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RESUMO

A ordem Gymnotiformes compreende o0s peixes elétricos, que estdo
amplamente distribuidos pelas Américas Central e do Sul. A familia
Gymnotidae possui apenas dois géneros Gymnotus e Eletrophurus, sendo que
este ultimo foi recentemente incluido a familia. O género Gymnotus é o mais
especioso da ordem com 33 espécies, e € também o que comporta maior
namero de estudos citogenéticos. O presente trabalho teve por objetivos
analisar o comportamento meibtico do sistema de cromossomos sexuais
multiplo X;X1X2X2/X1X2Y em G. pantanal. Isolar sequéncias de DNA repetitivo
das trés espécies que habitam em simpatria o rio Piquiri — Parana — Brasil: G.
sylvius, G. paraguensis e G. pantanal, e neste Ultimo a possivel associacéo
dessas sequéncias aos cromossomos sexuais. E mapear o DNAr 5S em G.
paraguensis e G. pantanal. A Analise meidtica revelou a formagdo de um
trivalente no estagio de paquiteno da Profase | em G. pantanal formado pelos
cromossomos Xi, Xz e Y, pareados complementarmente caracterizando um
sistema de determinacdo sexual recente. A metéfase Il apresentou células com
18+Y e 18+X;X, cromossomos, caracterizando uma disjuncdo tipica dos
cromossomos sexuais, dando origem a gametas balanceados. O mapeamento
de sequéncias de DNA repetitivos isolados por Cot — 1 apresentou localizacéo
em regido centromérica e na regido das regides organizadoras de nucléolos de
todas as espécies analisadas, inclusive nos cromossomos sexuais de G.
pantanal, padrdo coincidente com blocos heterocromaticos. A hibridizacdo com
sondas de DNAr 5S revelou padrdo de marcacao proprio em todas as espécies
analisadas. Nossos dados sugerem uma origem recente para 0S Cromossomos
sexuais de G. pantanal e uma dinamica evolutiva diferenciada para distribuicéo
do DNAr 5S no cariétipo das espécies analisadas. Sugerindo que este carater
possa ser mais amplamente utilizado entre os Gymnotidae como marcador
citotaxondmico.

Palavras chaves: Gymnotidae, cromossomos sexuais de origem recente,
meiose, DNAr 5S, DNA repetitivos.
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Abstract

The order Gymnotiformes ranges the electrical fish. It's distributed by South and
Central America. Family Gymnotidae show two genus; Gymnotus and
Eletrophurus, the last one was recently included in this family. Genus Gymnotus
is the most widespread and show 33 species and present great number of
cytogenetics studies. Our objectives in the present study were analyse the
meiotic behaviour of multiple sexual chromosomes system X;X;XoXo/X1X2Y of
G. pantanal, isolate sequences of repetitive DNA from three species of
Gymnotus; G. sylvius, G. paraguensis and G. pantanal, inhabiting in simpatry at
Piquiri River - PR — BR, verify the association of these sequences with sexual
chromosomes and mapping the rDNA 5S gene at G. paraguensis and G.
pantanal. Meiotic analysis of G. pantanal presented one trivalent in pachytene
of profase | formed by X1, X2 and Y chromosomes, totally paired characterizing
a recent sexual chromosomes system. In the metaphase Il was visualized cells
18+Y and 18+X1X2 chromosomes with normal disjunction of sexual
chromosomes and balanced gametes. The mapping of repetitive DNA
sequences, isolated by Cotl, presented location in centromeric and Nucleor
Organization Regions (NORs) of all analyzed species, included the sexual
chromosomes of G. pantanal, standard similar of heterocromatin obtained by C
banding. Hybridization with rDNA 5S probes presented a standard unique for all
species analyzed. Our data suggest a recent origin for sex chromosomes of G.
pantanal and a differentiate evolutionary dynamic for the distribution of rDNA 5S
in the karyotype of species analyzed, suggesting that character can be broadly

utilized among the Gyminotidae as cytotaxonomic marker.
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Introducgéo Geral

1 - Peixes da Ordem Gymnotiformes

A ordem Gymnotiformes compreende os peixes elétricos ou Knifefishes
conhecidos popularmente como taviras, sarap0s e poraqués. Endémica da
regido Neotropical (Campos-da-Paz, 2003) estd amplamente distribuida, desde
os Pampas na Argentina até o Chiapas, no México (Figura 1), e alcangcam sua
maior diversidade e abundéancia na bacia amazonica (Albert e Miller, 1995;
Albert e Campos-da-Paz, 1998; Oyakawa et al., 2006). Importante componente
da ictiofauna noturna de peixes de agua doce da América do Sul os membros
da ordem Gymnotiformes s&o divididos em cinco familias: Gymnotidae,
Sternopygidae, Rhamphichtydae, Hypopomidae, Apteronotidae (Albert e
Campos-Da-Paz, 1998).

Com anatomia externa bastante diferenciada dos demais peixes
neotropicais o0os Gymnotiformes sdo facilmente identificaveis. Seus
representantes possuem um corpo alongado e comprimido lateralmente,
escamas ciclbides, nadadeiras dorsal e caudal ausentes, nadadeira anal muito
longa com mais de 150 raios, olhos pequenos e geralmente recobertos por
pele, 6rgdos internos compactados na por¢cdo anterior do corpo e o anus
localizado na altura das nadadeiras peitorais (Alves-Gomes, 1998). A porcao
caudal do corpo é alongada e a postura rigida em toda a por¢do pos-cranial do
corpo é mantida por numerosos 0ssos intermusculares (Albert e Campos-da-
Paz, 1998; Oyakawa et al., 2006).

Mesmo com tantas caracteristicas Unicas talvez a caracteristica mais

notavel esteja na habilidade de autogerar e utilizar campos elétricos, tanto para
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eletrolocalizacdo de objetos e outros organismos, quanto para a interacéo
social (Campos-da-Paz, 2003). Os orgaos de descarga elétrica (ODES) podem
ser classificados como sendo do tipo “onda” ou “pulso”, dependendo da taxa de
repeticdo (Alves-Gomes 1998). Devido as suas caracteristicas incomuns, mas
relativamente simples, os ODEs dos Gymnotiformes tem sido alvo de diversos
estudos, principalmente sobre neurobiologia e ecologia (Heiligenberg, 1990;
Stopa e Hoshino, 1999; Stoddard, 2002). As descargas elétricas sé&o
especificas para cada espécie e sao utilizadas como um carater para

identificacdo e descricao de espécies (Albert e Crampton, 2001).

1

Figura 1 — Distribuicdo endémica dos Gymnotiformes restrita a regido Neotropical (Albert e

Campos-da-Paz, 1998).
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1.1 - Familia Gymnotidade

Os naked-back knifefishes como também é conhecida a familia
Gymnotidae caracterizam-se morfologicamente por possuirem um corpo mais
cilindrico e cabeca achatada, em relacdo aos outros Gymnotiformes.
Compreende os géneros Gymnotus e Eletrophurus, sendo que o ultimo foi
recentemente incluso na familia e possui somente uma espécie (Albert, 2001).
Sao peixes de pequeno a médio porte popularmente conhecidos como
morenitas ou taviras (Graca e Pavanelli, 2007).

Gymnotus € o género de Gymnotiformes mais amplamente distribuido e
€ encontrado na sua maioria em aguas continentais da Ameérica do Sul,
principalmente na bacia amazénica, com 18 espécies (Albert et al., 2005). E
também o género mais especioso da ordem com 33 espécies descritas (Froese
e Pauli, 2009), das quais 22 séo brasileiras (Campos-da-Paz e Buckup, 2007).

Os Gymnotideos séo predadores noturnos agressivos e podem exibir um
comportamento territorialista e de cuidado com a prole. Com relacdo a
respiracdo estes peixes podem também respirar o0 ar atmosférico. As espécies
de Gymnotus sdo capazes de usar parte de seu sistema de bexiga-natatoria
em certas ocasioes, enquanto que Eletrophorus é considerado dependente do
ar-atmosférico, possuindo um oOrgao respiratorio oral vascularizado (Campos-
da-Paz, 2003).

As espécies de Gymnotus possuem escamas cicléides, boca grande e
prognata e sdo fracamente elétricos, enquanto as espécies de Eletrophorus,
por outro lado, ndo possuem escamas, a boca é terminal e quando adultos sao
capazes de gerar descargas elétricas de até 600 volts (Campos-da-Paz, 2003).

A presenca de bandas pigmentadas € talvez a caracteristica mais chamativa de

16
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diversidade interespecifica e da variacdo geografica em Gymnotus. Sendo que
a condicdo plesiomoérfica é a presenca de 18 a 23 bandas obliquas e
escuramente pigmentadas com ondulacfes nas margens que sao palidas nas
fases de crescimento, resultando na aparéncia de pares de bandas nos
adultos. O papel ecoldgico das bandas pigmentadas parece estar associado a
funcao de coloracéo criptica e assim evitar a predacao (Albert et al., 2005).

Muitas espécies de Gymnotus sdo encontradas em assembléia. Na area
de Tefé na Amazbnia Ocidental, por exemplo, ocorrem 11 espécies em
simpatria (Crampton, 1998; Albert e Crampton, 2001; Crampton et al., 2005). A
capacidade de algumas regides suportarem a coexisténcia de muitas espécies
ainda é pouco conhecida. Estudos sugerem o papel de fatores ecoldgicos e
histéricos, bem como a natureza dos sinais elétricos especificos para cada
espécie (Crampton et al., 2005).

Segundo estes autores as assembléias de Gymnotus néo representam o
resultado de radiacdo local ou regional, mas de processos combinados
incluindo especiacdo in situ, extincdo, imigracdo e fatores ecologicos que
permitiram a coexisténcia simpatrica. Margarido et al., (2007) atribuiram a
condicdo simpatrica de trés espécies de Gymnotus no Alto Rio Parana a acéo
antropica. A barragem do Rio Parana para a construcdo da usina hidrelétrica
de Itaipu permitiu o contato de espécies que até entdo estavam isoladas por
uma barreira geografica natural, as Sete Quedas, permitindo o contato e
posteriormente levada a condicdo simpatrica de Gymnotus paraguensis, G.
sylvius e a espécie invasora G. pantanal. Os autores levantaram outra hipotese

também por interferéncia humana. O transporte da localidade de origem destas
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espécies para outra regido para serem utilizadas como iscas-vivas por
pescadores, para a pesca de grandes peixes na regido do Parana.

Contudo em nenhum dos casos relatados acima, ocorre a formacgéo de
hibridos interespecificos, ressaltando as barreiras pré-zigoticas de isolamento

entre as espécies.

1.2 - Estudos citogenéticos na familia Gymnotidae

O género Gymnotus é 0 que apresenta maior numero de estudos
citogenéticos dentre os Gymnotiformes, das 33 espécies que compdem 0 grupo
dez apresentam descricdo de caribtipo, localizacdo da regido organizadora de
nacleos (AG-RONs) e heterocromatina (Margarido et al., 2007; Lacerda e
Maistro, 2007; Milhomen et al., 2007). Contudo, os estudos de mapeamento de
genes ribossémicos sdo escassos, somente Gymnotus sylvius e Gymnotus
carapo possuem descricao da localizacdo do DNAr 5S e 18S (Claro, 2008). Os
estudos citogenéticos realizados na familia Gymnotidae estdo sumarizados na
tabela 1.

O género Eletrophurus que possui uma unica espécie foi recentemente
cariotipado. Duas populacdes de Eletrophurus eletricus uma da do rio
Amazonas (Almerim - Para) e outra do rio Araguaia (Nova Crixas — Goias)
apresentaram padrdo cromossodmico observado para outros membros da
familia com 2n = 52 cromossomos e predominio de morfologia
meta/submetacéntricos. Contudo a localizacdo das regibes organizadoras do
nucléolo (Ag-RONS) foi divergente entre as duas populagdes. A populacdo do
rio Amazonas apresentou marcacao pelo nitrato de Prata no par metacéntrico

grande identificado como par 2, em regido pericentromérica do brago longo,
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com uma segunda marcacdo também em regido pericentromérica do par
metacéntrico 4, em somente um dos homologos. A populacdo do rio Araguaia
apresentou somente um par metacéntrico, identificado como o primeiro par,
também marcado pela Prata em regido logo abaixo do centrémero (Fonteles et
al., 2008). Este padrdo se mostra divergente quando comparado ao outro
género da familia, Gymnotus que apresenta as RONs localizadas em regido

terminal do braco curto de cromossomos geralmente acrocéntricos (tabela 1).

1.2.1 - Cromossomos sexuais

A presenca de cromossomos sexuais determina diferencas cariotipicas
entre o sexo feminino e o sexo masculino. Essa diferenca, ou seja, a
heterogametia pode ocorrer tanto nos machos quanto em fémeas. Quando a
heterogametia ocorre na fémea o sistema é designado ZZ/ZW, onde o
cromossomo identificado como W é o diferenciado. Este tipo de sistema
cromossOmico é amplamente descrito em grupos de invertebrados como
Lepidoptera (Vitkovd et al., 2007) e considerado uma caracteristica
compartilhada entre répteis como cobras vipérides (Becak et al., 2003) e esta
na base da filogenia das aves (Matsubara et al., 2006). Quando a
heterogametia ocorre no macho o sistema é identificado como XX/XY e o
cromossomo Y é o heteromorfico. O sistema XX/XY ja foi descrito para
espécies de peixes e outros organismos, no entanto € comumente encontrado
em mamiferos como uma caracteristica basal (Matsubara et al., 2006). Os
sistemas simples de diferenciacdo sexual, aqueles que envolvem somente um

par de cromossomos, estdo geralmente associados ao processo de
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heterocromatinizacdo total ou parcial do cromossomo heteromdérfico W ou X
(Charlesworth e Charlesworth, 2000).

A diferenciacdo cromossdmica entre 0s sexos pode também ser
determinada por sistemas multiplos de cromossomos sexuais, onde mais que
um par cromossémico € responsavel pela determinacdo sexual. Sdo formados
por eventos de translocacdo Robertsonianas, ou eventos de fissdo e fusao,
inversbes com pouco ou quase nenhum envolvimento de heterocromatina
como no caso dos peixes (Moreira-Filho et al., 1993).

Em peixes a diferenciagdo cromossOémica entre 0S sSexos ndo € um
evento comum, entretanto, com avanco dos estudos citogenéticos no grupo
varias espécies em diferentes ordens ja tiveram descricdo de tal diferenciacéo.
Por se tratar de um grupo de vertebrados basal e extremamente diverso &
encontrado na literatura descricbes de varios tipos de sistemas de
cromossomos sexuais (Bertollo et al., 1997; Bertollo e Mestriner, 1998; Maistro
et al.,, 1998; Born e Bertollo, 2000; Wasko et al., 2001; Venere et al., 2004;
Silva e Margarido, 2005; Vicari et al., 2006).

A ordem Gymnotiformes pode ser citada como um exemplo interessante
para a presenca de cromossomos sexuais em peixes. Das cinco familias
descritas para esta ordem trés possuem espécies com Cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados, sendo que varios tipos tem sido descritos,
sugerindo que o aparecimento destes sistemas seja independente, sem origem
em um ancestral comum, sugerido pelas diferencas entre 0os cromossomos
identificados como sexuais, presenca de regides heterocromaticas e
principalmente pelo tipos de sistemas apresentados (Almeida-Toledo e Foresti,

2001).
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Até o momento foram descritos sistemas de cromossomos sexuais nas
familias Gymnotidae (Gymnotus pantanal), Sternopygidae (Eigenmannia sp.) e
Hypopomidae (Brachyhypopomus pinicaudatus) (Silva e Margarido, 2005;
Almeida-Toledo et al., 2000a; Almeida-Toledo et al., 2000b).

A familia Gymnotidae esta arranjada em posicao basal dentro da ordem
Gymnotiformes (Alves-Gomes et al., 1995; Albert, 2001) e como tal, a evolucéo
cariotipica ganha destaque, especialmente em relacdo a presenca, origem e

diferenciacdo de cromossomos sexuais.

1. 3 - Sequéncias de DNA repetitivo

Sequéncias de DNA repetitivo sdo geralmente classificadas dentro de
duas classes: sequéncias que séo repetitivas em tandem, e que séo arranjadas
em sucessivas repeticbes como DNA satélites e microssatélites que séo
compostos por poucas centenas de pares de bases repetidas um milh&do de
vezes ou mais em cada genoma. Também por sequéncias que podem estar
moderadas a altamente repetitivas e que estédo dispersas pelo genoma, como
elementos transponiveis e retroelementos (Jurka et al., 2005). Cépias deste
tipo de sequéncia estdo comumente associadas a regides de heterocromatina,
detectadas por técnicas como o bandamento C. Essas sequéncias né&o
codificantes sdo extremamente importantes na organizacdo estrutural e
funcional do genoma eucarioto, a exemplo de regides heterocromaticas
pericentroméricas (Grady et al., 1992; Schueler et al., 2001).

Sequéncias moderadamente repetitivas dispostas em tandem com
funcdo conhecida na sintese de proteinas sdo detectadas por sondas para 0s

DNA ribossémicos (45S e 5S) muito conservados evolutivamente, similar em
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todos os eucariotos, utilizado como uma ferramenta importante para estudos
evolutivos.

Em eucariotos arranjos em tandem dos genes RNA ribossémicos estdo
organizados em duas familias multigénicas distintas, compostas por centenas
de milhares de coépias. Uma familia é representada pelo DNAr 45S a qual
codifica os RNAr 18S, 58S e 28S, a qual é comumente localizada
indiretamente por nitrato de prata, que se liga as proteinas envolvidas na
transcricdo. A outra é representada pelo DNAr 5S que codifica 0 RNAr 5S, um
dos componentes da subunidade maior dos ribossomo. O arranjo do DNAr 5S
consiste em sequéncias codificantes de 120 pb que sdo separadas umas das
outras por um DNA espacador ndo transcrito (NTS). Este DNAr nao é
localizado pelo nitrato de prata, sendo necessario a utilizacdo de sondas
especificas para a localizacdo cromossdmica através da hibridizacdo in situ
(Galetti, Jr. e Martins, 2006).

Além do DNAr, sequéncias altamente repetitivas de DNA telomérico
(TTAGGG), que ocorre em regido terminal de cada cromossomo e sequéncias
de DNA centromérico (por ex. DNA alfa satélite humano), também sé&o
exemplos de sequéncias conservadas e repetidas em tandem, embora essa
dltima possua geralmente grande diversidade de sequéncias distintas
associadas (Guerra, 2004).

E consenso que sequéncias repetitivas de DNA constituem um
componente substancial do genoma de todos os eucariotos. No entanto, pouco
se conhece a cerca de possiveis funcdes desta fracdo do genoma.
Frequentemente, sequéncias repetitivas resultam de desvios do processo de

replicacdo ou pela dispersdo de elementos transponiveis. O excesso dessas
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sequéncias requer um gasto maior de energia para a replicacdo, e ainda pode
interferir o mecanismo de crossing-over, gerando recombinacao desigual entre
elementos homoélogos (Hiesh e Fire, 2000).

Contudo, é certo que as sequéncias repetitivas tém um papel importante
na evolucdo da estrutura e funcdo do genoma em vertebrados e outros
eucariotos, e dada a grande porcdo do conteudo de DNA as células e a

variacdo do tamanho do genoma entre os eucariontes (Brenner et al., 1993).

1.3.1 — Associacao de elementos repetitivos a cromossomos sexuais

Cromossomos sexuais ou alossomos, normalmente apresentam grandes
blocos de heterocromatina (Artoni et al., 2001). Regides heterocromaticas
possuem grande quantidade de sequéncias repetitivas associadas, tanto de
repeticbes em tandem como dispersas (Hiesh e Fire, 2000). Cromossomos em
avancado estagio de diferenciacdo sdo depodsitos de sequéncias repetitivas
derivadas de elementos transponiveis como tranposons e retrotransposons
(Charlesworth e Charlesworth, 2000).

Segundo Charlesworth e Charlesworth (2000), o acumulo de sequéncias
repetitivas em proto-cromossomos sexuais € um passo inicial na diferenciacéo
dos alossomos. O cromossomo portador de genes sexo-especifico é suprimido
de recombinacédo, e desta forma diverge, acumulando sequéncias repetitivas
multiplas incluindo elementos transponiveis.

O peixe Platyfish (Xiphophorus maculatus) teve diversas sequéncias
repetitivas isoladas de seus cromossomos X e Y, incluindo numerosos
elementos transponiveis tais como: SINEs (Short interspersed nuclear

element), LTR (long terminal repeat), MITE (miniature inverted repeat
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transponable element) e retrovirus enddgenos. Alguns desses identificados
pela primeira vez em peixes e em vertebrados (Schultheis et al., 2006). Estes
mesmos autores propuseram que as regides de determinacdo sexual em
Xiphophorus séo ricas em elementos transponiveis e outras classes de DNA
repetitivo que frequentemente podem sofrer rearranjos genémicos,
particularmente duplicacbes e delecbes. Alguns desses rearranjos podem
corresponder a eventos iniciais de diferenciacdo molecular importantes para a
supressdo da recombinacdo ao redor dos locos de determinacdo sexual entre
0S cromossomos X e Y.

Esta linha de pensamento parece se confirmar, altas concentracdes de
elementos transponiveis tem sido observadas em cromossomos sexuais de
muito taxons distantes filogeneticamente como em grupos de invertebrados e
mamiferos. Esta agregacdo causa remodelacdo dos cromossomos sexuais
ocorrendo: (1) aprisionamento e acumulo de retrotransposons; (2)
silenciamento de genes que flanqueiam regibes sexo-especifico; (3)
duplicacdes de regides do DNA; (4) delecdo de genes e regides intergénicas.
Desta forma, o silenciamento e inativacdo de alelos do neo-Y forcam regifes
homologas do neo-X em machos a adotar mecanismos de compensacao de
dose (Steinemann e Steinemann, 2005).

Quanto aos peixes neotropicais Sdo poucas as espécies com que
possuem sequéncias repetitivas sexo-especifico isoladas e mapeadas.
Destacam-se algumas espécies da ordem Characifomres: Leporinus elongatus
(Nakayama et al.,1994), Hoplias malabaricus (Born e Bertollo, 2000), espécies
do género Triportheus (Artoni e Bertollo, 2002) e recentemente espécies do

género Paradon e Apareidon (Schemberg , 2009). Tendo em vista a grande
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diversidade da ictiofauna de peixes neotropicais, ressalta-se a necessidade da
expansdo de estudos destas sequéncias em outras ordens para a
compreensao da associacdo das mesmas e a importancia na evolucdo de

Cromossomos sexuais deste grupo.

1.3.2 — Prospeccéao de sondas de DNA repetitivos

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) representa uma tecnologia
direta, rapida, de alta resolugcdo e bastante eficaz para a deteccdo e
mapeamento de sequéncias alvo de DNA por meio de uma sonda
complementar a sequéncia de interesse. A revolucdo crescente desta técnica,
ndo utilizando mais sondas radioativas permitiu grande expansao nas area da
citogenética clinica, evolutiva e de mapeamento génico (Yonenega-Yassuda,
2004). As variantes da FISH como a Zoo-FISH (hibridacdo de sondas parciais
de um grupo animal com propésito de checar homologia com outro grupo
animal), e o GISH (hibridacdo cruzada de sondas a partir do genoma total de
uma espécie em outra com o proposito de comparar homologias gendmicas)
tem auxiliado nos estudos e na compreenséo da evolugdo cromossdmica nos
mais diversos grupos de vertebrados (Nieves et al., 2005; Hass et al., 2008).

A integracdo de sequenciamento de DNA com o0 mapeamento
cromossbmico fisico de elementos repetitivos pode prover um panorama
melhor a cerca da estrutura e composi¢cdo do genoma. Além disso, sequéncias
de DNA repetitivo podem ser bons marcadores cromossomicos, utilizados em
estudos evolutivos, identificacdo de rearranjos cromossomicos e identificacéo

de cromossomos de determinacdo sexual (Teixeira et al., 2009).
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A obtencdo de sondas de DNA de natureza repetitiva pode ser obtida
por diversas metodologias. Os procedimentos mais empregados sdo: Digestao
do DNA genbmico por enzimas de restricdo. Uma enzima de restricdo que
produza clivagem em uma unidade de repeticdo produzira cortes idénticos em
todas as demais unidades desse DNA repetitivo organizado em tandem
podendo ser visualizada como banda especifica em gel de eletroforese. Esta
pode ser recortada do gel e seu DNA extraido e utilizado como sonda (Guerra,
2004).

Bibliotecas gendmicas sao colecdes de fragmentos de DNA inseridos em
vetores de clonagem que juntos podem cobrir todo o genoma de um
organismo, permitindo identificar sequéncias repetitivas dispersas por exemplo.
Assim diversas sondas podem ser obtidas por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), desde que se conhecam as sequéncias que flanqueiam o DNA alvo,
para a construcao de primers (Guerra, 2004).

O isolamento de sequéncias repetitivas pode ser realizado pela técnica
da cinética da reassociacdo do DNA — Cot -1. Essa técnica se baseia no
aguecimento e quebra do DNA genémico sob pressdo ou sonicamente,
seguido pelo tratamento com a enzima S1- nuclease (Zwich et al.,, 1997;
Ferreira e Martins, 2008). Utilizada primariamente para isolar sequéncias
repetitivas que bloqueassem sinais inespecificos na hibridizagéo in situ, o Cot —
1, vem sendo utilizado com sucesso na separacao de sondas de DNA repetitivo
de interesse para a compreensdo da dinamica evolutiva deste tipo de
sequéncia em alguns grupos (Ferreira e Martins, 2008; Vicari et al., 2010).

Cromossomos inteiros, ou em partes, também podem ser isolados e

utilizados como sondas. Para isso metodologias de citometria de fluxo e
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microdissec¢do ou raspagem cromossémicas tem sido empregadas. Apds a
separacao do cromossomo de interesse este é amplificado por uma reacao de
PCR especifica DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed PCR). Os
iniciadores primers utilizados nesta reacdo de PCR sdo degenerados, e assim
amplificam qualquer DNA fornecido na reacao (Guerra, 2004).

A utilizacdo destas técnicas permitiu isolar todos os cromossomos de
determinadas espécies, como 0Ss cromossomos da espécie humana e de
camundongos. As sondas de cromossomos inteiros isolados permitiram
investigar a evolucdo cromossOmica através de pinturas nas espécies
relacionadas filogeneticamente, reconstruindo a histéria evolutiva dos

cromossomos em taxons relacionados (Pieczarka e Nagamachi, 2004).
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Tabela 1: Dados citogenéticos descrito para espécies da familia Gymnotidae

Espécie 2n Formula N° Par portador Localizag&o da heterocromatina Localidade *Ref.
cromossomica da RON
Eletrophurus eletricus 52 42m/sm+10a 2q (sm), 4q (sm) Pericentromérica em todos os Rio Amazonas —
cromossomos, e associadas Almerim — PA BR 1
RONs
52 42m/sm+10a 19 (sm) Pericentromérica em todos os Rio Araguaia —
cromossomos, e associadas Nova Crixas — GO 1
RONs
BR
G. inaequilabiatus 52 40m+10sm+2st/a 23p (sm) Pericentromérica em todos os Bacia do alto rio 2*
€Cromossomaos, e associadas Parana — Rio Claro
RONs
SP BR
G. paraguensis 54 44m+8sm+2st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os Alfenas - MG 3*
cromossomos, e associadas
RONs
54 52/m/sm+2st/a 27p(st/a) Pericentromérica em todos os Alto rio Parana- 4>
cromossomos, e associadas Guaira PR
RONs
54 44m+8sm+2st/a 1p(sm) Pericentromérica em todos os Alto Rio Parana 2"
Ccromossomos, e associadas
RONs
G. pantherinus 52 38m+8sm+6st/a 24p(st/a) Pericentromérica em todos os Bacia Costeira do 2*
Cromossomaos, e associadas Leste - BR
RONs
52 38m+8sm+2st/a 24p (st/a) Pericentromérica em todos os Alto Rio Parana 2*
cromossomos, e associadas
RONs
G. sylvius 40 28m+10sm+2st/a 18p(sm) Pericentromérica em todos os Alto Rio Parana 2*

Cromossomos, e associadas
RONSs
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40

40

40

40

G. pantanal 39/40

39/40

G. cf. carapo 54

54

52

48

42

54

28m+10sm+2st/a

36m/sm+4st/a

30m/sm+10st/a

36m/sm+4st/a

15m/sm+24st/a (3)
14m/sm+26st/a (?)

15m/sm+24st/a ()
14m/sm+26st/a (?)
54m/sm

54m/sm
50m/sm+2st/a
34m/sm+10st/a

32m/sm+10st/a

44m+8sm+2st/a

18p(st/a)

20p(st/a)

4p(m/sm)

19p(st/a)

15p (st/a)

16p (st/a)

2p(m/sm)

2p(m/sm)

2p(m/sm)

18p(st/a)

1p(m)

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONs

Pericentromérica em todos os
Cromossomos, e associadas
RONSs

Bacia Costeira do
Leste BR

Alto Rio Parana —
Guaira PR BR
Miracatu e Sédo
Simao - SP
Alfenas — MG BR

Baixo rio Parana —

Pantanal - MT BR

Alto Rio Parana —
Guaira PR-BR
Miracatu -SP

Botucatu — SP

Brotas — SP
Humaita- AM
Belém — PA

Mogi Guagu —SP

2*

4*

5*

3*

6*

4*

7*

7*

7*

7*

7*

7*
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81 66m+12sm3st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os Rio Mogi Guagu 2"
e Cromossomos, e associadas
(tripl6ide) RONSs SP
54 44sm+8sm+2st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os Bacia Costeira do 8*
cromossomos, e associadas Leste - BR
RONs
Gymnotus sp 52 50m/sm+2st/a - Pericentromérica em todos os Miracatu — SP 7
Ccromossomaos, e associadas
RONs
50 26m/sm+24st/a p(m) Pericentromérica em todos os Alfenas — MG BR 3*
€Cromossomaos, e associadas
RONs
40 14m/sm+26st/a p(a) Pericentromérica em todos os Rio Riachuelo - 9*

Cromossomos, e associadas
RONs

ARG

Referéncias: (1*)Fonteles et al.,2008; (2*)Fernandes-Matioli et al., 1998;(3*) Maistro e Lacerda, 2007; (4*) Margarido et al., 2007;
(5*) Fernandes et al., 2005;(6*) Silva e Margarido, 2005; (7*) Foresti et al., 1984; (8*) Fernandes-Matioli e Aimeida-Toledo (2001);

(9%) Sanches et al., 2004.
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2 — Justificativa e Objetivos

Mesmo a familia Gymnotidae possuindo o maior numero de estudos
citogenéticos dentro da ordem Gymnotiformes, existe uma caréncia quanto a
estudos citogenéticos moleculares dentro da familia. O comportamento
meidtico dos cromossomos, em especial os cromossomos sexuais. Por ocupar
uma posi¢cao basal na filogenia da ordem os Gymnotidae ganham destaque
para estudos evolutivos. A andlise do comportamento dos cromossomos
sexuais bem como as sequéncias repetitivas associadas sdo de grande
interesse na compreensao da dindmica evolutiva da estrutura cariotipica e a
presenca de dimorfismo cromossémico relacionado ao sexo do género
Gymnotus.

Usando marcadores citogenéticos convencionais e moleculares o
presente trabalho visou analisar trés espécies do género Gymnotus: G. sylvius,
G. pantanal e G. paraguensis que habitam em simpatria o rio Piquiri Bacia do
alto rio Parana na regidao de Formosa do Oeste — Parana — Brasil (Figura 3),
dando énfase para o comportamento dos cromossomos sexuais em G.
pantanal.

As seguintes metas especificas foram estabelecidas:

1 - Analisar o comportamento meiético dos cromossomos sexuais em G.
pantanal.

2 — Isolar sequéncias repetitivas nas trés espécies e mapear a sua
localizagao.

3 — Associar as sequéncias isoladas com 0s Cromossomos sexuais em

G. pantanal.

31



Programa de P6s-Graduacao em Biologia Evolutiva 32

4 — Realizar o mapeamento fisico do DNAr 5S em G. pantanal e G.

paraguensis.

3 — Material e Métodos
3.1 — Objeto de estudo e locais de coleta

Nesse estudo foram amostrados 58 espécimes do género Gymnotus: G.
paraguensis 12 (4 fémeas e 8 machos), 21 espécimes G. sylvius (7 fémeas e
14 machos) e 25 espécimes de G. pantanal (12 fémeas e 13 machos) (Figura
2). Coletados no rio Piquiri, regido de Formosa do Oeste — PR- BR, bacia do

Alto rio Parana (Figura 3).

Figura 2: Espécimes do género Gymnotus: a) G. paraguensis; b) G. sylvius e ¢) G. pantanal.

Barra 2 cm.
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Figura 3: Mapa hidrografico do Parana. Em destaque local de coleta.

3.2 — Metodologias
3.2.1 — Citogenética convencional
A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitdticos foi a

descrita por Bertollo et al., (1978) (anexo 5.1.1). A preparagdo e analise de
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cromossomos meioticos seguiram o método descrito por Kligermann e Bloom
(1977) (anexo 5.1.7). O procedimento utilizado para deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos e bandamento C foi o proposto por Howell e Black
(1980) e Sumner (1972), respectivamente (anexo 5.1.4 e 5.1.5).

Os cromossomos foram organizados em classes quanto ao tipo
morfolégico em metacéntricos (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e
acrocéntrico (a), dependendo da sua razdo de bragos (Levan et al., 1964), e

arranjados em tamanho decrescente nos cariétipos (anexos 5.1.6).

3.2.2 — Citogenética Molecular

A hibridizacao in situ fluorescente (FISH) para localizagao de sondas de
DNAr 5S e sondas obtidas por Cot — 1, foi realizada de acordo com Pinkel et al.
(1986) (anexo 5.2.1). As sondas de DNAr 5S foram obtidas através de reagao
em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction — PCR) utilizando os
primers 5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3 e 5'-
CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3' isolados de truta arco-iris (Komiya e
Takemura 1979; Martins e Galetti Jr., 1999). A amplificacdo foi realizada via
PCR com termociclador BJI®: 5 min. a 94°C; 35 ciclos (1 min 95°C, 30s. a 55°C,
45s a 72°C e 5 min. a 72°C). Os produtos obtidos foram verificados em gel de
agarose 1% (anexo 5.2.6). As sondas foram marcadas por reagbes de nick
translation, com digoxigenina 11-dUTP (Roche®). Para o reconhecimento do
sinal foi utilizado anti digoxigenina-rodamina (Roche®).

Para a obtencdo de sondas de DNA repetitivos de foram utilizadas as
técnicas de Cot -1 DNA descrita por Zwick et al. (1997) (anexo 5.2.2) que esta

baseada na cinética de reassociacdo do DNA e digestdo enzimatica por
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S1nuclease. A extracdo de DNA genbmico foi realizada de acordo com o
método fenol-cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001), e também através do
método utilizando tampéao CTAB (Murray e Thompson, 1980) (anexos 5.2.4 e
5.2.5).

Clonagem dos fragmentos isolados por Cot — 1 foi procedido conforme
protocolo do Kit de clonagem RPN5110 no plasmideo vetor pMOSBIlue Blunt
ended (Amersham Biociences®) para serem posteriormente sequenciadas. O
sequenciamento das amostras foi realizado no laboratério ACTGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero
POP6 (Applied Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol do primer 5-NNNNNNNNNNNN-3'E 2uL do reagente
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®) com
uma etapa de desnaturagao inicial a 96°C por 3min seguida de 25 ciclos de
96°C por 10seg., 55°C por 5seg. e 60°C por 4min. Apés marcadas, as amostras
foram pourificadas pela precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol
70%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10uL de formamida,
desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5min e eletroinjetados
no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados
utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1( Applied Biosystems®) com os
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS
“3100Project1” Run Module 1 “StdSeq50 50cm_cfv_100"; e Analysis Module
“‘BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”.

A andlise das metafases foram realizadas em microscépio de

epifluorescéncia Olympus BX41®. As imagens cromossdmicas foram
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capturadas com a utilizacdo de com o sistema de captura de Imagens CCD

Olympus DP 71°.

4. Resultados

Os resultados estdo organizados em trés capitulos correspondentes aos

artigos cientificos
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Capitulo |
Mapeamento e composicdo das regides repetitivas e heterocromaticas de

Gymnotus sylvius e Gymnotus paraguensis
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Capitulo |
Mapeamento e composicao das regides repetitivas e heterocromaticas de

Gymnotus sylvius e Gymnotus paraguensis

Abstract

The location of repetiive DNA sequences is commonly associated at
heterochromatin blocks. The sequences of these regions can represents
satellites DNA of different compositions. In this study were isolated and mapped
repetitive DNA sequences of Gymnotus sylvius and G. paraguensis. The
localization of these sequences, when submitted to fluorescent in situ
hybridization (FISH) showed association exclusive with centromeres of all
chromosomes. The hybridization of isolated sequences of each species with
other not presented positive signals of FISH, showing high level of specificity of
heterochromatic sequences in these species. In conclusion the sequences that
compose the heterochromatin of two species studied are considered specie-

specific.

Key works: FISH, Heterochromatin, repetitive DNA, Cot-1

Resumo

A localizagao de sequéncias de natureza repetitiva estd comumente associada
a regides coincidentes aos blocos de heterocromatina, as quais podem ter
diferentes sequéncias satélites. No presente trabalho foram isoladas e

mapeadas sequéncias de DNA repetitivos de duas espécies do género
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Gymnotus: G. sylvius e G. paraguensis. A localizacdo destas sequéncias
quando submetidas a hibridacao fluorescente in situ (FISH) revelou exclusiva
associacdo com a regiao pericentromérica dos cromossomos das duas
espeécies. A hibridizagado cruzada de sequéncias isoladas de uma espécie em
outra ndo apresentou marcagao, mostrando alto nivel de especificidade das
regides que compdem a heterocramatina destas espécies confirmado pelo
sequenciamento, e principalmente no que se refere a composicido
pericentromérica, demonstrando inclusive que esse DNA de natureza repetitiva

pode ser considerado um marcador espécie-especifico.

Palavras-chave: FISH, Heterocromatina, DNA repetitivas, Cot-1

Introducao

Sequéncias de DNA repetitivo estdo amplamente distribuidas nos
genomas dos eucariontes (Heslop-Harrison, 2000). Sao geralmente
classificadas dentro de duas classes: sequéncias que sao repetitivas em
tandem, arranjadas em sucessivas repeticbes como DNA satélites,
minissatélites e microssatélites que sdo compostos por poucas centenas de
pares de bases repetidas um milhdo de vezes ou mais em cada genoma.
Também por sequéncias que podem estar moderadas a altamente repetitivas e
que estdo dispersas pelo genoma, como elementos transponiveis e
retroelementos (Jurka et al., 2005). Cépias deste tipo de sequéncia estao
comumente associadas a regides de heterocromatina, detectadas por técnicas

como o bandamento C. Essas sequéncias sdo extremamente importantes na
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organizacao estrutural e funcional do genoma eucarioto, a exemplo de regides
heterocromaticas pericentromérica (Grady et al., 1992; Schueler et al., 2001).

A distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos de peixes esta
preferencialmente disposta em regido pericentromérica e relacionada a fungao
estrutural dos cromossomos (Martins et al., 2006; Mazzuchelli e Martins, 2008).
As sequéncias repetidas presentes na heterocromatina centromérica
desempenham um papel fundamental no comportamento dos cromossomos
durante a divisao celular, devido a afinidade com proteinas do fuso que se
ligam a estas sequéncias (Csink e Henikoff, 1998).

Com os avangos da citogenética molecular sequéncias de DNA
repetitivo podem prover um bom marcador cromossémico para o estudo da
evolugdo das espécies, identificagdo de cromossomos sexuais e rearranjos
cromossOmicos (Ferreira e Martins, 2007). O mapeamento de sequéncias de
DNA repetitivos derivadas de elementos transponiveis do tipo SINE e LINE
(Oliveira e Wright, 1998; Oliveira et al., 1999) retrotransposons non-LTR da
familia Rex (Volff et al., 1999) no peixe Oreochromis niloticus revelaram fortes
marcagdes em regides heterocromaticas.

A ordem Gymnotiformes compreende as espécies de peixes neotropicais
conhecidas como peixes elétricos. Estudos citogenéticos nestes peixes
evidenciam distribuicdo da heterocromatina preferencialmente localizada na
regido pericentromérica dos cromossomos (Almeida-Toledo et al., 2001,
Margarido et al.,, 2007). A investigagdo do DNA repetitivo presente na
composi¢cao do genoma do grupo ainda € pouco estudada, sendo recente a

descricdo de alguns casos como em Eigenmannia virescens na familia
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Sternopygidae (Henning, 2007), G. sylvius e G. carapo na familia Gymnotidae
(Claro, 2008).

No presente estudo, foram isoladas e mapeadas sequéncias de DNA
repetitivo em duas espécies de peixes elétricos (G. paraguensis e G. sylvius)
com o intuito de ampliar o conhecimento acerca da composicdao das
sequéncias que compdem a heterocromatina destas espécies, e ainda
investigar a presenga de sequéncias repetitivas originadas por introdugédo de

elementos transponiveis.

Material e Métodos

Foram analisados 12 espécimes (4 fémeas e 8 machos) de G.
paraguensis, e 21 (7 fémeas e 14 machos) de G. sylvius. A obtencdo de
cromossomos mitéticos seguiu o protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). O
bandamento C foi realizado segundo Summer (1972). A extragdo de DNA
gendmico foi realizada de acordo com o método fenol-cloroférmio (Sambrook e
Russel, 2001). Para a obtencédo de sondas de DNA repetitivos foram utilizadas
as técnicas de Cot-1 DNA descrita por Zwick et al. (1997), adaptado por Vicari
et al.,(in press) que esta baseada na cinética de reassociagdo do DNA e
digestao enzimatica por S1 nuclease. As sondas foram marcadas por reagdes
de nick translation com digoxigenina 11-dUTP (Roche®). Para o
reconhecimento do sinal foi utilizado anti digoxigenina-rodamina (Roche®). O
procedimento de hibridizagdo seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986), sob condicéo de alta estringéncia (77%) (2,5 ng/pL de cada sonda, 50

% de formamida deonizada, 10% sulfato de dextrano, 2X SSC a 37°C por 18
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horas). Os cromossomos foram contracorados com DAPI em meio de
montagem Vectashield (Vector®). As preparacdes foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41® acoplado a camera CCD
Olympus DP-71®. Para a captura das imagens foi utilizado o software DP
controler® (Olympus). As sondas com sinais positivos de hibridizagao tiveram o
produto de PCR purificados e clonados com o Kit de clonagem RPN5110 no
plasmideo vetor pMOSBIue Blunt ended (Amersham Biociences®) para serem
posteriormente sequenciadas. O sequenciamento das amostras foi realizado no
laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
utiizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems®). Os
DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer 5'-
NNNNNNNNNNNN-3'E 2uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os dados de sequenciamento
foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1(Applied
Biosystems®) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File
‘DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module 1
“StdSeq50_50cm_cfv_100"; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”.
As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parametros nos alinhamentos:
6.66 e 10.0 para abertura e extensdo de gaps, respectivamente nos
alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensao de gaps nos

alinhamentos multiplos. Um dendograma de agrupamento entre as sequéncias
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isoladas por Cot-1 foi realizada com o método de Neigbor-Joining e UPGMA no
programa computacional v. 4.0b10 (Swofford, 2002).
Resultados

Foram isoladas e clonadas sequéncias de DNA reptitivo de G. sylvius, e
G. paraguensis. Os fragmentos isolados por Cot-1 mostraram tamanho entre
100 e 300pb (Figura 1). Quando submetidos a hibridizagéo in situ (FISH) as
sondas cot-total apresentaram marcagao em regido pericentromérica de todos
os cromossomos das duas espécies estudadas, a excessdo dos pares
cromossémicos 16 e 17 em G. sylvius (Figura 6a). G. paraguensis evidenciou
um heteromorfismo de tamanho no brago curto relacionado ao acumulo
diferencial de heterocromatina entre os homélogos (Figura 6b). A regido em
que as sondas hibridizaram é coincidente com a localizagdo dos blocos
heterocromaticos nas duas espécies.

A hibridizagdo das sequéncias isoladas de uma espécie em outra
(hibridizagdo cruzada) nao revelou sinais fluorescentes de hibridagdo. O
sequenciamento das sequéncias isoladas de G. paraguensis mostrou dois
fragmentos de 473pb e 206pb, respectivamente. Quando submetidas a BLAST

no Gene Bank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast) mostrou identidade de 95%

com microssatélite de Salmo solar (salméo) depositada neste banco de dados.
O fragmento do clone1l mostrou composicao bastante heterogénea. A
sequéncia do clone2 apresentou 206pb, com uma repeticdo de dinucleotideo
CA,. O alinhamento das duas sequéncias mostrou pouca homologia (figura 2).
Os trés fragmentos sequenciados de G. sylvius apresentaram 124 pb, 202 pb e

123 pb cada. A composicao foi também bastante heterogenea sem repeticoes
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organizadas como mostrado no alinhamento (Figura 3), ndo apresentando
identidade com sequéncias depositadas no Gene Bank.

Um dendograma de agrupamento para estimar a semelhaca entre todas
as sequéncias obtidas foi gerado através do metdédo da parciménia (Figura 4).
As sequéncias de G. sylvius foram agrupadas em um unico ramo, e as obtidas

de G. paraguensis ficaram isoladas em dois outros ramos separados.

Discusséo

As sequéncias que compdem a heterocromatina vém, nos ultimos anos,
sendo intensamente estudada. Até pouco tempo atras considerada DNA lixo,
sabe-se hoje que estas sequéncias podem estar envolvidas no processo de
replicacédo do DNA (Li et al., 2002), recombinacao (Bit et al., 1999), expressao
génica (Liu et al., 2001), na diferenciacdo de cromossomos sexuais em peixes
(Parise-Maltempi et al., 2007), ou seja, na organizagao estrutural e funcional do
genoma em geral. Essas sequéncias repetidas podem também estar
envolvidas em rearranjos cromossémicos, tais como delegdes, duplicagoes,
inversbes e translocacdes reciprocas, sendo responsaveis por proporcdes
significativas das variagbes cariotipicas observadas em muitos grupos (Kidwell,
2002).

A heterocromatina nas espécies de Gymnotus esta localizada
preferencialmente nas regides proximo ao centrémero (Margarido et al., 2007,
Millhomen et al., 2007). As espécies de Gymnotus aqui estudadas revelaram

através do bandamento C heterocromatina localizada na regido
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pericentromérica (Figura 5a e b) da maioria dos cromossomos, uma
caracteristica muito conservada na familia Gymnotidae.

Regides ao redor dos centrbmeros sdo associadas a uma rapida taxa
evolutiva devido a supressao da recombinacdo e que inicia o acumulo de
sequéncias repetitivas (Charlesworth et al.,, 1994; Topp e Dave, 2006). A
associacdo da heterocromatina com sequéncias repetitivas € crucial para a
organizagao funcional de estruturas cromossdmicas como os centrémeros.
Resultados obtidos para Oreochromis niloticus através de GISH (Genomic in
situ hibridization) indicam que a heterocromatina presente em regido
pericentromérica € espécie-especifica (Targino et al., 2009), e que estas
regidbes sao compostas de elementos de DNA repetitivo e elementos
transponiveis (Oliveira e Wright, 1998, Oliveira et al., 1999; Grewal e Jia, 2007).

Os fragmentos de DNA repetitivo isolados de G. silvius e G. paraguensis
apresentaram localizagdo pericentromérica, coincidente com a regido
heterocromatica observada pelo bandamento C. Entretanto, quando as
sequéncias isoladas de uma espécie foram utilizadas como sondas para
hibridizar reciprocamente na outra, nenhuma marcacdo foi visualizada
mostrando que estas possuem alto nivel de especificidade, além disso, ficou
evidenciado a natureza heterogénea das sequéncias que compdem a
heterocramatina destas espécies. O sequenciamento revelou sequéncias
exclusivas presente em cada espécie. Trés sequéncias foram isoladas em G.
sylvius e duas em G. paraguensis. Por outro lado a associagdo de sequéncias
repetitivas a heterocromatina esta presente em grupos eucariotos distantes

como Drosophila (Pimpinelli et al., 1995) e plantas (Presting et al., 1998). Estes
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dados suportam o papel estrutural proposto para estas sequéncias na evolugao
do genoma (Dimitri e Junakovic, 1999), diferentemente do que observamos
para as sequéncias repetitivas isoladas para o genoma de G. sylvius e G.
paraguensis. Neste caso, apesar de apresentarem uma distribuicao ampla pelo
cariotipo devido, muito provavelmente a evolugdo em concerto, estas
sequéncias aparentemente nao apresentem funcionalidade relacionada com
sua composicao.

A investigacdo das sequéncias que compdéem a heterocromatina em
Gymnotiformes ainda €& recente. Henning et al., (2008), isolaram por
microdissecgao o cromossomo Y de Eigenmannia virescens que possui grande
quantidade de heterocromatina. Em adigao, realizaram o mapeamento fisico
dessas sequéncias em regido centromérica e telomérica de cromossomos
autossdbmicos de espécies proximas que nao apresentam diferenciacio
cromossOmica entre 0s sexos.

Somente mais duas espécies de Gymnotiformes possuem sequéncias
repetitivas descritas. Claro (2008) isolou sequéncias repetitivas através de
digestao enzimatica com a enzima Alul e Haelll em G. sylvius e G. carapo. Os
fragmentos isolados com ~300pb apresentaram distribuicdo dispersa nas duas
espécies, e localizagcdo semelhante dos fragmentos isolados com as duas
enzimas. Em G. carapo ainda foi possivel a identificagdo de um elemento
transponivel do tipo SINE em fragmentos isolados com Alul que ao serem
submetidos a hibridizagdo em G. sylvius apresentou marcag¢ao, mais em regiao
diferente a apresentada em G. carapo. Todas essas sequéncias apresentaram

marcagdes dispersas ndo coincidentes com bandas de hetrocromatina
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sugerindo que essas sequéncias sejam importantes na evolugao e organizagao
de regides ndo codificantes do DNA (Buldyrev,1995) o que torna o sinal de
hibridizagcdo muito disperso.

As espécies analisadas no presente trabalho mostraram padrao espécie-
especifico das sequéncias repetitivas que estao presentes na regido ao redor
do centrdbmero. Embora a localizagdo da hetrocromatina seja extremamente
conservada nestas espécies (Margarido et al., 2007, Milhomen et al., 2007), a
composi¢cao desta regidao pode ser considerada um importante marcador

evolutivo e para a citotaxonomia do grupo.

Referéncias
As referéncias citadas neste capitulo sdo apresentadas no final da

dissertagao no item Referéncias Bibliograficas.
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2000 pb
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Figura 1: Gel de agarose 1%Sequéncias isoladas por
Cot — 1. a)DNA apds 1 min. na autoclave; b) DNA apds
tratamento com a enzima S1 nuclease.

Sequécias de G. paraguensis e G. sylvius
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G. paraguensis clone 1 =473 bp

GACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGG
CTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGG
AAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGGATTGGGGTTGGGGTCTGGGTCCATTGCATAATT
GGATCTAATTCTTTTTTGTTTGTTTGCAGTCAGTCAAGTGTCACAAGGGTCAGGGTGCACTTATCAA
CTCAGTCCAAGAATTTGTAGGACACACCATCAGTAGTGTCCCTCAGAATCCTTGGCTAAAGGCCTGC
CAATATTAGTCCAAATGCTTTAGGGGTAGATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCTGCCTTTT
GGGG

G. paraguensis clone 2 = 206 bp

GGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCC
TGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTAATAGTCATATGGATACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACTAATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCTG
CTTTG

G. sylvius clone 1 =124 bp

TTAACTTCCTGACCGATCTAGAGGACTACTAGTCATATGGATCTGGCTGTGCATCACTGGCTGTGCA
TCACTCCTTGTGTATCACTGGCTGTGTATCACTGGCTGTACACCCACTCCTTTGATC

G.sylviusclone2=202bp

TCATATGGATTTCCTGCTGAAGCAGGACACGGCTGTTTCCTGCTGGCGTCCTGGCTTCCTGCACACT
GGACTGGTTCCCTCTATCTAATCAGTCACTGTACACTGGACAGGTTCCCTCTATCTAATCAGTCACT
GCAAACTGGACTGGTTCCCTCTATCTATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCCTGCTTTTGGG
G

G.sylviusclone3=123bp

GAAAGGGCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATCCTCCAAAAGGGCGGAGCCTATGGAAAAA
CACCAGCAAGGCGATCGGTCCCCGGGACCCGAAGCTTGGAATGCGGGGGGGGTTGG

Capitulo I: Mapeamento e composigéo das regides repetitivas e heterocromaticas de Gymnotus

sylvius e Gymnotus paraguensis



Programa de Pé6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva

GootPl
GootP2
GootPl
GootP2
GootPl
GootP2
GootPl
GootP2
GocotPl
GootP2
GootPl
GootP2
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Figura 2: Alinhamento das Sequéncias clonadas de G.paraguensis.
Os tragos indicam indels.

Gootsl
Goots2
Goots3

Gootsl
Goots2
Goots3

Gootsl
Goots2
Goots3

CTGGTTCCCT
AAGGGCACCT

GCTGTGC—AT
A...GA.TGG
LGARG. LG .

TTAACTTCCT
cC..T..AATC
C.G....GAG

CACTCCTTGT
TT.C.TC.A.
LGG...CC.G

GTCAA-GTGT
LITC.GA.
AGTGTCCCTC

GACCGATCTA
AGT.AC.G..
CGT....T.T

GTATCACTGG
C....GGATC
LACC . GARLC

ATTAATGTGA

CACAAGGGTC
L.C.CG..TA.
AGAATCCTTG

GAGGA-CTAC
C.CTG——G. .
TGT..T.CT.

CTGTGTATCA
.CCG.GTA.C
T..GAATG.G

GTTAGCTCAC

TGGGTCCATT

AGGGTGCACT
C.A.CT.GAA
GCTAARGGCC

TATCAACTCA
.CCTGCT.TG
TGCCAATATT

49

CCCCAGGCTT

Os pontos indicam as bases idénticas.

TAGTCATATG
AG..TCCC.C
C.ARAGGGCT .

CTGGCTGTAC
GA.CTC.A.T
GG..GG..TG

GATCTGGCTG
T....AATCA
. .G.CTATG.

ACCCACTCCT
c..TG..TT.

TGCATCACTG
GT..CTG.AR
Ann A, ..CA

TTGATC 206
GG.G—— 206

Figura 3: Alinhamento das sequéncias clonadas de G.sylvius. Os pontos indicam as bases idénticas. Os
tracos indicam indels.

Figura 4: Dendograma de agrupamento entre as sequéncias clonadas,pelo método de parciménia.
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Figura 5: Bandamento C a) G. sylvius; b) G. paraguensis. Marcagdes em regiao pericentromérica.
Barra 10 pym.

Figura 6 — Hibridizag&o in situ com as sondas isoladas por Cot —.sylvius; b)G.paraguensis.Barra=10um
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Capitulo Il
DNA repetitivo e comportamento meidtico dos cromossomos sexuais de

Gymnotus pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae)

Abstract

Neotropical fish present low rate of chromosomal differentiation between the
sexes. Gymnotus pantanal has a multiple sexual determination system of the
type X1 X1X2X2/X1X2Y, with small heterochromatin, restrict only to centromeres.
The meiotic behaviour of sexual chromosomes involved in this system form a
trivalent totally pared at pachytene showing high level of homology. The cells of
metaphase Il present 19 and 20 chromosomes, normal disjunction of sex
chromosomes and formation of balanced gametes with 18+X;X, and 18+Y
chromosomes, respectively. The small amount of heterochromatin and
repetitive  DNA involved in this system, associate to high similarity of
chromosomes, suggest a recent origin of XX XX/ X1 X2Y system in G.

pantanal.

Key-words: Meiosis, Sex chromosomes, repetitive DNA

Resumo

Peixes neotropicais apresentam baixa frequéncia de espécies com
diferenciagdo cromossdmica entre os sexos. Gymnotus pantanal possui um
sistema multiplo de determinagcao sexual do tipo X1 X1X2X2/X1X2Y, com pouca
heterocromatina, restrita somente aos centromeros. O comportamento meidtico

dos cromossomos sexuais envolvidos nesse sistema implica na formacao de
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um trivalente no paquiteno pareado linearmente, com alto nivel de homologia.
A metafase Il apresenta 19 e 20 cromossomos, sugerindo a segregacao tipica
dos cromossomos sexuais, formando gametas balanceados com 18+X:X; e
18+Y cromossomos, respectivamente. A pouca quantidade de heterocromatina
e DNA repetitivo envolvidos nesse sistema de diferenciagdo cromossémica,
associado a grande homologia apresentada pelo pareamento total dos
cromossomos, sugerem uma origem recente para o sistema XX XoXo/X1 XY

verificado em G. pantanal.

Palavras—chave: Meiose, Cromossomos sexuais, DNA repetitivo.

Introducao

Em peixes neotropicais a heterogametia cromossdmica entre os sexos
aparece em taxas muito baixas (Almeida-Toledo et al., 2001), quando
comparadas com grupos de vertebrados superiores como répteis, aves e
mamiferos (Matsubara et al., 2006). A diferenga na féormula cariotipica pode
ocorrer tanto nos machos quanto nas fémeas, envolvendo somente um par
cromossOmico, caracterizando sistemas simples do tipo XX/XY ou ZZ/ZW, ou
envolvendo mais de um par, formando sistemas multiplos X1X1X2X2/X1X2Y ou
Z1242Z,Z,51 Z4Z,W, por exemplo (Almeida-Toledo et al., 2000).

O acumulo de sequéncias de DNA repetitivo esta intimamente
relacionado a origem e diferenciacdo de cromossomos sexuais em peixes
(Artoni et al., 2001). A associagao de sequéncias repetitivas favorece a redugao
da taxa de recombinacdo entre proto-cromossomos sexuais, sendo

considerada um passo inicial na diferenciagdo dos alossomos (Charlesworth et
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al., 2000). Com o isolamento da recombinagao entre os genes sexo—especifico,
as sequéncias ao redor destes genes podem ficar livres de restricdes
funcionais e divergirem livremente, dando origem a regides heterocromaticas
ou acumulando sequéncias repetitivas multiplas incluindo elementos
transponiveis (Steinemann e Steinemann, 1997; Charlesworth et al., 2000;
Nanda et al., 2000). O aparecimento de cromossomos sexuais por rearranjos
também é uma das possibilidades de diferenciacdo cromossOmica entre os
sexos, e a origem por esse tipo de ocorréncia é considerada um evento recente
(Charlesworth e Charlesworth, 2000).

O peixe neotropical Gymnotus pantanal (Fernandes et al., 2005), possui
um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo X1 X1X2X2/X1X2Y, com
fémeas portando 40 cromossomos e machos 39 cromossomos (citado como
Gymnotus sp. por Silva e Margarido, 2005). Segundo estes autores, o neo-Y
originou-se de uma translocagdo Robertsoniana entre dois autossomos
acrocéntricos e seus homoélogos passaram a ser denominados nomeados X4 e
Xo. A diferenciacdo na formula cariotipica entre machos e fémeas foi
considerada uma apomorfia da espécie G. pantanal dentro de Gymnotidae,
sendo até o momento a uUnica espécie desta familia a apresentar esse
mecanismo (Silva e Margarido, 2005).

Mestriner e Bertollo (1998) estudaram o comportamento meidtico de um
sistema de cromossomos sexuais multiplos X{X2Y no peixe Hoplias
malabaricus, semelhante ao encontrado em G. pantanal. Nos machos desta
espécie, 0s cromossomos sexuais mostraram comportamento normal na
meiose, com a formagao de um trivalente no estagio de paquiteno da proéfase |,

apresentando apenas uma pequena regido nao homodloga. Os autores

Capitulo Il - DNA repetitivo e comportamento meidtico dos cromossomos sexuais de Gymnotus

pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).



Programa de Pés-Graduacao em Biologia Evolutiva 55

sugeriram que esses cromossomos se encontravam em incipiente estagio de
divergéncia e diferenciagao evolutiva.

A analise meidtica tem sido uma ferramenta importante para checar a
ocorréncia de cromossomos sexuais em peixes. Mestriner et al., (1995)
refutaram a presenca de cromossomos sexuais XX/XY em Leporinus lacustris
proposta por Galetti et al., (1981). Nenhum cromossomo apresentou
comportamento diferenciado para qualquer fase da meiose, e a diferenciacao
cromossOmica observada foi atribuida a presengca de um polimorfismo de
tamanho, no par 11 portador das regides organizadoras de nucléolos,
encontrado tanto em machos quanto em fémeas.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar o comportamento
meidtico dos cromossomos sexuais X¢1X2Y de machos da espécie G. pantanal,
isolar sequéncias de DNA repetitivo e investigar a associagcao destas

sequéncias aos Ccromossomos sexuais.

Material e Métodos

Foram estudados 25 espécimes (12 machos; 13 fémeas) de Gymnotus
pantanal provenientes da bacia hidrografica do rio Piquiri, regidao de Formosa
do Oeste, Parana, Brasil. Os peixes foram anestesiados de acordo com
Henyey et al. (2002). A identificagdo do sexo foi realizada por bidpsia parcial
das gbnadas, examinadas a fresco em microscopio 6ptico com objetivas de 10x
e 40x. Seguida a identificacdo, as gbnadas foram retiradas, hipotonizadas e
armazenadas em fixador metanol e acido acético na proporcéo 3:1.

As preparacdes mitéticas foram obtidas a partir de células do rim

anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (Bertollo et al.,
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1978), enquanto as preparagdes das células meidticas foram obtidas de acordo
com o método de Kligerman e Bloom (1977). As regides organizadoras de
nucléolos (Ag-RONSs) foram localizadas segundo o método de Howell e Black
(1980). O DNA genbmico foi extraido de acordo com o método fenol-
cloroformio (Sambrook e Russel, 2001), e também através do método
utiizando tampédo Brometo de Cetil Trimetii Aménio (CTAB) (Murray e
Thompson, 1980). A heterocromatina foi analisada pelo bandamento C
(Sumner, 1972) e por hibridizagao fluorescente in situ (FISH) com sonda de
sequéncias repetitivas obtidas por Cot-1 segundo Ferreira e Martins (2008). As
sondas foram marcadas por reagdes de nick translation com digoxigenina 11-
dUTP (Roche®). Para o reconhecimento do sinal foi utilizado anti digoxigenina-
rodamina (Roche®). O procedimento de hibridizagao seguiu o protocolo descrito
por Pinkel et al., (1986), sob condicdo de alta estringéncia (77%) (2,5 ng/pL de
cada sonda, 50% de formamida deonizada, 10% sulfato de dextrano, 2X SSC a
37°C por 18 horas). Os cromossomos foram contracorados com DAPI em meio
de montagem Vectashield (Vector®). As preparagbes foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41® acoplado a camera CCD
Olympus® DP-71. Para a captura das imagens foi utilizado o software DP
controler® (Olympus). As sondas com sinais positivos de hibridizacdo tiveram
os produtos de PCR purificados e clonados com o Kit de clonagem RPN5110
no plasmideo vetor pMOSBIue Blunt ended (Amersham Biociences®) para
serem posteriormente sequenciadas. Sequenciamento das amostras foi
realizado no laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic

Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied
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Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2
pmol do primer 5-NNNNNNNNNNNN-3’E 2uL do reagente BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os dados de
sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection
v1.0.1(Applied Biosystems®) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File
‘DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module 1
“StdSeq50_50cm_cfv_100"; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”.
As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parametros nos alinhamentos:
6.66 e 10.0 para abertura e extensdo de gaps, respectivamente nos
alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensao de gaps nos
alinhamentos multiplos. Os cromossomos foram organizados em metacéntricos
(m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), dependendo
da sua razdo de bragos (Levan et al.,, 1964), e arranjados em tamanho

decrescente nos caribtipos.

Resultados

Gymnotus pantanal apresentou 40 cromossomos (14m/sm, 26st/a) para
fémeas e 39 cromossomos para machos (15m/sm, 24 st/a), com NF = 54,
caracterizando um sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo
XX XoXo/ X1 XY  (figura 1). A heterocromatina foi localizada na regido
pericentromérica de todos os cromossomos do complemento (Figura 1a e d)
enquanto as regides organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas na
porcao terminal do brago curto do par cromossémico acrocéntrico 16 (figura1).

A anadlise meidtica de células das gbnadas dos machos revelou a formagao de
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um trivalente formado por cromossomos completamente pareados no estagio
de paquiteno (Figura 2c), evidenciando um sistema multiplo do tipo X1 Xz Y.
Neste sistema o Y se emparelha completamente com os 2 cromossomos X.
Foram observados ainda cromossomos com configuragdo em anel e a
presenca de bivalentes representando 2 associagbes terminais, frequéncia de
um a dois quiasmas nos bivalentes em dipléteno a diacinese (figura 2d). A
metafase |l permitiu visualizar a formagdo de gametas balanceados
apresentando 19 e 20 cromossomos respectivamente (figura 2f, 2e).

A técnica da cinética da reassociacdo do DNA - Cot-1 permitiu isolar
sequéncias repetitivas de tamanho entre 100 e 300pb do DNA de G. pantanal
(Figura 3), e a posterior hibridizagao in situ pela FISH evidenciou a localizagéo
destas sequéncias somente na regidao pericentromérica de todos os
cromossomos, inclusive dos sexuais, regido que corresponde a blocos de
heterocromatina (Figura 4). Trés sequéncias isoladas por Cot-1 foram
sequenciadas. A primeira foi denominada GPcotl sequéncia apresentou 44
pares de bases (bp), com composi¢cao heterogénea. A segunda sequéncia
denominada de GPcot2 possui 177pb, e apresenta repeticdes microssatélites
organizadas em ACCCA e GGTG. O terceiro fragmento também de tamanho
pequeno chamado de GPcot3 apresentou 80pb com sequéncia heterogénea,
porém algumas repeticdes de dinucleotideos GA e TA foram observadas.
Nenhuma das sequéncias quando submetidas ao blast no banco de dado NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) apresentou similaridade.

Discussao
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Apesar de Gymnotus ser o género mais especioso da ordem
Gymnotiformes com 33 espécies descritas (Froese e Pauli, 2009), os estudos
citogenéticos ainda sao escassos com somente 10 espécies apresentando
descrigdes cariotipicas (Margarido et al., 2007; Lacerda e Maistro, 2007).
Adicionalmente existe a sugestdo de alguns autores para a ocorréncia de
espécies cripticas, assim talvez este numero se torne maior (Milhomem et al.,
2008).

A presencga de cromossomos sexuais dentro da ordem Gymnotiformes é
marcante com trés familias apresentando descricbes de espécies com
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados:  Sternopygidae
(Almeida-Toledo et al., 1984), Hypopomidae (Almeida-Toledo et al., 2000b) e
Gymnotidae (Silva e Margarido, 2005). Em Gymnotidae, G. pantanal é a Unica
espécie estudada a apresentar diferenciagdo cromossémica entre os sexos,
contudo estudos preliminares em espécies ainda nao descritas
sistematicamente (Gymnotus sp.) da regidao da Bahia e da Amazénia Oriental
sugerem a ocorréncia dos sistemas XX/XY1Y, e ZZ/ZW, respectivamente
(Almeida et al., 2008; Milhomen et al.,, 2008). Isto indica provavel origem
independente, a exemplo do que ocorre em espécies de Eigenmannia
(Gymnotiformes) distribuidas em diferentes bacias hidrograficas sulamericanas
(Almeida-Toledo et al., 2002, Henning e Almeida-Toledo, 2008).

A analise meiodtica deve ser considerada fundamental para uma
caracterizagao mais segura da presencga de cromossomos sexuais e permite
ainda inferir sobre o comportamento dos mesmos durante o periodo de divisdo
celular e formagédo dos gametas. E além disso, inferir sobre os processos de

diferenciagdo desses cromossomos ao longo do tempo evolutivo dessas
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espécies. Na maioria dos peixes a identificagdo de cromossomos sexuais
diferenciados morfologicamente nao é evidente na mitose, em pelo menos 98%
dos peixes estudados citogeneticamente nao existe meiose (Morreira-Filho,
comunicacao pessoal). Em Oreochromis niloticus, por exemplo, a analise do
complexo sinaptonémico permitiu identificar o par cromossémico 1 como par
sexual caracterizando heterogametia masculina. Os alossomos X e Y
apresentam um comportamento diferenciado no paquiteno onde uma grande
porcao destes cromossomos nao apresenta pareamento durante a préfase |. O
mapeamento com sondas dos genes DMRT4 e OniY227, ambos relacionados
a determinacao sexual, verificou a presenca nestes cromossomos, contudo sua
localizagdo nao estava na regiao assinaptica (Ocalewicz et al., 2009).

A descricao de sistemas sexuais baseada somente em cromossomos
mitéticos tem ocasionado equivocos quanto a sua real existéncia, como o
sistema XX/XY descrito para Leporinus lacustris, o qual nédo foi suportado
quando submetido a analise de ultra-estrutura dos cromossomos meidticos
pelo complexo sinaptonémico (Mestriner et al., 1995).

Gymnotus pantanal apresenta um trivalente durante o paquiteno,
formado pelos elementos X4, X; e Y, pareados completamente e mostrando
alto grau de homologia entre os trés cromossomos formadores (Figura 1b).
Este comportamento na meiose € compativel com o sistema XX X2Xo/X1 XY
proposto por Silva e Margarido (2005). Espermatdcitos em metafase |l
apresentaram 19 ou 20 cromossomos (Figura 2e e 2f), resultado esperado para
machos com 39 cromossomos, formando gametas com 18+Y e 18+X4X;
cromossomos, respectivamente. Um padrao semelhante foi descrito em

Hoplias malabaricus por Bertollo e Mestriner (1998). A avaliagdo do complexo
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sinaptonémico nesta espécie mostrou regides nao pareadas no trivalente entre
regides do X; e X, revelando sitios ndo homologos, originados a partir de
translocagdes e que deram origem ao sistema X1X1X2X2/X1X2Y. Em ambos os
casos, a disjuncdo meidtica normal do trivalente gera a produgcdo de gametas
balanceados.

Mesmo apresentando poucos dados em relagdo ao comportamento de
cromossomos meiodticos, estudos recentes apresentam a interessantes
configuragbes que os cromossomos deste grupo de vertebrados assumem na
meiose. Gross et al. (2009), apresentaram a intrigante estratégia cromossdmica
em espécies do ciclideo sulamericano Symphysodon (Acara-Disco) na
meiose. Os autores identificaram a maior cadeia cromossémica observada até
o momento em vertebrados. Esses peixes com relativo conservadorismo
quanto a padrdes de numero e formula cariotipica na mitose, impressiona pela
complexa configuragao meiética que segundo os autores resulta de uma série
de translocagbes originadas a partir da hibridagdo entre espécies, com a
presenca de um a dois quiasmas nas fases de dipléteno e diacinese.

A presenca de um a dois quiasmas parece se repetir nas poucas
espécies analisadas de peixes neotropicais (Matoso, 2009; Gross et al., 2009).
G. pantanal segue essa tendéncia apresentando um a dois quiasmas, com
cromossomos em configuragdo de anel no dipléteno e diacinese.

Entre os vertebrados superiores, 0s cromossomos sexuais Sao
altamente diferenciados, onde X ou Z sdo grandes cromossomos ricos em
genes, enquanto Y ou W sao relativamente pequenos e altamente
heterocromaticos contendo poucos genes (Matsubara et al., 2006). A presenca

de grande quantidade de heterocromatina no cromossomo heteromérfico de
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determinagcado sexual esta associada a inativagdo de regides intergénicas,
incluindo sequéncias derivadas de elementos transponiveis, ao redor de genes
sexos—especificos reduzindo a taxa de recombinagdo entre esses
cromossomos (Charlesworth et al., 2005), o que nao é a situagcdo comum em
peixes (Artoni et al., 2002). Contudo, sistemas de cromossomos sexuais de
origem recente formados por fissdes e fusdes possuem pouca quantidade de
heterocromatina, possivelmente uma adaptagdo que facilita a segregacéo dos
gametas em sistemas multiplos de cromossomos sexuais (Moreira-Filho et al.,
1993; Charlesworth e. Charlesworth, 2000), como verificado em G. pantanal.

A heterocromatina presente nos cromossomos de G. pantanal esta
localizada estritamente nas regides pericentroméricas, inclusive nos
cromossomos sexuais. A utilizacdo de sequéncias repetitivas obtidas por Cot-1
corrobora o bandamento C, localizando sequéncias de DNA repetitivo apenas
nestas regides. O sequenciamento dos fragmentos isolados n&o apresentou
identidade com outras sequéncias depositadas no NCBI, e ndo mostrou
associacao restrita aos cromossomos sexuais. Desta forma, estas sequéncias
satélites localizadas nas proximidades do centrémero parecem estar mais
envolvidas com a fungdo estrutural, por se depositarem adjacente a essa
regiao.

Sistemas multiplos de origem recente ocorrem em duas outras familias
da ordem Gymnotiformes (Tabela1), os quais também estdo relacionados a
translocagdes Robertsonianas (Almeida-Toledo e Foresti, 2001). Entretanto, a
origem destes sistemas nao parece estar relacionada filogeneticamente,

devendo representar recorréncias evolutivas.
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Este estudo caracteriza a primeira abordagem meidtica sobre
cromossomos sexuais em Gymnotiformes. A evidéncia de sistemas multiplos
sugere a existéncia de um sistema ancestral simples com cromossomos nao
diferenciados morfologicamente, e ainda requer uma teoria para a origem e
diferenciagao cromossémica sexual na familia Gymnotidae que ocupa um ramo
basal em Gymnotiformes (Campos-da-Paz, 2003). Varias sdo as questdes
ainda em aberto para esse grupo de peixes neotropicais, especialmente no que
se refere a origem, diferenciacédo e fisiologia dos cromossomos sexuais,
contudo o isolamento entre as espécies é reforcado pelos cromossomos
sexuais e juntamente com outros fatores ecoldgicos, permitem a coexisténcia

de espécies em segmentos neste grupo de peixes neotropicais.

Referéncias
As referéncias citadas neste capitulo sdo apresentadas no final da

dissertagao no item Referéncias Bibliograficas.

Tabela 1. Sistemas de cromossomos sexuais descritos para a ordem
Gymnotiformes. Destaque para os sistemas multiplos.

Familia Espécie 2N Sistema Ref.
Gymnotidae G. pantanal F—-40 X X4XoX2 1*
M -39 X1 XY
Gymotus sp. (Bahia—BR) F-36 XX 2"
M — 37 XYY
Gymnotus sp. (Amazobnia 34 ZZIZ\N 3*
Oriental - BR)
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Sternopygidae | Eigenmannia virescens 38 XXIXY 4*
Eigenmannia sp. 1 38 ZZ[ZWN 5*
Eigenmannia sp. 2 F-32  XiX1X2X2 6*
M — 31 X1 XY
Hypopomidae Brachypopomus F-42  XiX4XoX2 7*
pinnicaudatus M — 41 X1X2Y

*Referencias: (1) Silva e Margarido, 2005; (2) Almeida et al., 2008; (3) Milhomen et al., 2008;
(4) Almeida-Toledo e Foresti, 1988; (5) Almeida-Toledo, 2000; (6) Almeida-Toledo et al., 2000;
(7) Almeida-Toledo et al., 2000b.
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Figura 1: Cariétipo de Gymnotus pantanal: macho a) giemsa e b) banda C; fémea c) giemsa e d) banda

C. Barra=10 pm.

Capitulo 1l - DNA repetitivo e comportamento meiético dos cromossomos sexuais de Gymnotus
pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).
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Figura 2: Prancha meidtica de macho da espécie Gymnotus pantanal a) Zigéteno; b) Paquiteno
evidenciando a conformagdo do trivalente (seta) formado pelos cromossomos sexuais XiX2Y; c)
Desenho esquematico da sobre a figura anterior; d) Dipléteno com 18 bivalentes+X1X,Y ponta as seta
grande indica o trivalente, setas menores indicam a formagédo de dois quiasmas terminais; e, f)

metafase Il mostrando a formagao de gametas balanceados. Barra = 10 pm.

Figura 3: Gel de agarose 1% evidenciando amostras de: a) DNA total 5 minutos em
autoclavegem; b) DNA tratado com a enzima S1 nuclease apds autoclave; c¢) fragmentos de

DNA isolados e clonados.

Capitulo Il - DNA repetitivo e comportamento meidtico dos cromossomos sexuais de Gymnotus
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Sequéncias isoladas pela técnica de Cot-1 em G. pantanal

G. pantanal clone 1 44pb — GPcotl
CCTGATTCTGTGATCTCGATCGCGCGAAGGGCGGGGGGGGGGG

G. pantanal clone 2 177pb — GPcot2
GTAGTGTTCTGCTTAGATTGCTGTTCCTTACCCAGGTGTTCTGCTCAGATCGCTGTTCCTTACCCAGGTG
TACTGCTTAGATCGCTGTTCTTTACCCAGGTGTTCTGCTTAGATCGCTGTTCATTACAAAGGTGTTCTGC
TCAGATCTCTGTTCCTTACCCAGGTGATCGGATCCC

G. pantanal clone 3 80pb — GPcot3

TTAACGCGGNCGATCTAGAGGACTACTAGTCATATGGATTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCCCCC
TTTTAATTT

Figura 4: Sinais positivos de hibridizago obtidos com a sonda isolada por Cot-1 a) fémea e b)
foto em escala de cinza; ¢) no macho a seta indica o cromossomo Y e d) foto em escala de cinza.

Todas as marcagdes em posigdo centromérica. Barra 10 pm.

Capitulo Il - DNA repetitivo e comportamento meidtico dos cromossomos sexuais de Gymnotus

pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).
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Capitulo IlI
Mapeamento fisico do DNAr 5S em duas espécies de Gymnotus

(GYMNOTYFORMES, GYMNOTIDAE): diversidade e dinamica evolutiva

Abstract

The order Gymnotiformes comprehend the electrical fish, also called
Knifefishes, and the genus Gymnotus is the most specious of order. Studies
about the distribution of rDNA 5S sequences in the karyotype are few in the
group and only two species have description of this ribosomal DNA. The rDNA
5S gene and its non-transcription sequence (NTS) are considered good genetic
markers, because the gene evolved by concerted mechanism evolution and the
NTS has fast evolution. Considering the few studies of rDNA 5S gene location
at Gymnotus was possible identify here a great diversity of distribution of these
sequences in the chromosomes of four species mapped. Each species
analyzed in this study presented a standard own of distribution of rDNA 5S
sequences. G. pantanal has two pairs signalized white minor rDNA, while G.
paraguensis showed 19 pairs marked. On the basis of these results we suggest
rDNA 5S sequences location as a citogenetic marker of high potential for

identification of Gymnotus species.

Key-words: FISH, ribosomal genes, cytotaxonomy.

Resumo
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A ordem Gymnotiformes compreende os peixes elétricos, conhecidos como
Knifefishes. O género Gymnotus é o mais especioso dentro da ordem. Estudos
quanto a distribuicdo de DNAr 5S no cariétipo sdo escassos neste grupo de
peixes com apenas duas espécies descritas sobre este aspecto. O DNAr 5S
em conjunto com seu espacador nao transcrito (NTS) € sugerido como um bom
marcador genético por evoluir em concerto e seu NTS apresentar evolugao
muito rapida. Considerando os poucos estudos sobre a localizacido do DNAr 5S
em Gymnotus, foi possivel identificar aqui uma grande diversidade de
distribuicdo destas sequéncias sobre os cromossomos de quatro espécies
mapeadas. Cada espécie possui um padrao proprio de distribuicdo. Aqui foram
isolados e mapeados o DNAr 5S em duas espécies de Gymnotus. G. pantanal
possui 2 pares com sitios de DNAr menor, enquanto G. paraguensis possui 19
pares com localizagcao deste gene ribossémico. Com base nestes resultados
sugerimos a localizagdo cromossémica do DNAr 5S como um importante

marcador citogenético para identificagdo de espécies do género Gymnotus.

Palavras-chave: FISH, genes ribossomais, citotaxonomia.

Introducéao

A familia Gymnotidae compreende os Knifefishes e apresenta apenas
dois géneros Gymnotus Linnaeus, 1758 e Eletrophurus Gill, 1864 (Campos-Da-
Paz, 2003). Estes peixes possuem distribuigdo endémica na regidao Neotropical,

e encanta pesquisadores pela sua capacidade de autogerar campos elétricos
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através de o6rgaos de descarga elétrica, que sao utilizados para defesa,
eletrolocalizagao e para interagao social (Albert et al., 2003).

O género Gymnotus é o que apresenta maior numero de estudos
citogenéticos dentre os Gymnotiformes, das 33 espécies que compdem o grupo
dez apresentam descri¢cao de caridtipo, identificacdo das regides organizadoras
de nucleos (Ag-RONSs) e localizacdo da heterocromatina (Margarido et al.,
2007; Lacerda e Maistro, 2007). Contudo, os estudos de mapeamento de
genes ribossdmicos sdo escassos, somente Gymnotus sylvius e Gymnotus
carapo possuem descri¢ao da localizacdo do DNAr 5S e 18S (Claro, 2008).

Em eucariotos arranjos em tandem dos genes de RNA ribossémicos
estdo organizados em duas familias multigénicas distintas, compostas por
centenas de milhares de copias. Uma familia é representada pelo DNAr 45S
que codifica os RNAr 18S, 5,8S e 28S, a qual € comumente localizada
indiretamente por nitrato de Prata, que se liga as proteinas envolvidas na
transcricdo do DNA. A outra familia é representada pelo DNAr 5S que codifica
o RNAr 5S, um dos componentes da subunidade maior do ribossomo. O
arranjo do DNAr 5S consiste em sequéncias codificantes de 120 pb que séo
separadas umas das outras por um DNA espacador ndo transcrito (NTS). Este
DNAr ndo é marcado pela Prata, sendo necessario a utilizacdo de sondas
especificas para a sua localizacdo cromossOmica através da hibridizagao in situ
(Galetti, Jr. e Martins, 2006).

O NTS presente neste gene tem tamanho variavel, cuja variagdo esta
relacionada com a ocorréncia de insercgdes, delegcdes ou a presenca de

pseudogenes (Wasko et al., 2001). Esta regido quando comparada com a
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regiao transcrita, possui uma evolugao muito rapida, apresentando grande valor
para estudos taxonémicos de espécies proximas (Baum e Johnson, 2007).

A familia de DNAr 5S é um 6timo exemplo de evolugao em concerto, na
qual todas as unidades evoluiram como unidade levando a um alto nivel de
identidade entre todas as copias (Nei e Rooney, 2005). Assim, o estudo deste
DNAr é interessante para a compreensdo da evolugcdo destas familias
multigénicas e um bom candidato a marcador citogenético entre espécies e
populagdes (Martins e Galetti, Jr., 2001).

O presente trabalho teve o objetivo de isolar, sequenciar e mapear o
DNAr 5S das espécies G. pantanal e G. paraguensis, pertencentes a familia
Gymnotidade e assim contribuir para o entendimento da dinamica evolutiva
desta familia multigénica e do seu espagador nao transcrito no género

Gymnotus.

Material e Métodos

Os espécimes de G. pantanal (8 fémeas e 7 machos) e G. paraguensis
(4 fémeas e 8 machos) foram coletados no rio Piquiri, regido de Formosa do
Oeste — Parana — Brasil. Os cromossomos mitoticos foram obtidos através do
método adaptado por Bertollo et al., 1978. O DNA gendmico foi extraido de
acordo com o método fenol-cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001), e também
através do método utilizando tampao Brometo de Cetil Trimetil Ambnio (CTAB)
(Murray e Thompson, 1980). As sondas de DNAr 5S foram obtidas através da
polimerase  chain  reaction (PCR) utilizando os  primers 5-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e 5-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3'
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isolados da truta arco-iris (Komiya and Takemura 1979; Martins e Galetti Jr.,
1999). As sondas foram marcadas com biotina 14-dATP por nick translation,
seguindo as instrucées do fabricante (Bionick Labelling System — Roche®). O
procedimento geral de hibridizagdo seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986) sob as condi¢des de estringéncia de 77%. A analise foi realizada em
microscoépio de epifluorescéncia Olympus BX41®. As imagens cromossOmicas
foram capturadas com a utilizagdo de cadmara CCD Olympus® DP71 e o
software de captura de Imagens DP controler (Olympus®). O seqlienciamento
das amostras foi realizado no laboratério ACTGene (Centro de Biotecnologia,
UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(Applied Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol do primer 5-NNNNNNNNNNNN-3’E 2uL do reagente
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os
dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data
Collection v1.0.1( Applied Biosystems®) com os parametros Dye Set “Z”;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module
1 “StdSeq50_50cm_cfv_100"; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”.
As sequéncias foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parametros nos alinhamentos:
6.66 e 10.0 para abertura e extensdo de gaps, respectivamente nos
alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensao de gaps nos

alinhamentos multiplos.
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Resultados

Os resultados obtidos através do mapeamento fisico do DNAr 5S nas
duas espécies de Gymnotus, G. pantanal e G. paraguensis, apresentaram
caracteristicas de distribuicdo cariotipica e localizagao cromossdémica proprias.
O isolamento de DNAr 5S através de primers especificos permitiu a
visualizagdo de duas bandas com aproximadamente 200pb e 600pb em gel de
agarose (Figura 1). O mapeamento fisico deste DNA ribossbmico em G.
pantanal revelou a presenga de dois sitios localizados na regiao
pericentromérica do par metacéntrico 5, e no braco curto do par metacéntrico
grande numero 3 nao apresentando qualquer relagdo com o sistema de
cromossomos sexuais XX XoXo/X1X2Y presente nesta espécie (Figura 3a). O
sequenciamento das regides de 5S nesta espécie revelou sequéncia com
600pb incluindo o seu espacador nao transcrito, o BLAST Gene Bank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast) mostrou 97% de identidade com sequéncias

de 5S de Leporinus friderici, além de outras espécies deste mesmo género com
igual identidade.

A outra espécie estudada, G. paraguensis, apresentou apenas uma
banda com aproximadamente 600pb em gel de agarose (Figura 1b). O
mapeamento cromossdmico destas sequéncias revelou marcagcdo em 19 pares
cromossOmicos, distribuidas em regido pericentromérica (Figura 3b). O
sequenciamento destas regides mostrou a presenga do gene 5s com
aproximadamente 100 a 110 pb, e seu NTS com 400 pb. Quando submetidos
ao BLAST no Gene Bank, além de mostrar identidade com a regido 5s de

Leporinus friderici, Geophagus brasilienses, o seu NTS apresentou grande
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identidade com um elemento movel Tc1-like descrito no peixe Cypriniforme
Labeo rohita 90% de identidade no blast como pode ser observado no
alinhamento (Figura 2).

O alinhamento das sequéncias de G. pantanal e G. paraguensis mostrou
grande identidade na regido do gene 5S, salvo por algumas poucas bases.
Entretanto a regido do NTS se mostrou extremamente divergente entre as
espécies, com apenas algumas bases alinhando. Ja o alinhamento do NTS de
G. paraguensis mostrou semelhanga com a sequéncia parcial do transposon
Tc1-like isolado do L. rohita apresentou alinhamento quase total a partir da

base 403 até 745 (Figura 2).

Discusséao

Os genes de DNAr 5S tem sido amplamente mapeados em muitas
espécies de peixes. Casos interessantes de duplicagdo génica dessa
sequéncia, pseudogenes (Martins et al., 2006), co-localizagédo com 45S (Diniz
et al., 2008) e associagdo com elementos transponiveis tem sido descritas
(Claro, 2008).

A localizagdo do DNAr 5S é conhecida em apenas 4 espécies do género
Gymnotus: G. sylvius, G. carapo (Claro, 2008), G. pantanal e G. paraguensis
(presente trabalho). A localizagdo desta familia génica nestas espécies tem
sido muito particular em relacdo a distribuicdo no cariétipo e localizacao
cromossdmica, favorecendo inferéncias citotaxonémicas e evolutivas. G.
sylvius evidencia uma unica marcagao com DNAr 5S no brago longo de um par

de cromossomos metacéntricos em regido proxima ao centrébmero, enquanto
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G. carapo apresenta um padrdo mais diversificado com sete pares de
cromossomos portadores destes sitios ribossomais com marcagbes também
pericentroméricas no brago longo dos cromossomos (Claro, 2008).

As espécies estudadas no presente trabalho também se mostraram
divergentes em relagcdo ao padrao de distribuicdo e localizagdo do DNAr 5S. A
espécie G. pantanal apresentou dois pares com sitios de DNAr 5S, uma
marcagao no brago longo de um par de cromossomos metacéntricos medianos,
e a outra em regiao intersticial do brago curto de um par de cromossomos
metacéntricos grandes. Sitios de DNAr 5S estdo frequentemente localizados
em posicao intersticial em varias espécies de peixes e outros vertebrados
(Martins e Galetti, Jr., 2001). A localizagdo cromossomal de DNAr 5S ja foi
realizada em mais de 70 espécies de peixes de diversos grupos como:
Acipenseriformes, Anguiliformes, Cypriniformes, Characiformes, Perciformes e
Tetraodontiformes, e que tem mostrado um padrao de distribuicdo conservado
(Martins e Wasko, 2004).

Entre os Characiformes neotropicais se destacam os géneros Leporinus
e Schizodon com varias espéies estudadas em relagdo ao mapeamento de
genes do DNAr menor (Martins e Galetti, Jr., 1999, 2000, 2001).

A investigagdo de DNAr 5S na ordem Gymnotiformes é recente. No
entanto, as poucas espécies estudadas apresentam um padrdo muito
diversificado. Verificamos que a espécie G. paraguensis apresenta 19 pares
cromossOmicos marcados com sonda de DNAr 5S proximas aos centrdmeros,
resultado inédito para a ordem. O sequenciamento destes genes em G. carapo

revelou a presengca de um elemento transponivel do tipo SINE (short
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interspersed nucleotide elementes) associado as sequéncias de DNAr 5S
(Claro, 2008), que poderia estar presente também em G. paraguensis
proporcionando sua grande dispersdao pelo caridtipo. Contudo, o
sequenciamento revelou a presenga de um outro elemento mével associado ao
gene ribossdmico 5S, um transposon da familia Tc1-like, inserido no seu
espagador nao transcrito com aproximadamente 288pb ( Figura 3) descrito
para o peixe Cypriniformes Labeo rohita. O elemento transponivel Tc1-like foi
identificados varios outros vertebrados, incluindo muitas espécies de peixes
como medaka (Oryzias latipes), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e
Zebrafish (Danio rerio) (Krasnov et al., 2005).

O complexo de espécies proposto para o peixe Hoplias malabaricus foi
extensamente estudado em relagdo ao cariotipo. Cinco cariomorfos distintos
sao propostos com base na férmula cariotipica, niumero cromossdmico e
cromossomos sexuais bem definidos entre as populagdes (Bertollo et al.,
2000). O isolamento de um DNA repetitivo 5SHindlll, que evolui apartir do
DNAr 5S apresenta marcacdes especificas em cada um dos cariomorfos, e
ainda possibilita separar dois grupos distintos entre as cinco formas
encontradas (Cioffi et al., 2009). Este DNA repetitivo tem sido proposto ainda
apresentar funcdo estrutural relacionada ao centrébmero e envolvimento na
diferenciagao de cromossomos sexuais multiplos no género Hoplias (Ferreira et
al., 2007; Cioffi et al., 2009). Ao contrario do que ocorre nesta espécie, G.
pantanal ndo apresentou qualquer relagdo de sequéncias 5S com o sistema de

cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1X2Y que possui.
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Dada a posicao basal da familia Gymnotidade na ordem Gymnotiformes
(Alves-Gomes et al.,1995; Albert, 2001), a ampliagdo de dados de
caracterizacao e localizagdo de sequéncias do DNAr 5S podem ser de grande
interesse para a sistematica e para a prépria histéria evolutiva e diversificacéo
desta classe de DNA. Os dados aqui levantados reforcam o potencial de
analise evolutiva baseado em marcadores de DNAr 5S, principalmente nas

espécies de Gymnotus.

Referéncias
As referéncias citadas neste capitulo sdo apresentadas no final da

dissertagao no item Referéncias Bibliograficas.
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G. pantanal

G.paraguensis

Figura 1: Gel de agarose 1% evidenciando o produto de amplificagdo do gene ribossomal 5S. Coluna

1 marcador de massa molecular. Coluna 2 a 5 DNAr 5S G. pantanal. Coluna 6 e 7 DNAr 5S G.

paraguensis.
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Figura 2: Alinhamento do DNAr 5S de G. paraguensis e o transposon Tc1-like de Labeo rohita.

A reta preta indica o DNAr 5S, e a vermelha indica o inicio do alinhamento entre as sequéncias
do NTS e Tc1-like.

Capitulo lll: Mapeamento fisico do DNAr

(GYMNOTYFORMES, GYMNOTIDAE): diversidade e dindmica evolutiva

5S em duas espécies de Gymnotus
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Figura 3: Mapeamento de DNAr 5S; a) Gymnotus pantanal; b) G. paraguensis.

Capitulo 1ll: Mapeamento fisico do DNAr 5S em duas espécies de Gymnotus
(GYMNOTYFORMES, GYMNOTIDAE): diversidade e dinamica evolutiva
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Conclusodes

No presente trabalho trés espécies de Gymnotus: G. pantanal, G.
paraguensis e G. sylvius foram analisados com ferramentas da citogenética
classica e molecular.

O isolamento de sequéncias repetitivas através da técnica de Cot — 1
permitiu isolar e clonar as sequéncias que compdem as regides heterocromaticas
das trés espécies estudadas, que sendo submetidas a FISH mostraram-se
localizadas ao redor dos centrdmeros, coincidindo com a heterocromatina
identificada com o bandamento C. Essas sequéncias foram identificadas como
espécie-especifica, apresentando marcacdo somente nos cromossomos da
espécie a qual foram isoladas.

Andlise meidtica em G. pantanal revelou a formacdo de um trivalente
pareado completamente no paquiteno, mostrando alto nivel de homologia. Esta
homologia completa poderia caracterizar um sistema recente formado pela fusédo
de elementos cromossémicos de pares autossémicos formando o Y (neo-Y) e os
respectivos homaologos autossémicos passariam a se comportar como X; e X, A
metafase Il sugere a formacdo de gametas balanceados. A utilizacdo de
sequéncias isoladas por Cot — 1 permitiu identificar sequéncias de DNA repetitivo
somente na heterocromatina em regido pericentromérica dos cromossomos de
determinacao sexual.

O mapeamento de DNAr 5S em G. pantanal e G. paraguensis revelou um
padrdo de dispersdo peculiar em cada espécie. A primeira espécie apresentou

dois pares marcadas. G. paraguensis apresentou 19 pares cromossOmicos
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marcados em regido proxima aos centrbmeros, e a presenca de um trasposon
intercalado em seu NTS. Mapeamento desta familia ainda é atual no género
Gymnotus. Contudo as espécies estudadas apresentam padrdo muito diverso,
sendo dificil a elaboracédo de uma teoria para dispersdo desses genes no género.
A constituicdo cariotipica, presenca de cromossomos sexuais € cComposiGao
gendmica sdo bastante diversa no género Gymnotus, o qual se faz um grupo

interessante para aprofundamento em estudos evolutivos.
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Anexos

5 — Anexos

5.1 — Protocolos — Citogenética Convencional

5.1.1 — Obtencéo de metafases mitdticas — método direto (Bertollo et al.,
1978)

Injetar intraperitonialmente no peixe, entre as nadadeiras peitorais e ventrais,
solugdo de colchicina (0,025%), na proporcédo de 1ml por 100g de massa
corpdrea do animal;

Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 40 minutos
sacrificando-o posteriormente para a retirada de seu 6rgao hematocitopoiético:
rim anterior ou posterior;

Colocar o tecido em 10 ml de solug&o hipotdnica de KCI (0,075M) previamente
aquecida a 37°C;

Fragmentar esse material, com auxilio de pinga de dissecgao desprovida de
agulha, aspergindo e expirando o material até que fique homogéneo;

Transferir o sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, para um tubo
de centrifuga. Deixa-lo em estufa ou banho-maria a 37°C por 20 minutos
(pedacos de tecidos ainda ndo desfeitos sdo descartados);

Acrescentar 1ml de fixador Carnoy recém preparado (alcool metilico : acido
acético 3:1), e ressuspender o material deixando-o em temperatura ambiente
por 5 minutos, centrifuga-lo durante 10 minutos a 1,19x1012g;

Descartar o sobrenadante com uma pipeta Pasteur;

Adicionar 6-8 ml de fixador;

Ressuspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur e centrifugar por

10 minutos a 1,19x1012g;
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Descartar o sobrenadante e repetir esse procedimento;

Apods a ultima centrifugacao e eliminagdo do sobrenadante, adicionar uma
quantidade de fixador suficiente para se obter uma suspensao celular que nao
esteja muito diluida e nem muito concentrada (cerca de 1 ml de fixador para 0,5
ml de sedimento). Ressuspender o material com cuidado até ficar homogéneo;
Colocar uma lamina limpa em agua a 60° C. Pingar trés gotas da suspenséao
com o auxilio de uma pipeta Pasteur sobre a lamina pré-aquecida e secar ao
ar;

O material deve ser guardado em tubos tipo eppendorf e mantidos em freezer a

-20°C.

5.1.2 — Obtencédo de metafases mitéticas — método indireto in vitro (Fenocchio
etal., 1991)

Retirar aproximadamente 3mma3 da porg¢ao anterior do rim e colocar em
uma placa de Petri contendo 5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro
bovino fetal e antibiotico;

Desagregar o material com pinga de ponta fina com posterior aspersao e

expiragao da solugdo com uma seringa de vidro sem agulha;

Incubar a solugao de células em estufa a 29° C por 7 horas em média;

Pingar trés gotas de colchicina (0,025%) em cada recipiente 25 minutos antes
de completar o tempo. Agitar suavemente a placa de Petri para homogeneizar o
material e manter em estufa até o término do tempo;

Transferir a cultura para um tubo de ensaio e centrifugar por 10 minutos a

9,64x1011g;
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Descartar o sobrenadante e completar o tubo de ensaio até 8 ml com solugéo
hipoténica de KCI (0,075M). Ressuspender a solugao e incubar por cerca de 30

minutos a uma temperatura de 37° C;

Preparar solugao fixadora com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e manter sob refrigeracdo. Apdés o tempo da hipotonizacdo, pingar
algumas gotas do fixador em cada tubo;

Ressuspender o material até ficar homogéneo, e centrifugar por 10 minutos a
9,64x1011g;

Descartar o sobrenadante e em seguida completar o tubo até o volume de 8 ml;
Novamente ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos a 9,64x1011g;
Repetir a etapa anterior por duas vezes;

Descartado o sobrenadante, colocar 1,5 ml do fixador e ressuspender o
material. Armazenar a solugdo em tubo tipo eppendorf mantendo-o em freezer

a-20°C.

5.1.3 - Método de coloragdo convencional Giemsa

Para analisar o numero e morfologia dos cromossomos, as laminas
preparadas com a suspensao celular foram coradas com solucdo do corante
Giemsa, diluido em tampao fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + Na2HPO4) a 5% durante
aproximadamente 10 minutos e em seguida foram lavadas em agua corrente e

Secas ao ar.

5.1.4 — Coloracdo das regides organizadoras de nucléolos Ag-RONs

(Howell e Black, 1980)
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Em laminas previamente preparadas para a obtencdo de cromossomos
mitéticos pingar uma gota da solugdo coloidal reveladora (1g de gelatina
dissolvida em 50 ml de agua destilada acrescida de 0,5 ml de acido férmico) e
duas gotas da solucao de nitrato de prata (1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de
agua destilada) sobre o material na lamina;

Cobrir a ldmina com laminula;

Levar a lamina a estufa a 60°C até que a mistura das solugdes alcance uma
coloracao marrom-dourada;

Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar ao ar;

Se necessario, corar com Giemsa diluida a 1% em tampao fosfato pH 6,8 por
30 segundos.

5.1.5 — Deteccdo da heterocromatina - (Sumner, 1972)

Colocar a lamina recentemente preparada para a obtencdo de cromossomos
mitéticos em solugao de HCI 0,2N, a 42°C, por 5 minutos;

Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar;

Colocar a lamina em solugéo de hidréxido de bario a 5% (Ba(OH)2) a 28°C por
aproximadamente 20 segundos;

Imergir a lamina rapidamente em acido HCI 0,2N e lavar com jatos de agua;
Colocar a lamina em uma solugao de 2xSSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de
Citrato Trissédico + Agua deionizada) por uma hora & 60° C;

Lavar a lamina em agua destilada e secar ao ar;

Corar o material com giemsa.

5.1.6 — Identificacdo cromossémica
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A identificagcdo cromossémica foi realizada baseada nos critérios da relagao de
bracos (RB), proposta por LEVAN et al., (1964) e classificados como
metacéntricos (m) (RB= 1,00 a 1,70); submetacéntricos (sm) (RB= 1,71 a 3,00);
subtelocéntricos (st) (RB= 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB>7,00). As
metafases foram capturadas por camara CCD Olympus DP71 com resolugao
de 13mp acoplada a um Microscopio Olympus BX 40 com o programa

ImageProPlus 5.0.

5.1.7 - Obtencdo de células meidticas para analise da meiose
convencional (Kligerman e Bloom, 1977)

Retirar as gbnadas cortando—as em pequenos pedacos;
Colocar o tecido em uma cubeta com agua destilada ou solugao hipoténica de
KCI 0.075M;
Deixar o tecido hipotonizando por aproximadamente uma hora e 20 minutos;
Apos esse periodo colocar o material em fixador (metanol: acido acético 3:1)
por 30 minutos;
Repetir a fixagdo trocando o fixador e manter o material por mais 30 minutos;
Apds a segunda fixagdo trocar o fixador colocando—o em um tubo tipo

eppendorf de 2 ml e estocar a —20°C.

5.1.8 — Peparacédo das laminas para analise meiética convencional

Colocar a gbnada em uma cubeta apropriada para macerar o tecido;
Cortar o tecido em pequenos pedacos;
Pingar duas a trés gotas de uma solugao de acido acético 60% e com ajuda de

um bastdo macerar o material até obter uma solugado homogénea,;
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Pingar duas a trés gotas da solugdo em uma lamina limpa aquecida a
aproximadamente 40°C;

Esperar o acido acético evaporar tomando o cuidado de homogeneizar a
solugdo sobre a lamina sem deixa—la aquecer muito para ndo estragar a
preparacao;

Corar a lamina em solugao de Giemsa 5% com tampao fosfato.

5.2- Protocolos Citogenética Molecular

5.2.1 — Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) (Pinkel et al., 1986).

Para a identificacdo das regides de DNAr 5S foi utilizada a sonda obtida
usando os primers A 5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3 e B 5-

GCTGGTATGGCCGTAGC-3' (MARTINS e GALETTI, 1999),.

| - Marcagao da sonda por nick translation

Il — Tamanho dos fragmentos em gel
Misturar 1 pl da reagédo de nick translation com 1 yl de azul de bromofenol e
aplicar em gel de agarose 0,8% e 1 ul brometo de etidio;

Aplicar a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos;

[Il — Hibridagao fluorescente in situ (FSH)

Lavar as laminas em tampao PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura
ambiente sob agitacao;

Desidratar o material em série alcoodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada (secar);
Incubar as laminas em 90 pl de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37°C por 1
hora em camara umida com agua milli-Q;

Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC;

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez;
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Fixar em formaldeido 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCI2 durante 10 minutos
a temperatura ambiente;

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitacéao;

Desidratar o material em série alcoodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada;
Desnaturar em série alcodlica, a solugao de hibridagao a 100°C por um periodo
de 10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo;

Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos;

Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos
cada;

Preparar camara umida a 37°C;

Montar cada Iamina com 50 ul de solugao de hibridizacdo, cobrir com laminula

e deixar 12h a 37°C;

IV - Lavagens
Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10

minutos cada sob agitagao;

Lavar as laminas trés vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada sob
agitacao;

Lavar durante 5 minutos em solucdo de Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Incubar as laminas em tampao 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos;

Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8 pl FITC/ 800 pl NFDM) durante 30

minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;
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Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

Incubar com 90 ul de anti-avidina (8 ul anti-avidina/ 792 yl de NFDM) durante
30 minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,8ul FITC/800ul NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Incubar com 90 ul de anti-avidina (8 ul anti-avidina/ 792 yl de NFDM) durante
30 minutos em camara Uumida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,8 ul FITC/800 pyl NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao;

Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar;

V — Montagem da lamina
Misturar 200 pl de antifading mais1 pyl de DAPI — 4’-6 diamidino — 2 -

phenilindole (50 pg/ml);

Colocar 25 pl da solugao e cobrir com laminula. Guardar no escuro.
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5.2.2 — Isolamento de sequéncias repetitivas obtidas pela cinética de

reassociacdo do DNA (Cot-1) (Zwick et al., 1997).

Diluir o DNA gendmico a 100-500 ng/ul em 0,3M NaCl;

Colocar 500 ul de DNA em tubos de 1,5 ml;

Autoclavar por 3 a 5 minutos a 1.0 atm/1200C;

Aplicar 3 ul do DNA autoclavado em gel de agarose 1% para checar o tamanho
dos fragmentos obtidos (ideal obter fragmentos entre 100 e 1.000 pb);
Desnaturar 3 aliquotas (tubos 0, 1 e 5) com 50 ul do DNA autoclavado em
banho a 950C por 10 minutos;

Passar os tubos para gelo por 10 segundos: tratar imediatamente o tubo 0 com
S1 nuclease e colocar os tubos 1 e 5 em banho a 650C para renaturacgao.

Apos 1 minuto, retirar o tubo 1 e tratar com S1 nuclease e apés 5 minutos,
retirar o tubo 5 e tratar com S1 nuclease;

Para o tratamento com S1 nuclease, utilizar 1U da enzima para 1ug de DNA e
5,5 pl tampao 10X para o volume final de 50 pl.

Incubar a 370C por 8 minutos;

Congelar imediatamente em nitrogénio liquido;

Adicionar igual volume de fenol/cloroférmio (1:1);

Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm. Coletar a fase aquosa e passar para
um tubo novo;

Precipitar o DNA com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado;

Deixar no freezer a —=750C por 30 minutos;

Centrifugar por 15 minutos a 18,75x1011g a 40C. Secar e ressuspender em 50

ul de agua milliQ autoclavada.



Programa de P6s-Graduagdo em Biologia evolutiva 105

Checar o DNA em gel de agarose 1%.

5.2 .3 - Andlise dos Marcadores citogenéticos

Para cada uma das técnicas aplicadas foram examinadas 30 células
metafasicas ou meidticas. As preparacdes foram visualizadas em microscopio
de epifluorescéncia Olympus BX 40 e capturadas com cémera digital CCD
Olympus DP71 13 mp. Para a andlise com DAPI foi utilizado filtro de

comprimento de onda variando de 360 a 390 nm.

5.2.4 — Extracdo de DNA — (Sambrook e Russel, 2001).

Colocar o tecido (1/1 cm3) em um almofariz € macera-lo com nitrogénio
liquido com auxilio de um bastao de louga;
Adicionar 250 pl de solugao de lise (NaCl 0.4M, EDTA 0.1M pH 8.0, Proteinase
K 100 pg/ml, SDS 0.1%) e homogeneizar a amostra;
Transferir o material para um tubo tipo eppendorf e manté-lo em banho-maria a
temperatura de 50°C durante uma hora e 30 minutos;
Adicionar 250 ul de RNAse (100 mg/ml) mantendo-o em banho-maria a 37°C
por 1 hora, procedendo a leve agitagao periddica;
Acrescentar 500 pl de uma solugdo contendo fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico na proporcao 50: 48: 2;
Agitar suavemente o tubo por 30 minutos;
Centrifugar o material por 10 minutos a 8,33x1013g;
Transferir com auxilio de pipeta o sobrenadante, sem a camada fendlica;
Adicionar NaCl 1M para a precipitagdo do DNA juntamente com 2 volumes de
etanol gelado absoluto;
Inverter o tubo diversas vezes para a visualizagdao do DNA,;

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x1013g e descartar o sobrenadante;
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Adicionar 500 pl de etanol 70% e deixar descansar por 5 minutos;

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x1013g e descartar o sobrenadante;
Secar o DNA em estufa a 37°C por 12h;

Ressuspender o DNA em 30 pl de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM)

ou agua autoclavada e armazenar em freezer a - 20°C.

5.2.5 — Extracdo de DNA — Método CTAB (Murray e Thompson, 1980)
Preparar o Tampao CTAB para um volume final de 15 ml seguindo a
formulacgao:

6 ml CTAB 5% (concentracéo final 2%)

3 ml de NaCl 5M (concentracéo final 1M)

3 ml EDTA 0,5M (concentragao final 0,1M)

3 ml TRIS-HCI 1M pH 8.0 (concentragao final 0,1M)

Guardar o tampao de extragao em temperatura ambiente.

| - Processo de extracao:

Colocar em um tubo 0,2g de tecido muscular, 600 ul de tampao CTAB, 13 ul de
proteinase K (10 mg/ml) e 15 pl de DTT (1M);

Colocar a 60°C por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido;
Adicionar ao tubo 10 pl de RNAse (10 mg/ml) e manter a 37°C por 3 horas;
Adicionar 600 ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1);

Agitar durante 5 minutos (vértex suave). Centrifugar a 5,33x1014g por 5
minutos;

Retirar sobrenadante e transferir para um novo tubo;

Adicionar 450 ul de Isopropanol e deixar a —20°C por 2 horas ou 12h;
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Centrifugar a 1,63x1014g por 15 minutos (alinhar os tubos na centrifuga).
Descarta-se o sobrenadante;

Lavar o pellet com 450 ul de etanol 70%. Centrifugar por 2 minutos e retirar o
sobrenadante.

Deixar secando na estufa a 37°C e ressuspender em 150 ul de agua mili-Q.

5.2.6 — Preparacdo do gel de agarose 0,8% e 3% para eletroforese e
visualizacdo do DNA

Pesar 0,8 ou 3 gramas de agarose e colocar num Erlermeyer de 250 ml;
Diluir a agarose em 100 ml de tampao TBE uma vez, aquecendo a solugdo em
forno microondas e cuidando para que ndo permanecam blocos nao dissolvidos
no frasco;
Esperar a solugado esfriar a temperatura ambiente e em seguida coloca-la na
cuba de eletroforese na presenca de um pente para formar pogos para
aplicacdo das amostras;
Aguardar a polimerizagao do gel;
Retirar cuidadosamente o pente para nao estragar os pogos e adicionar o
tampao TBE uma vez na cuba até cobrir os eletrodos;
Injetar o DNA nos pogos junto com o tampao de aplicagdo (azul de bromo
fenol);
Inserir os eletrodos nas posig¢des indicadas da cuba, ligar a fonte na corrente
elétrica programando-a para 100 Volts;
Deixar o DNA migrar no gel por 5 horas;
Retirar o gel da cuba e cora-lo com brometo de etideo (10mg/ml) diluido em

TBE uma vez por 15 minutos;
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Retirar o gel do tampéao TBE, colocando-o sobre o transiluminador;
Ligar a luz ultravioleta, visualizar as bandas rapidamente para evitar

degradacao e fotografar o gel.
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6 - Parecer 02/2008 (protocolo 04509/08) da Subcomiss&o de Etica em Experimentacdo Animal

da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

OO0 SCEEA
85 sceeA

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordinaria realizada nesta

Preservagcdo dos Peixes dos Campos Gerais

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

Prof®

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-800 - Ponta Grossa - PR - BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Unwersitanio em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg br Home page: www.uepg. br

UE/"¢ OPROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pré-Reftorin de Pesquisa @ Pés-Graduagao

Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de

pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAO DE ETICA EM AN

............. v BT S N M R R R

me dé Almeida S.

ol 'J"'u{-\r\')‘": substity
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6.1 - Licenca permanente para coleta de material zoolégico emitida pelo Instituto Brasileiro do

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (proc. no. 15115-1).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15115-1 | Data da Emissio: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no Ibama: 550248 | Nome: Robetto Farreira Artoni CPF: 138 549.798-00
Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80257 355/0001-08

Observagdes, ressalvas e condicionantes
A participacac de pesquisador(a) estrangeira(a) nas atividades previstas nesta autorizacao depende de autorizagad expedida pelo Ministeno de Ciencia @ Tecnalogia

(CNPMCT))
Alicenga permanente ndo & valida para a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficials de espécies ameagadas de

2 exngéo; b) manutengao de espécimes de fauna silvestre em cativeiro| €] recebimento ou ervio de material bioldgico a0
exterior, & d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservacao federal ou em cavema. A restrigao prevista no item d néo se aplica as categorias

Reserva Particular do Patriminio Natural, Area de Relevarte Interesse Ecoldgico e Area de Protecao Amblental constituidas por terras privacas

O pesquisadar tituar dalicenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para evertual apresentacao afiscalizagio;

Esta licenga permanente nao exime o seutitular da necessidade o2 obter as anugncias previstas em outros instrumentas Iegais, bem como do consentimenta do

| responsavel pela area, pblica ou privada, onde serd realizada a atividade.

Esta licenga penmanente no podera ser utilizada para fins comercials, industnais, esportivos ou pararealizagao de atividades inerentes a0 pracesso de licenciamento
amblenta de empreendimentos
Esta autorizagao NAD exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto nainstrugao Nommativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Macional de Anilhamento de Aves Silvestres.

0 pesquisador titular dalicenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (guanda for o caso)

0 drgdo gestor de unidade de conservagao estadual, distital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizagdes concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condiges para a realizag3o de pesquisa nessas unidades de conservagéo,

O fitular de licenga ou autrizagao e 05 membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
a0 grupo taxondmico de Interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor;o de coleta ou captura gue n3o comprometa a viabilidade

de EDEUZEﬁES do grupa taxonBmico de Interesse em run:ﬁgéo in situ.

O tiular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatonio de aividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de ate 30 dias apos 0 aniversario de
|~ | emiss&o dalicenga permanente.
O tular de autorzagao ou delicenga permanente, assim Como 05 Membros de sUa equipe, quando da Violagao da 1egislagac Vigente, ou GUando da inadequag 3o,
omissao oufalsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga
SUSPENSE U Mevol Ibama e 0 material bioldgico coletado nos temos da |egisiagao brasileira em vigor

Alicenga permanente sera valida engquanto durar o vinculo empregaticlo do pesquisador com a Insttuicao clentifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
solicitagio

Este documento n3o dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patrimanio genetica existerte no terntnia nacional, na
platafoma continental e na zona econdmica exclusiva, 0U a0 corhecimento tradiclonal associado ao patimdnio genético, para fins de pesquisa clentifica,

| | bigprospecgdo e desenvalvimenta tecnoldgico.
% As atividades contempladas nesta autorizagao N. abrangem especies brasieiras constante de listas oficiais (de abrang@ncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameagadas de extingio, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexpiotagao

@ ‘m—.l|m|u\{b.|m|

>

o

Taxons autorizados
Nivel taxondmico |

[#1 I Taxon(s)
|1_| ORDEM | Characiformes, Gymnotiformes, Tetraodontiformes, Siluriformes, Synbranchifermes, Perciformes
21 [

Destino do material biolégico coletade

# destino | Tipe Destino |
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA | Caboratério de Citogenética e Evolugéo |

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidaddo padera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do
|bamalSisbio na internet (www. ibama gov brisisbio)

Cédigo de autenticagio: 85979796 ‘I"l |I”I”|“I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA.
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

= Sistema de Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade - SISEIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Namero: 15115-1 | Data da Emissdo: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no lbama: 550248 ‘ Nome: Roberto Ferraira Artoni CPF: 138 549.798-00
Nome da Instituicao . UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80257 355/0001-08

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa lbama n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegbes Bioldgicas (CCBIO).

Nivel Téaxon™ Qtde Amastra Qtde Data

* | dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera verfficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

|bamalSisbio na internet (www. ibama.gov brisisbio).
Cadigo de autenticagdo: 85979796 m
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