mais ampla envolvendo outros
marcadores e uma maior amostragem dos represent@mtgénerdGymnotuscertamente
trardo valiosas informagBes sobre a distribuicdos epossiveis papéis destas sequéncias
ribossémicas na diferenciacdo cariotipica destpa@de peixes e no seu processo evolutivo.

Referéncias Bibliograficas

As referéncias correspondentes a este capitulongaosse relacionadas no final

desta dissertagao.
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Tabela 1- Analise da distancia genética entre os clongSlasse | e os clones da Classe II;

AT — porcentagem de bases AT encontrada; PB - rmrder bases; DG — divergéncia

genética
Classe | Classe I
DNAr 5S 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. sylvius (2) G. inaequilabiatuse (L)
marcador de peso molecular 1Kb (Invitrogen Life Aredogies) visualizados em gel de
agarose 1%.

Figura 2: Cariotipo deG. sylviusapoés hibridacéo fluorescentesitucom sonda de DNAr 5S
classe I-verde (cerca de 450 pb) e classe II-véongerca de 650 pb). Resultadoddeible
FISH demonstrando marcacao com as duas sondasasiearinente.
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Figura 3: Cariétipo deGymnotus inaequilabiatuespos hibridacao fluorescerntesitu
com sonda de DNAr 5S classe | (cerca de 450 pbarfa equivale a 10 pum.

Figura 4: Cariétipo deGymnotus inaequilabiatuepds hibridacao fluorescerntesitu
com sonda de DNAr 5S classe Il (cerca de 650 ploarda equivale a 10 pm.
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+1
5S IIGS ACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCBGEGLTA [ 50]

BSIGS o [ 50]

5S IIGS GTACTTGGATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTRRAIEA [100]

BSIGS o AT [100]
+12(

5S IIGS TATTTCACACTTTTCTCTTACTATTTTGCTCCTTTATTTTTTTATTTCT [150]

5S | GS G.A.AATGTAG...GT.AGT.T..CATT.TTC...GCG.C.A A.AGCA. [150]

5S IIGS TTCATTCATGCACTCACTCATGCACTCATTCATTTCATTATITTCTC [200]

5S1GS ..GC.CTATT..TT..-A..-..T..A-.. A, ...C..A [200]

5S IIGS CTTATTTTTTTTTTT IMAAAAAAGA-I'GCCCTCCA(DGCTTGC [250]

551 GS T..CA............ C......T.T..CATG....-. .. [250]

5S IIGS ATACATCTAACAAAACCTTGCGATTGTATGTGGAGCGCTEB&FCCT [300]

551 GS .GCG.ATA.AT..G......AAG.-AAAATAT..... [ | .GA.AA. [300]

5S IIGS CTGTTTGTTTACGGAACWCATT AATTATCTCCCCTTATAGTTG [350]

5SIGS...... C.GTAA.A...AG--.G.ACTT.AAA T.GTC.. [350]

5S IGS GAAGAAGCAACCTTACCTTTTCTCTGCTATAGCTCC ARCCC [400]

SSIGST.C..T.GG...GT..AG...GC...CTC...T.AA..G CT.A.. [400]

5S IIGS ATACAATAAGCTTAATTTGATTTTAAAAAACACATCTGCCRGBCTGC [450]
551GSTC.G.GC.G..---..CC.C..--CG....CA....- === [450]

5S 1IGS TGAGAGGGATGTGGGGTTAAATGGAATGAAAAAGGAAGGARESCA [500]
T s [500]

5S 1IGS CACGAACTTTCTATCAAATGTTATCCGTCCGAGAAGCTAGIGTTTT [550]
BS | GS -mrmmrmmrmmemm e e [550]

5S 1IGS AAAAGCTGTGTTTTTCTCACAGGCAATTGCTTACGGCCABGIETGC [600]
5S | GS wememmmmemmemme e e [600]

Figura 5: Sequéncias consenso de DNAr 5S Classe | (5S IBss€ll (5S 1) alinhadas
de Gymnotus sylviusA regido de transcricdo se inicia no +1 e termninat+120 (em
cinza). As sequéncias TATA-like estdo contornadasretangulos. Os pontos indicam
nucleotideos idénticos e gaps estdo indicados pealgss.
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+1
5S 1IGI ACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGTTTGBEETTA [ 50]
BS 1 Gl oo, [ 50]

5S 1IGI GTACTTGGATGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTEAAGCA [100]

BS 1 Gl et T [100]
+12(

5S 1IGI TATTTGACACTTTTCTCTTACTATTTTGCTCCTTTATT-—-TT TTTTATT [150]

551Gl G..AAT.A... AT.CG-------- TTT..C..—.. .C...GC [150]

5S lIGI TCTTTCATTCATGCACTCACTCACTCACTCACT-----CACTCA----TG [200]
551 GIGTCA.AG..TTG....-A...C.TTC-—-_A == [200]

5S IIGI CACTCATCCATTCATTCACTCATTCATTTCATTATTTCGTTCTTTATT [250]
5S 1 Gl .G....A-.AAA.GTCT.ATGCA..G..TA.GG.ACA. ..ACGC. [250]

5S [IGI ATTATTTTTTTTTTTATAAAAAAGAACTTTGCCCTTCATGCATGCATC [300]
55 | GI .A.GCG.A.G..CAG..T.TGG..CG.C.AAA-—-AT.A..G. .-.... [300]

5S IIGI CATCTAACGAAACCTTGCGATTGTATGTGGAGC-GCTGGGANTCTCT [350]
5SIGIT.G...... TT..AT....... AT.A.TA.AG. ..AACTA [350]

5S 1IGI GTTTGTTTACGGAACGTATACATTTACTTATCTCCCCCTTARG TTGG [400]
551GI.CA...CA..AT.G.CT.AC-...GG.<=-—— . C.- [400]

5S 11GI AAGAAGCAACCTACCTTTTCTCTGECTATAGCTCCTGGATATATCCCA [450]
551Gl .GTCT.TCTAT..C.AAAACC.AT.T.ACGC ... T [450]

5S 1IGI TACAATAAGCTTATTCTGATTI TAARAAACACATCTGCCTCDW TGCT [500]
5S1 Gl ...GGCC.TACC.GC...--mmrmmmmrrmmmmeemmneee e [500]

5S 1IGI GAGAGGGATGTGGCGTAAAATGGAATGAAAAAGGAAGGAYZBECAC [550]
5S | Gl - L — [550]

5S 1IGI ACGAACTTTCTATCAAATGTTTTCCGTCCGAGAAGCCACGIEGTTTA [600]
5S 1 Gl - L — [600]

5S 1IGI AAAGCTGTGCTTTTCTCACATTCATTTGCTTACGGCCATAGCETG  [650]
5S 1 Gl - - [650]

Figura 6: Sequéncias consenso de DNAr 5S Classe | (5SIBss€l11 (5S II) alinhadas
de Gymnotus inaequilabiatug\ regido de transcricdo se inicia no +1 e termmioa 120
(em cinza). As sequéncias TATA-like estdo contoasador retangulos. Os pontos
indicam nucleotideos idénticos e gaps estédo ind&pdlos tracos.
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5S GS CAGGCUGGUAUGGCC-- -GUAA [ 50]
5S GI ACGCCCGAUCUCGUCCGAUCUCGGAAGCUAA......U.....CUG..U. [ 50]

5S GS GCGAUUGGCUGUGAGAAAAACACAGCUUUUAAAGCACACOCEUEGDO]
5S GI .UAC....A..G....CCGC.UGG.AA.ACC.G.UG.UGUA-... ..U.. [100]

5S GS GGACGGAUAACAUUUGAUAGAAAGUUCGUGUGCGGUGULTUIBE[180]
5S Gl AU.UUUGAC..U...CUCUU.CUA...UGC.C.UU.A....UU.. AU..C [150]

5S GS UUCAUUCCAUUUAACGCCACAUCCCUCUCAGCAGU-AUGGAGGQ f200]
5S GI ..UCA.U...GC.CUCA.U..CU.ACUCACU..C.C....CU.. UCCA. [200]

5S GS GUUUUUUAAAAUCAUAUUAAGCUUAUUGUAUGGGAUAAGBAGBICR50]
5S Gl UCA..CACUC..UCAU..C.UUA.U....UCUCCU..U.AUUAUU UUUUU [250]

5S GS UAUAGCAGAGAAAAGGUAGGUUGCUUCUUCCAACUACGUOASAGGERO]
5S Gl .U.UAU.A....G..A.UU.CC-...A...C.G.A.C.UCU A.C.. [300]

5S GS AAUUAAAUGUAUACGUUCCGUAAACAAACAGAGGACAAUGCEBGE350]
5S GI ..CCUUGCG.U.GUA...G.AGCG.UGG..uU.uC.uC..uuu.u UU... [350]

5S GS ACAUACAAUCGCAAGGUUUUGUUAGAUGUAUGCAAGUGGAIJGAAM]
5S Gl GA..G..U..AUUUAA..A.C.CCCCC...C.U.GU...A.... CAAC. [400]

5S GS AAUUUUCUUUUUUGUAUAAAAAAAAAAAAAUAA----GGAGAABGA [450]
5S Gl ...C....C.C.G.....GCUCCU...U.....UCCCAU.C..U. .GC.. [450]

5S GS A---UGAAAUGAAUGAGUGCAUGAGUGAGUGCAUGAAUGARNASGHAA[500]
5S GI .AUA....UUU..AA.ACA...CU.CC.C.AU...GC...GA.GG ...UG [500]

5S GS AAAAAAUAAAGGAGCAAAAUAGUAAGAGAAAAGUGUGAAABAGGAS50]
5S GI GCGUU.-..U...AUG......G...G--....CACCGC.C.CG. .---. [550]

5S GS UUACAGCACCUGGUAUUCCCAGGCGGUCUCCCAUCCAAGOAGGAB00]
5S Gl ..U.--U...AAA.G....C.U.C.AGAAG.CA.GGU..G..uU AA... [600]

5S GS CCCGACCCUGCUUAGUUUCCGAGAUCGGGGGAAAU-CGGGEEBOLC
5S GI .UGU..UU.U..C.CA...AAUUGCUUA...CC.. AC....G [650]

Figura 7: Sequéncias consenso e alinhadas de ambas as IC{&8Ss® e Classe Il
(5S 1) do DNAr 5S deGymnotus sylviug Gymnotus inaequilabiatugDs pontos
indicam nucleotideos idénticos e gaps estao ind&aélos tracos.
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Capitulo 3

Marcacao cromossOmica das regides nucleolares panfura cromossomica

e por sonda de DNAr 18S em espécies @gmnotus
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Resumo

Estudos realizados sobre as regides organizademasaolo (RONs) em espécies do género
Gymnotugrevelaram sua caracteristica conservada com cekagéia localizacéo e apesar de
alguns trabalhos relatarem extensos polimorfismasted segmento genOmico em
representantes deste grupo, a maioria das espéomfsadas possui apenas um par
cromossOmico portador do sitio responsavel pelayp@&o de DNA ribossomal 45S. No
entanto, os resultados obtidos somente pela imagégncom nitrato de Prata ndo permitem
definir se o par cromossémico detectado é Unicaddeno fato desta técnica detectar apenas
RONs que permanecem ativas na intérfase precedddste sentido, a hibridacéo
fluorescentan situ (FISH) com sonda de DNAr 18S, que tem sido comuenatilizada em
peixes, tem se mostrado muito eficiente também g@espéeécies deste género, confirmando e
ampliando resultados obtidos pela impregnacao miaf pela coloragdo com o fluorocromo
Cromomicina A. Considerando a importancia dos sitios de DNAr @womarcadores
citogenéticos, o presente trabalho foi desenvolemm o objetivo de analisar a distribuicéo
das RONs em trés espécies do géreymnotus(G. sylvius G. inaequilabiatuse G. cf.
carapog pela impregnacao por nitrato de Prata, GMAISH, com sondas para o DNAr 18S
e para o cromossomo portador das RONs, com o usécdiaca de pintura cromossdmica,
obtida por FACS (Fluorescence Activated Cell Sgjtim partir dos cromossomos da espécie

Gymnotus cf. carapitotipo 2n=42) da bacia Amazonica.
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Introducao

As regibes organizadoras de nucléolo (RONs), foemagor genes de RNA
ribossomal 5,8S, 18S e 28S tém sido amplamentdagds em peixes, pois se caracterizam
como importantes marcadores citogenéticos, pematiandlises e inferéncias sobre a
evolugcéo cromossOmica em diferentes grupos (HaosvBliack, 1980; Santi-Rampazebal,
2008).

A impregnacédo com nitrato de Prata tem sido a ¢acmiais utilizada em estudos de
localizaggdo das RONs, embora esta metodologia meiele somente RONs
transcricionalmente ativas (Howell e Black, 198Dutra técnica utilizada para evidenciar
estas regibes cromossOmicas € a coloracdo conomdéhoamo CMA, que permite detectar
sitios ribossomais ativos e inativos (Gold e Amemiy986). Entretanto, estudos com peixes
neotropicais mostraram que a CMAode marcar também regides heterocromaticas nao
relacionadas com as RONs (Artagti al, 1999), regides essas preferencialmente ricas em
bases GC, como visto em representantes do géksy@nax(Domingueset al, 2007).
Considerando os resultados comumente obtidos mgl@egnacao por Prata e a marcacgao pelo
fluorocromo CMA, a maneira mais eficaz para mapear fisicamente@ids é através da
hibridacaofluorescentein situ (FISH) utilizando sondas especificas para a segdgéo
DNAr 45S. Dentre os genes da familia do DNAr 46S18S tem sido mais comumente
utilizado em peixes, confirmando e ampliando reslds obtidos pela impregnacdo por
nitrato de Prata e CMA(Oliveira et al, 2007). O estudo dessa regidao cromossdmica em
peixes permite analisar alguns aspectos da digt@ibunumero e polimorfismos existentes
em diferentes grupos (Almeida-Toleebal, 1985).

Entre as espécies de peixes representantes do@ayranotusque apresentam ampla
distribuicdo geogréfica, os dados citogenéticodendiam a ocorréncia de uma ampla
diversidade cariotipica, com o numero de cromossowariando desde 34 até 54 em
diferentes espécies (Fernandes-Magblal, 1998a; Milhomem, 2010; Capitulo 1). O estudo
das RONs em representantes do géfsgnmnotugem mostrado que esta regido € conservada
nas diferentes espécies, caracterizando-se na imaletas como um sistema simples,
apresentando variabilidade somente no que se elealizacdo nos cromossomos, podendo
também ser encontrada em diferentes pares (Fesyateli et al, 1997; Capitulo 1). Por
outro lado, casos de RONs multiplas ja foram rdlzdaem duas espéci€symnotus pantanal
(Fernandes-Matiolket al,, 2005) €G. jonasi(Milhomem, 2010).
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Na espécieG. sylvius as RONs estdo localizadas em posicdo terminal nos
cromossomos do par 17 e nas espéBiemaequilabiatuse G. cf. carapoos sitios de DNAr
também ocupam posicao intersticial, mas nos croonoss do par numero 1 (Capitulo 1). Em
G. cf. carapoda bacia Amazoénica, as RONs estdo localizadasna(mero 20 (Milhomem
et al, 2008). Pela metodologia comumente utilizadaaindlo foi possivel determinar uma
identidade comum para este par de homdlogos nestgcies de Gymnotiformes. Sendo
assim, o presente estudo teve como objetivo varise o par cromossémico portador dos
sitios de DNAr enG. sylvius G. inaequilabiatuse G. cf. carapo(presente estudo) @. cf.

carapo (Nagamachiet al, 2010) manteve-se conservado durante a histériautwel do

grupo.

Materiais e Métodos

Foram analisados citogeneticamente individuos @&e éspécies dé&ymnotus (G.
sylvius G. inaequilabiatuse G. cf. carapd de componentes de duas diferentes bacias
hidrogréficas, send&. sylvius eG. inaequilabiatusprovenientes do Rio Pardo, cachoeira
Véu da Noiva, Botucatu - SP, da bacia do Rio Pa@mema &. cf. carapoproveniente do
Rio Miranda, Passo do Lontra - MS, bacia do RicaBaai. Os exemplares analisados foram
fixados em formol a 10%, conservados em 4&lcool 7€%apos identificacdo, foram
depositados no Museu do Laboratorio de BiologiszeaéHca de Peixes (LBP) da UNESP de
Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

As preparagbes de cromossomos mitéticos foramzeskls de acordo com o
protocolo utilizado por Forestt al (1993), com algumas adaptagcdes. A marcacao dals RO
pelo nitrato de Prata seguiu a técnica propostaHparell e Black (1980). A marcacao pelo
fluorocromo CMA seguiu o0 procedimento estabelecido por SchweiZ&76). O
mapeamento dos sitios de DNAr 18S nos cromossonsafasicos foi realizado com a
aplicacdo da técnica de hibridacao fluorescangitu (FISH), de acordo com o procedimento
estabelecido por Pinket al (1986), com modificacdes. Foi utilizada a sondaDiNAr 18S
obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction), arpddi DNA total deG. cf. carapoe
marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche Appliece&og), sendo a detecgcao do sinal de
hibridacao realizada usando anti-digoxigenina-radar(Roche Applied Science).

A sonda do cromossomo portador das RON&dearapo(citétipo 2n=42) foi obtida
por Fluorescence Activated Cell Sorting (Nagamathal, 2010) e cedida pelos autores. A
aplicacdo da técnica de hibridacéo utilizando sstala e a deteccdo de sua marcacdo foram
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feitas segundo o protocolo descrito por Yatal. (1995), com modificacdes propostas em
Nagamachet al (2010).

Resultados

A impregnacao pelo nitrato de Prata evidenciou igdas as espécies Gymnotus
analisadas possuem RONs simples (Figuras la, 2a).eO3 exemplares dé&. sylvius
apresentaram duas marcacdes em posicao terminbragss curtos dos cromossomos do par
17, enquanto que os representanteSdmaequilabiatuse G. cf. carapoapresentaram seus
sitios ribossomais em posicéo intersticial no bragwo dos cromossomos do par niamero 1.
A ocorréncia de polimorfismo no tamanho das RONsoftservada com frequéncia nos
cromossomos portadores, em todas as espéciesadaalig-iguras 1, 2 e 3). A coloracdo com
o fluorocromo CMA emG. inaequilabiatuse G. cf. carapomarcou somente o par da RONs
(Figuras 2b e 3b) enquanto que &n sylvius apresentaram dois pares cromossOmicos
marcados, além do par portador da RONs (Figuras 1b)

A aplicacdo da técnica de hibridacdo fluorescemsindo a sonda de DNAr 18S
confirmou os resultados de marcacgéo obtidos pétatoide Prata (Figuras 1c, 2c e 3c). A
sonda total do cromossomo portador das RONs hatmidem apenas um par de cromossomos
nas trés espécies analisadas (Figuras 1d, 2d ec@dfirmando o carater conservado de

marcacado neste par.

Discussao

Para o grupo dos Gymnotiformes, foram descritas ®KGples na maioria dos
géneros investigados citogeneticamente. Forestal (1981) detectaram essa condicao
estudando RONs em cinco espécies desta ordemcérapq Apteronotus albifrons
Sternopygus macruryEigenmannia viresceresEigenmanniap.). Por outro lado, também ja
foram relatados casos em que as RONs apresentate-serma mudltipla, como em
Eigenmanniasp. (Almeida-Toledet al, 1996),G. pantanal(Fernandes-Matiolet al, 2005)

e G. jonasi(Milhomem, 2010).

A identificagdo das RONSs pela impregnacao por toitde Prata e por hibridacdo com
a sonda de DNAr 18S revelou marcacao coincident@@emas um par cromossoémico nas
trés espécies analisadas no presente trabalhaterarando-se como um sistema simples de

RONSs e corroborando dados obtidos anteriormentegket al, 1981; Fernandes-Matiadit
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al., 1997). Além disso, foi possivel observar a éxisia de polimorfismo no tamanho dos
sitios das RONs entre os cromossomos homologopreparacdes destas espécies, situagdo
recorrente em peixes e muito comum no gém&ymnotus(Forestiet al, 1981; Fernandes-
Matioli et al, 1997; Claro, 2008; Capitulo 1). Tal polimorfisgeralmente ocorre devido a
duplicacdes das sequéncias de DNA ribossomal, petw@nte causadas por um crossing-
over desigual durante a meiose (Almeida-Toletlal, 2000a). Considera-se, por outro lado,
que a variacdo de tamanho observada neste segrgenfomico poderia também ser
decorrente de alteracbes cromossdmicas como iregrs@tectadas em outras espécies da
ordem Gymnotiformes e evidenciadas em uma populdego carapo(Forestiet al, 1984).

Os tratamentos com CMArevelaram, além das marca¢cdes normais nos sitios
ribossomais e evidenciados pelos outros marcadarabem marcacdes adicionais em outras
regides cromossémicas, conforme observaddzemsylvius(Figura 1b), sugerindo que esses
segmentos marcados sejam ricos em bases GC e mig@epede qualquer relagdo com as
RONSs, como ja foi descrito ocorrer em outras egéde peixes Neotropicais (Artceti al,
1999). Diferentement&;. inaequilabiatue emG. cf. carapo(Figura 2b e 3b) tiveram apenas
as regides correspondentes as RONs marcadas @dluesbcromo.

Considerando a extensa variabilidade cariotipicg&weroGymnotusfoi investigada
a possibilidade de que diferentes pares poderianp@tadores das RONs nas diferentes
espécies, conforme indicado em estudos anteriofFesngndes-Matioliet al, 1997,
Fernandes-Matiolet al, 1998b; Milhomem, 2010, Capitulo 1). Assim, compicacdo da
técnica de hibridacdo utilizando como sonda o cssomo total portador da RON @&
carapo (2n=42) proveniente da bacia Amazonica, era desperar que houvesse marcagao
em outros pares cromossOmicos nas espécies dofgrestudo, uma vez que foi verificado
que as RONSs se localizam no par 17 @msylviuse no par 1 en(. cf. carapoe G.
inaequilabiatus enquanto séo localizadas no par 20 @mcarapoda bacia Amazonica,
espécie da qual foi isolado o marcador. Ao cortrda esperado, 0s resultados mostram que
este cromossomo manteve sua localizagcdo aparertteecmrservada nas diferentes espécies
estudadas neste trabalho.

Apesar da diferenca significativa encontrada narsnaanicroestrutura cariotipica em
representantes do géne®&ymnotus(Capitulos 1 e 2), o cromossomo portador das RONs
parece ser conservado entre as diferentes espi&rids, sido observadas variagfes apenas na
posicdo do sitio correspondente ao DNAr 18S no mesromossomo. Essa hipdtese é
reforcada por observacbes de Milhomem (2010) emdestrealizados com as RONs de

diferentes espécies dg@ymnotus que aponta para a existéncia de RONs multiplasiraa
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Unica espécie. jonasi Quando aplicada a técnica de hibridacdo com anmesonda
utilizada no presente trabalho e com a sonda de rDNS, foi observado que apenas a
metade distal de um par de cromossomos acrocéntapoesentava pintura, além de
marcacdes de sitios de 18S em outros pares cromiges) sugerindo que 0S Cromossomos
originalmente portadores das RONs @ncarapoestdo associados a outros cromossomos em
G. jonasj em rearranjos do tipo fus@w tandemou translocacdo. Além disso, a auséncia de
sitios 18S neste cromossomo sugere uma possivelarepacdo dos sitios de DNAr no
caridtipo desta espécie. Os dados obtidos confirrmamesultados de Milhomem (2010),

reforcando a caracteristica conservadora do p#gmrdas RONs nestas espécies.

Referéncias

As referéncias correspondentes a este capitulontaosse relacionadas no final

desta dissertacéo.
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a

Figura 1: Metéfases de exemplar @e sylvius Em a impregnacao por nitrato de Prata, em b
coloracdo com o fluorocromo CMAem_c FISH com sonda de DNAr 18S e em d marcacao
com sonda total do cromossomo portador das RONswr/a equivale 10pum.
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Figura 2: Metafases de exemplar @e inaequilabiatusEm a impregnacéao por nitrato
de Prata, em b coloragdo com o fluorocromo GM#n_c, FISH com sonda de DNAr
18S e em d marcag&do com sonda total do cromossortazlpr das RONs. A barra

equivale 10um.
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Figura 3: Metafases de exemplar @e cf. carapo Em a impregnacao por nitrato de
Prata, em b coloracdo com o fluorocromo Gjidm ¢ FISH com sonda de DNAr 18S e
em _d marcacao com sonda total do cromossomo pordaddRONSs. A barra equivale

10pm.
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5 Consideragoes Finais

Os estudos citogenéticos em peixes do géBgranotusém evidenciado a existéncia
de uma alta diversidade cariotipica entre as espéaiotadamente em relagdo ao numero
diploide e a férmula cariotipica (Fernandes-Matatlial, 1998b; Milhomem, 2010). Porém,
andlises realizadas com a aplicagcdo de diferendenichs citogenéticas classicas e
moleculares em espécies deste género revelaranct@spbéastante consistentes de
conservacao da macro e microestrutura do carigtgs comparacdes entre populacdes de
uma mesma espécie, resultados semelhantes eneaatispopulagdes dg. sylviuse G. cf.
carapo (Claro, 2008). Considerando essas caracteristicaspgenética poderia ser utilizada
como uma ferramenta importante para diagnostic@ni@xico neste grupo de peixes
(Margaridoet al.,, 2007).

Os estudos citogenéticos realizados neste trabativwlvendo quatro diferentes
espécies do géne@ymnotugrouxeram informacdes significativas relacionadaaélucéo
cromossOmica. Trés numeros diploides distintos atrquformulas cariotipicas foram
encontrados com numeros diploides de 40 cromoss@@2os+12sm+6st) er. sylvius de
52 cromossomos (32m+18sm+2st) @i pantherinuse de 54 cromossomos ef@.
inaequilabiatug42m+10sm+2a) &. cf. carapa(38m+12sm+4st).

As analises citogenéticas convencionais, como lmaed# C, revelaram uma
distribuicdo diferencial da heterocromatina coostia, sendo que as quatro espécies
analisadas possuem regides heterocromaticas egapasntromeérica e pericentromeérica na
maioria dos cromossomos (Fernandes-Matatdlial, 1998b; Silva e Margarido, 2005;
Margaridoet al, 2007). Além dessas regidé€s, sylviusapresentou blocos heterocromaticos
coincidentes com as RON<= inaequilabiatusG. pantherinug G. cf. carapcapresentaram
grandes blocos heterocromaticos intersticiais eurs cromossomos.

A impregnacao pelo nitrato de Prata evidenciou ipdas as espécies Gymnotus
analisadas possuem RONs simples mudando apenasig@a@romossomica (Fernandes-
Matioli et al, 2007; Claro 2008; Milhomerat al, 2010), sendo localizada no par 17 &m
sylvius enquanto nas outras trés espécies foram locabzad par 1. Estes resultados foram
coincidentes com os dados obtidos pela aplicacateadca de hibridacdo com sonda do
DNAr 18S e pela coloragdo com o fluorocromo Croneonai (CMAg) (Milhomem et al,
2008; Claro, 2008). Além disso, o tratamento comAgGMm G. sylviuse G. pantherinus
detectou a presenca de marcacdes adicionais enmsalgwmossomos, além daquelas

correspondentes as RONSs indicando, assim, a peeslenggioes ricas em pares de bases GC
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em outros sitios cromossémicos. A presenca e lulisgdo de tais segmentos cromossémicos
no genoma das espécies, além de servirem como doaesadas modificagBes cariotipicas

ocorridas durante o processo de diferenciacdo, npodar indicacbes dos mecanismos

evolutivos atuantes nos processos de especiacao.

A aplicacdo da técnica de hibridacéo fluorescanggtu utilizando sonda de DNAr 5S
mostrou um padrao de distribuicdo bem diferent®Né\r 18S. Enquanto ert. sylviusfoi
detectado apenas um par cromossémico envolvido a&onarcacdo por esta sonda, &n
pantherinusesta ocorreu em dois pares cromossomicos; j&emaequilabiatuscerca de
dezessete pares cromossOmicos mostraram marcagadse cf. caraposinais de marcagao
foram observados em cerca de quinze pares. Esta a@mpersdo do DNAr 5S poderia estar
associada a distribuicdo da heterocromatina catigtif que caracteriza regides geralmente
mais propicias a quebras cromossOmicas e, neste pade ter facilitado a dispersédo do
DNAr 5S nas duas espécies. Por outro lado, a meagédede apenas um par cromossémico
envolvido na sintese de RNAr 5S &n sylviusparece reforcar esta hipotese, uma vez que
esta espécie ndo apresenta grandes blocos hete&ic@s nos cromossomos, COmMO
encontrado nas outras espécies. Além disso, estadbizados em outras espécies de peixes
mostraram a possivel existéncia de elementos wansgs associados a dispersdo do DNAr
5S (Cioffiet al, 2010).

Devido a este interessante padrdo de dispersdd\do BS, j4 detectado em outras
espécies de peixes (Hatanaka e Galetti, 2004; Mantet al, 2005,), foi realizada a
amplificacdo desse gene nas espécies em estudio, pessivel observar a existéncia de duas
classes compondo este segmento genbmico, comatia efin peixes do génet@porinus
(Martins e Galetti, 2001). Neste sentido, as duksses encontradas foram isoladas,
sequenciadas e preparadas como sondas individraisgalizacdo da hibridacéo fluorescente
in situ. A classe | apresentou cerca de 450 pb e a dlasseea de 650 pb. A FISH utilizando
essas sondas revelou que @nsylviusas duas classes apresentam-se co-localizadas no
mesmo par cromossdmico, enquanto queGmnaequilabiatusa classe Il apareceu mais
dispersa em relacéo a classe |. Esse aspecto n&ercado do padréo de dispersao do DNAr
5S entre as duas espécies analisadas pode esbaiadssa rearranjos cromossOmicos
ocorridos que podem ter levado a perda de unidesfmtidas deste gene eB sylvius
espécie com menor numero cromossdmico (2n=40) Eae aG. inaequilabiatug2n=54).

De algum modo, esses rearranjos devem estar nesiagos a classe Il, que se mostrou
amplamente dispersa no complemento cromossomiespicie quando comparada a classe |

emG. inaequilabiatus
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A aplicacdo da técnica de hibridacdo com a sondané&ica (TTAGGG) revelou
sinais de marcacao fluorescente nas extremidade®dibs os cromossomos, nas quatro
espécies analisadas. Porém, @msylviusforam detectados sinais de marcacdo também na
regido telomérica intersticial (ITS) de um par comsdmico metacéntricos, indicando a
possivel ocorréncia de rearranjos cromossOmicosntes do tipo fusdo céntrica neste
conjunto cromossomico (Claro e Almeida-Toledo 2010)

A aplicacédo da técnica de pintura do par cromoss@rportador das RONs efa.
sylvius G. inaequilabiatuse G. cf. carapoutilizando como sonda o cromossomo inteiro
portador das RONs de. cf. carapdcitotipo 2n=42) proveniente da bacia Amazonicdidab
por FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting), traas um padrdo conservado desse
cromossomo nas diferentes espécie&gmnotusresultado semelhante encontrado em outras
espécies do género (Milhomem, 2Q1Anda que a variabilidade cariotipica existenterent
essas espécies seja grande, ndo foram observdei@chs entre os pares cromossémicos
portadores das RONSs nas distintas espécies aradisadses resultados parecem confirmar o
carater conservador das caracteristicas cariosiplesta classe de DNAr, como tem sido

observado nas espécies deste género.



71

Referéncias Bibliograficas

6 Referéncias Bibliogréaficas

Affonso PRAM, Galetti Jr. PM. 2005. Chromosomaledsification of reef fishes from genus
CentropyggPerciformes, Pomacanthidae). Genetica, 123: 237-23

Albert JS, Crampton WGR. 2003. Seven new specieshef Neotropical electric fish
Gymnotug(Teleostei, Gymnotiformes) with a redescriptionGf carapo(Linnaeus).
Zootaxa, 000:1-54.

Albert JS, Crampton WGR, Thorsen DH, Lovejoy NRO2OPhylogenetic systematics and
historical biogeography of the Neotropical electiish Gymnotus (Teleostei:
Gymnotidae). Systematics and Biodiversity, 4: 31%-4

Almeida-Toledo LF, Foresti F, Toledo-Filho SA. 198Spontaneus triploidy and NOR
activity in Eigenmanniasp. (Pisces, Sternopygidae) from the Amazon b&snetica,
66:85-88.

Almeida-Toledo LF, Stocker AJ, Foresti F, ToledthBi SA. 1996. Fluorescende situ
hybridization with rDNA probes on chromosomes obtmucleolus organizer region
phenotypes of species oEigenmannia (Pisces, Gymnotoidei, Sternopygidae).
Chromosome Research, 4: 301-305.

Almeida-Toledo LF, Foresti F, Toledo-Filho SA. 2@0®&aryotypic evolution in Neotropical
freshwater fish. Chromosome Today, 13: 169-182.

Almeida-Toledo LF, Foresti F, Daniel MFZ, ToleddHa SA. 2000b. Sex chromosome
evolution in fish: the formation of the neo-Y chrosome in Eigenmannia
(Gymnotiformes). Chromosoma, 109: 197-200.

Almeida-Toledo LF, Foresti F. 2001. Morphologicali§fferentiated sex chromosomes in
Neotropical freshwater fish. Genetica, 111: 1-3.

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman D1990. Basic local alignment search
tool. Journal of Molecular Biology, 215: 403-410.

Alves-Costa FA, Wasko AP, Oliveira C, Foresti F,ries C. 2006. Genomic organization
and evolution of the 5S ribosomal DNA in Tilapifishes. Genetica, 127: 243-252.

Artoni RF, Molina WF, Bertollo LAC, Galetti Jr. PM.999. Heterochromatin analysis in the
fish species Liposarcus anisitsi (Siluriformes) and Leporinus elongatus
(Characiformes). Genetics and Molecular Biology, 2244.

Artoni RF, Falcao JDN, Moreira-Filho O, Bertollo ICA 2001. An uncommon condition for a
sex chromosome system in Characidae fish. Distabuand differentiation of the

ZZ|Z\W system inTriportheus Chromosome Research, 9: 449-456.



72

Referéncias Bibliograficas

Artoni RF, Bertollo LAC. 2002. Evolutionary aspedcisthe ZZ/ZW sex chromosome system
in the Characidae fish, gentisiportheus A monophyletic state and NOR. Heredity,
89: 15-19.

Bertollo LAC, Takahash CS, Moreira-Filho O. 1978yt@axonomic considerations on
Hoplias lacerdadPisces, Erythrinidae). Revista Brasileira de Geagéfl: 103-120.

Bertollo LAC, Born GG, Dergam JA, Fenocchio AS, Miwa-Filho O. 2000. A biodiversity
approach in the Neotropical figthoplias malabaricusKaryotypic survey, geographic
distribution of cytotypes and cytotaxonomic consatiens. Chromosome Research, 8:
603-613.

Born GG, Bertollo LAC. 2002. An XX/XY sex chromosersystem in a fish speciddoplias
malabaricus with a polymorphic NOR-bearing X chromosome. CGhosome
Research, 8:111-118.

Campo D, Machado-Schiaffino G, Horreo JL, Garciayegez E. 2009. Journal of Molecular
Evolution, 68: 208-216.

Claro FL. 2008.Gymnotus carapoe Gymnotus sylviugTeleostei: Gymnotidae): uma
abordagem citogenético-molecular. Dissertacdo deradd. Instituto de Biociéncias
da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo. 97p.

Claro FL, Almeida-Toledo, LF. 2010. Evidence of @mosome fusion ifsymnotus sylvius
Albert & Fernandes-Matioli, 1999 (Teleostei: Gymifmines) detected by telomeric
probes and R-banding. Caryologia, 63: 134-141.

Cioffi MB, Martins C, Bertollo LAC. 2010. Chromosan spreading of associated
transposable elements and ribosomal DNA in the fislythrinus erythrinus
Implications for genome change and karyoevolutianfish. BMC Evolutionary
Biology, 10:271-280.

Cole CJ, Levans CR. 1971. Chromosome preparatibasmphibians and reptiles: improved
technique. Herpetol. Rev., 3: 102.

Crampton WGR, Hopkins CD. 2005. Nesting and patetage in the weakly electric fish
GymnotugdGymnotiformes: Gymnotidae) with descriptions afviel and adult electric
organ discharges of two species. Copeia, 1: 48-60.

Crampton WGR, Thorsen DH, Albert JS. 2005. Threes mpecies from a diverse and
sympatric assemblage of the electric #&ymnotugOstariophysi: Gymnotidae) in the
lowland Amazon Basin, with notes on ecology. Cop&i&2-99.

Cruz VP. 2009. Estudos citogenéticos em raias thergdotamotrygon(Chondrichthyes:

Myliobatiformes: Potamotrygonidae) na bacia supedio rio Parana. Dissertacdo de



73

Referéncias Bibliograficas

mestrado. Instituto de Biociéncias de Botucatu, veirsidade Estadual Paulista,
Botucatu-SP. 132p.

Diniz D, Laudicina A, Cioffi MB, Bertollo LAC. 2008 Microdissection and whole
chromosome painting. Improving sex chromosome aimip Triportheus(Teleostel,
Characiformes). Cytogenetic and Genome Researh163-168.

Domingues MS, Vicari MR, Abilhoa V, Wamser JP, @GestMM, Bertollo LAC, Almeida
MC, Artoni RF. 2007. Cytogenetic and comparativerphology of two allopatric
population ofAstyanax altiparanaésarutti & Britski, 2000 (Teleostei: Characidae).
Neotropical Ichthyology, 5: 37-44.

Drouin G, Moniz de Sa M. 1995. The concerted evoiubf 5S ribossomal genes linked to
the repeats of other multigene families. Molec@erogy Evolution, 12: 481-493
Feldberg E, Porto JIR, Bertollo LAC. 2003. Chrommosb changes and adaptation of Cichlid
fishes during evolutionn Fish adaptation (Val AL, Kapoor BG.), New Delhi &eW

York. Science Publishers, 285-308.

Fernandes-Matioli FMC, Almeida-Toledo LF, ToleddHei SA. 1997. Extensive nucleolus
organizer region polymorphism iymnotus carapgGymnotoidei, Gymnotidae).
Cytogenetics and Cell Genetics, 78: 236-239.

Fernandes-Matioli FMC, Almeida-Toledo LF, Toleddre SA. 1998a. Natural triploidy in
the Neotropical specieGymnotus carapdPisces: Gymnotiformes). Caryologia, 3:
319-322.

Fernandes-Matioli FMC, Marchetto MCN, Almeida-TatedlF, Toledo-Filho SA. 1998b.
High intraspecific karyological conservation in fospecies ofGymnotus(Pisces:
Gymnotiformes) from Southeastern Brazilian bas@eryologia, 3: 221-234.

Fernandes-Matioli FMC, Almeida-Toledo LF. 2001. Aolecular phylogenetic analysis in
Gymnotusspecies (Pisces: Gymnotiformes) with inferencestonmosome evolution.
Caryologia, 54: 23-30.

Fernandes-Matioli FMC, Albert J, Daniel-Silva MHZpes CE, Crampton WGR, Almeida-
Toledo LF. 2005. A neuaymnotugTeleostei: Gymnotiformes: Gymnotidae) from the
Pantanal Matogrossense of Brazil and adjacent agas1 continued documentation of
a cryptic fauna. Zootaxa, 933, 1-14.

Ferro DAM, Néo DM, Moreira-Filho O, Bertollo LAC.0B1. Nucleolar organizing regions,
18S and 5S rDNA inAstyanax scabripinnigPisces, Characidae): Populations

distribution and functional diversity. Genetica0155-62.



74

Referéncias Bibliograficas

Foresti F, Almeida-Toledo LF, Toledo-Filho SA. 198olymorphic nature of nucleolus
organizer regions on fishes. Cytogenetic and Celdics, 31: 137-144.

Foresti F, Torres RA, Toledo-Filho SA. 1984. Chramme studies iGymnotus Carapand
Gymnotus sifPisces, Gymnotidae). Caryologia (Firenze), 37:-146.

Foresti F, Oliveira C, Almeida-Toledo LF. 1993. Aethod for chromosome preparations
from large specimens of fishes using in vitro shtvgatment with colchicine.
Experientia, 49: 810-813.

Fujiwara M, Inafuku J, Takeda A, Watanabe A, Fujavah, Kohno S, Kubota S. 2008.
Molecular organization of 5S rDNA in bitterlings Y@rinidae). Genetica,
10.1007/s10709-008-9294-2.

Gold JR, Amemiya CT. 1986. Chromomyciny Atains nucleolus organizer regions of fish
chromosomes. Copeia, 1: 226-231.

Hall, TA. 1999 BioEdit: a user-friendly biologicaéquence alignment editor and

analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Aci&ymp. Ser., 41:95-98.

Hatanaka T, Galetti Jr. PM. 2004. Mapping of th& Hhd 5S ribosomal RNA genes in the
fish Prochilodus argenteusAgassiz, 1829 (Characiformes, Prochilodontidae).
Genetica, 122: 239-244

Henning F, Trifonov V, Ferguson-Smith MA, Almeida{€do LF. 2008. Non-homologous
sex chromosomes in two species of the gerfhigenmannia (Teleostei:
Gymnotiformes). Cytogenetic and Genome Research,33258.

Howell WM, Black DA. 1980. Controlled silver stamg of nucleolus organizer regions with
a protective colloidal developer: A 1-step methBxperientia, 36: 1014-1015.

Kao TT. 1990. Microdissection and microclonninghaiman chromosome 21. Proceedings of
Clinical and Biological Researchs, 360: 89-104.

Kavalco KF. 2008. Estudos Evolutivos no généstyanax(Pisces, Characidae). Tese de
Doutorado. Instituto de Biociéncias da Universidddeésao Paulo, S&o Paulo. 197p.

Kimura, M.1980. A simple method for estimating ewanary rate of base substitution
through comparative studies of nucleotide sequerdck®| Evol 16:111-120.

Lacerda MCV, Maistro EL. 2007. Cytogenetic Analysit Three SympatricGymnotus
Species (Teleostei: Gymnotidae) from the Fundoa&titeMG, Brazil. Cytologia, 72:
89-93.

Levan A, Fredga K, Sandberg AA. 1964. Nomenclatioe centromeric position on

chromosomes. Hereditas, 52: 201-220.



75

Referéncias Bibliograficas

Long EO, David IB. 1980. Repeated genes in Eukas/oAnnual Reviews in Biochemistry,
49: 727-764.

Mantovani M, Abel LDS, Moreira-Filho O. 2005. Conged 5S and variable 45S rDNA
chromosomal localization revealed by FISH #Astyanax scabripinnis(Pisces,
Characidae). Genetica, 123: 211-216

Mago-Leccia F. 1994. Electric fishes of the contaé waters of America. Biblioteca de la
Academia de Ciencias Fisicas, Matematicas y Nasy&laracas, 29: 1-206.

Margarido VP, Bellafronte E, Moreira-Filho O. 20@ytogenetic analysis of three sympatric
Gymnotus(Gymnotiformes, Gymnotidae) species verifies invasspecies in the
Upper Parana River basin, Brazil. Journal of Fighidg)y, 70: 155-164.

Martins C, Galetti Jr. PM. 1999. Chromosomal lacatiion of 5S rDNA genes ibeporinus
fish (Anostomidae, Characiformes). Chromosome Rebked: 363-367.

Martins C, Galetti Jr. PM. 2001. Two rDNA arraysNieotropical fish species: is it a general
rule for fishes? Genetica, 111: 439-446.

Martins C, Wasko AP. 2004. Organization and evolutdf 5S ribosomal DNA in the fish
genome. In Williams CR (ed) Focus on Genome Reke&tava Science Publishers,
Hauppauge, NY, 335-363.

Meltzer PS, Guan XY, Burgess A, Trent JM. 1992. iBgeneration of region specific probes
by chromosome microdissection and their applicatdature Genetics, 1: 24-28.
Milhomem SSR, Pieczarka JC, Crampton WGR, Souza,AC#valho Jr. JR, Nagamachi
CY. 2007. Differences in karyotype between two sgtrip species ofGymnotus
(Gymnotiformes: Gymnotidae) from the eastern amaddarazil. Zootaxa, 1397: 55-

62.

Milhomem SSR, Pieczarka JC, Crampton WGR, Silva B&jza ACP, Carvalho Jr. JR,
Nagamachi CY. 2008. Chromosomal evidence for atarygpecies in th&ymnotus
carapospecies-complex (Gymnotiformes, Gymnotidae). BM®IHtronary Biology,
9: 75.

Milhomem SSR. 2010. Variabilidade cromossémica espécies do génerG@ymnotus
(Gymnotidae-Gymnotiformes): primeira abordagem camcnica de Pintura
Cromossbmica. Tese de doutorado. Instituto de @iénBiolégicas, Universidade
Federal do Para. Belém-PA. 144p.

Morescalchi MA, Liguori I, Rocco L, Archimandritig\, Stingo V. 2008. Karyotypic
characterization and genomic organization of therBSA in Polypterus senegalus
(Osteichthyes, Polypteridae). Genetica, 132: 1™®-18



76

Referéncias Bibliograficas

Nagamachi CY, Pieczarka JC, Milhomem SSR, O'BR&M, Souza ACP, Ferguson-Smith
MA. 2010. Multiple rearrangements in cryptic speaté electric knifefishGymnotus
carapo (Gymnotidae, Gymnotiformes) revealed by chromosopagnting. BMC
Genetics, 11: 28.

Nederby-Nielsen J, Hallenberg C, Frederiksen S,ei&mn PD, Lomholt B. 1993.
Transcription of human 5S rRNA genes is influenbgdan upstream DNA sequence.
Nucleic Acids Research, 26: 3631-3636.

Oliveira C, Almeida-Toledo LF, Foresti F, Britski A1 Toledo-Filho SA. 1988a.
Chromosome formulae of Neotropical freshwater Bsh&evista Brasileira de
Genética, 11: 577-624.

Oliveira C, Almeida-Toledo LF, Foresti F, ToleddH& SA. 1988b. Supernumerary
chromosomes, Robertsonian rearrangements and rall{PRs inCorydoras aeneus
(Pisces, Siluriformes, Callichthyidae). Caryologia; 227-236.

Oliveira C, Almeida-Toledo LF, Mori L, Toledo-Filh&A. 1992. Extensive chromosomal
rearrangements and nucleolar DNA content changéseirvolution of the armoured
catfishes genugCorydoras (Pisces, Siluriformes, Callichthyidae). Journal Eigh
Biology, 40: 419-431.

Oliveira C, Wright JM. 1998. Molecular cytogenetmalysis of heterochromatin in the
chromosomes of tilapiaQreochromis niloticugTeleostei: Cichlidae). Chromosome
Research, 6: 205- 11.

Oliveira C, Foresti F, Almeida-Toledo LF. 2007. Katypic evolution in Neotropical fishes.
In: Fish Cytogenetics. Pisano E, Ozouf-Costaz Qe$io F, Kapoor BG. Enfield,
Science Publisher, 111-164.

Pansonato-Alves JC, Paiva LRS, Oliveira C, Fordsti2010. Interspecific chromosomal
divergences in the genu€haracidium (Teleostei, Characiformes, Crenuchidae).
Neotropical Ichthyology, 8:77-86.

Pansonato-Alves JC, Vicari MR, Oliveira C, Fordst2011. Chromosomal diversification in
populations ofCharacidium cf. gomes(Teleostei, Crenuchidae). Journal of Fish
Biology, 78: 183-194.

Pendas AM, Moran P, Freije JP, Garcia-Vasquez B41€hromosomal location and
nucleotide sequence of twtandem repeats of the Atlantic salmon 5S rDNA.
Cytogenetics Cell Genetics, 67: 31-36.



77

Referéncias Bibliograficas

Pendas AM, Moran P, Martinez JL, Garcia-Vasqued305. Applications of 5S rDNA in
Atlantic salmon, brown trout, and in Atlantic salmax brown trout hybrid
identification. Molecular Ecology, 4: 275 — 276.

Phillips RB, Reed KM. 1996. Application of fluoreswe in situ hybridization (FISH)
techniques to fish genetics: a review. Aquacultlid€): 197-216.

Pinhal D, Araki CS, Gadig OBF, Martins C. 2009. klallar organization of 5S rDNA in
sharks of the genuRhizoprionodon insights into the evolutionary dynamics of 5S
rDNA in vertebrate genomes. Genetics ResearchBY2

Pinkel D, Straume T, Gray JW. 1986. Cytogeneticly@ma using quantitative, high-
sensitivity, fluorescence hybridization. Proceedingf the National Academy of
Sciences, 83: 2934-2938.

Reis RE, Kullander SO, Ferraris C. 2003. Check bistreshwater Fishes of South and
Central America. Porto Alegre: Edipucrs, 742p.

Sanchez S, Laudicina A, Jorge LC. 2004. A New RepbrMultiple Sex Chromosome
System in the Order Gymnotiformes (Pisces). Cytalog®: 155-160.

Santi-Rampazzo AP, Nishiyama PB, Ferreira PEB, Msi$antos IC. 2008 Intrapopulatinal
polymorphism of nucleolus organizer regionSerrapinnus notamela@Characidae,
Cheirodontinae) from the Paran& River. Journalist Biology, 72:1236-1243.

Schweizer D. 1976. Reverse fluorescent chromosandibg with chromomycin and DAPI.
Chromosoma, 58: 307-324.

Schweizer D, Ambros P, Andrle M. 1978. Modificatimi DAPI banding on human
chromosomes by prestaining with a DNA-binding ofigptide antibiotic, Distamycin
A. Experimental Cell Research, 111: 327-332.

Silva EB, Margarido VP. 2005. An X1X1X2X2/X1X2Y ntigle sex chromosome system in
a new species of the gen@ymnotus(Pisces, Gymnotiformes). Environmental
Biology of Fishes, 73: 293-297.

Singer MF. 1982. Highly repeated sequences in mdiamgenomes. Int. Rev. Cytol., 76:
67-112.

Sumner AT. 1972. A simple technique for demonsiatcentromeric heterochromatin.
Experimental Cell Research, 75: 304-306.

Telenius H, Pelmear A, Tunnacliffe. A992 Cytogenetic analysis by chromosome painting
using DOP-PCR amplified flow-sorted chromosomesigseChromosomes Cancer, 4:
257-263.



78

Referéncias Bibliograficas

Thompson, JD, Gibson, TJ, Plewniak, F, Jeanmougirtiggins, DG. 1997. The ClustalX
windows interface: flexible strategies for multiglequence alignment aided by quality
analysis tools. Nucleic Acids Res., 24:4876-4882.

Yang F, Carter NP, Shi L, Ferguson-Smith MA. 1985%omparative study of karyotypes of
muntjacs by chromosome painting. Chromosoma, 143+-6&52.

Xia, X e Xie, Z. 2001. DAMBE: Data analysis in molgar biology and evolution. J.
Heredity, 92:371-373.

Zhu HP, Lu MX, Gao FY, Huang ZH, Yang LP, Gui JB1R. Chromosomal localization of
rDNA genes and genomic organization of 5S rDNAOireochromis mossambicuS.

urolepis hornorurmand their hybrid. Journal of Genetics, 89: 163:171



