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Resumo

A Ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies validas, que estdo distribuidas
em cinco familias. Os géneros mais investigados sdo Eigenmannia e Gymnotus. N0sso
trabalho concentrou-se na familia Rhamphichthyidae, género Rhamphichthys que, assim como
os demais Gymnotiformes, apresentam maior abundancia e diversidade na regido Amazonica.
Foram realizadas coletas nos municipios de Abaetetuba, Barcarena e Belém (Pard) e em Tefé,
Reserva Ecoldgica de Mamiraua (Amazonas), com objetivo de melhor definir as espécies,
através da integracdo de dados citogenéticos classicos, citogendmicos (através das sondas de
sequéncias repetitivas de DNA) e do DNA Barcoding e assim compreender a evolucdo deste
género de peixes na Amazoénia. Foram identificados um novo citotipo para o género R.
rostratus com a presenca de cromossomos B e formula cariotipica FC=48m/sm+2st/a+(5-
10)B, um novo citétipo da regido do Amazonas, Rhamphichthys sp. FC = 44m/sm +6st/a, e
também de R. marmoratus, FC = 46+4st/a no estado do Pard. A andlise das sequéncias
repetitivas nos novos citétipos demonstrou que as sondas de 18S sdo coincidentes com as
regides de constricdo secundarias que sdo marcadas com nitrato de prata na técnica de
coloragdo classica da NOR. As sondas de DNA 5S marcam sitios multiplos, deixando
evidente que a evolucdo da familia de genes ribossomais ocorre de maneira independente,
pelo menos no género Rhamphichthys. Os retroelementos REX1 e REX3 marcaram de forma
dispersa pelo genoma, como ja foi descrito na literatura para outros peixes. O elemento REX1
marca ainda a regido de constricdo secundaria em R. rostratus, o que também ja foi descrito
em outras espécies de peixes que habitam ambientes poluidos, expostos a estresses ambientais
e também em individuos hibridos. A anélise de DNA barcoding permitiu a constru¢do de uma
arvore bayesiana, que esta de acordo com os dados de citogenética. Assim, as populagdes de
R. rostratus com e sem cromossomos B constituem taxa distintos. Por sua vez, a amostra de
Mamiraua, aqui denominada Rhamphichthys sp. por ndo haver sido descrita formalmente, é
mais similar tanto nos dados cariotipicos como na analise de barcoding a R. hanni do Sudeste
brasileiro. Nossos dados apontam para um numero subestimado de espécies em

Rhamphichthys, o que reforga a necessidade de uma reviséo taxondmica para o género.

Palavras — chaves: Cromossomo B, Retroelementos REX, Rhamphichthyidae, DNA

Barcoding.



Abstract

The Order Gymnotiformes is composed by 219 valid species, which are distributed in
five families. The most investigated genera are Eigenmannia and Gymnotus. Our work
focused on family Rhamphichthyidae, genus Rhamphichthys that, like other Gymnotiformes,
present greater abundance and diversity in the Amazon region. Sampling was carried out in
the municipalities of Abaetetuba, Barcarena and Belém (Pard) and Tefé, Ecological Reserve
Mamiraua (Amazonas), in order to better define the species, through the integration of
classical cytogenetic data, cytogenomic analysis (probes for repetitive DNA sequences) and
DNA Barcoding and thus understand the evolution of this fish in the Amazon. A new
karyotype was identified for R. rostratus with the presence of B chromosomes and karyotype
formula FC = 48m / sm + 2st / a + (5-10) B, as well as a new cytotype from the Amazon
region, in Rhamphichthys sp. FC = 44m / sm + 6st / a, and also in R. marmoratus, FC = 46 +
4st / a in the state of Para. The analysis of repetitive sequences in the new cytotypes
demonstrated that probes 18S coincided with the regions of constriction secondary that are
marked with silver nitrate in the classical NOR staining technique. The DNA probes 5S mark
multiple sites, letting clear that the evolution of the ribosomal gene family is independent, at
least in the genus Rhamphichthys. Retroelements REX1 and REX3 marked in a dispersed
fashion throughout the genome, as already described in literature for other fishes. The REX1
element also marks the secondary constriction in R. rostratus, which has also been described
in other species of fishes that inhabit polluted environments, exposed to environmental
stresses and also in hybrid individuals. The barcoding DNA analysis allowed the construction
of a Bayesian tree, which is in agreement with the cytogenetic data. Thus, populations of R.
rostratus with and without B chromosomes are separate taxa. In turn, the sample from
Mamiraua, herein called Rhamphichthys sp., since it was not been formally described, it is
more similar in both karyotypic data as the barcoding analysis with R. hanni from
southeastern Brazil. Our data let clear that the number of species in Rhamphichthys is

underestimated, which reinforces the need for a taxonomic revision of the genus.

Key — words: Chromosome B, REX Retroelements, Rhamphichthyidae, DNA Barcoding.



INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ORDEM
GYMNOTIFORMES

A regido Neotropical abriga a mais diversa ictiofauna de agua doce do mundo,
composta por aproximadamente 7000 espécies, sendo Ostariophisi 0 grupo mais
diverso. Neste, 75% das espécies conhecidas encontram-se distribuidas nas Ordens
Characiformes, Siluformes, Cypriniformes e Gymnotiformes (Reis et al., 2003; Nelson,
2006; Oliveira et al., 2007).

A Ordem Gymnotiformes apresenta 219 espécies formalmente descritas, e este
nimero vem aumentando nos Gltimos anos. Eles se distribuem amplamente pela regido
Neotropical, com registros desde o Sul do México (15° N) até o norte da Argentina (36°
S), com maior distribuicdo e diversidade de espécie na Bacia Amazbnica. O
aperfeicoamento dos métodos de coletas, como por exemplo, a utilizacdo dos detectores
de peixes elétricos, as novas técnicas de identificacdo taxondmica e coleta de
amostragem em ambientes pouco explorados estdo possibilitando que novas espécies
sejam encontradas e descritas (Tagliacollo et al., 2016; Crampton, 2011; Crampton et
al., 2005; Albert & Crampton, 2003; Alves-Gomes, 1998).

Os Gymnotiformes sdo distintos dos outros peixes neotropicais pela sua
morfologia tipica. Seus representantes possuem forma do corpo alongada e lateralmente
comprimida, nadadeiras dorsal e caudal ausentes (com excecdo dos apteronotideos),
nadadeira anal bastante longa, 6rgdos internos compactados na porcdo anterior do
corpo, e 0 anus localizado na mesma diregdo da nadadeira peitoral (Figura 1). No
entanto, a caracteristica mais marcante deste grupo ¢é a presenga de um 6rgdo elétrico e
varios tipos de células sensoriais especializadas (eletrécitos), que permitem a habilidade
de gerar e detectar potenciais elétricos na agua. Esses campos magnéticos servem de
sinalizacOes para indicacdo de parceiros sexuais, obstaculos e defesas (Bullock et al.,
1965; Alves-Gomes, 1998).



10

Ausénciade Nadadeira Nadadeira
Dorsal Peitoral

.-‘I-

Nadadeira
Caudal

Nadadeira Anal

Figura 1 - Caracteristicas morfologicas da Ordem Gymnotiformes em um representante da Familia
Apteronotidae (Apteronotus albifrons). Espécime fotografado no Laboratério de Citogenética da UFPA.

Este sistema eletrogénico e eletrosensorial (ESS) (Figura 2), por permitir a
deteccdo de campos elétricos concomitantes, sugere que tal caracteristica possibilita os
Gymnotiformes serem, naturalmente mais ativos a noite, e possuirem uma Visdo
ineficiente e pressdo predatéria reduzida. (Alves-Gomes et al., 1995; Kawasaki et al.,
1996; Nanjappa et al., 2000; Gouvéa et al., 2002; Crampton, 2006).

A Ordem Gymnotiformes apresentou muitas controvérsias quanto a
classificacéo e as relacdes filogenéticas dos grupo. Dependendo do autor os peixes desta
Ordem podem ser classificados de cinco a sete familias: Electrophoridae, Gymnotidae,
Sternopygidae, Eigenmannidae, Hipopomidae, Rhamphichthydae e Apteronotidae
variando a constituicdo de familias e géneros (Mago- Leccia, 1994; Alves —Gomes et
al., 1995; Albert e Campos-da-Paz, 1998).
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Orgao Elétrico

Gymnofus mamiraua

l Cmpul, 1566

Figura 2 - Figura 2 - Caracterizacdo do 6rgdo de descarga elétrica. Exemplar de Gymnotus mamiraua,
demonstrando a posigao e estrutura do 6rgéo elétrico Crampton (2006).

Entretanto, a proposta filogenética mais aceita recentemente é a de Albert e
Crampton (2005) que corrobora os dados de Albert (2001), que utilizou o método de
analise de maxima parcimoénia (MP) com 249 caracteres entre dados morfoldgicos e
moleculares combinados, neste ele incluem todos os dados até entdo avaliados por
(Triques, 1993; Gayet et al.,1994; Alves-Gomes et al.,1995; Albert & Fink, 1996;
Sullivan, 1997; Campos-da-Paz & Albert, 1998) e sua andlise pode ser considerada a
mais abrangente. O autor propde que a ordem possui cinco familias, que a familia
Gymnotidae ocupa a posicdo mais basal em relagdo aos outros gymnotiformes e que
Rhamphichthydae e Hypopomidae formam um grupo monofilético, assim como
Sternopygidae e Apteronotidae. Sendo, Gymnotidae clado irmao de Rhamphichthydae +
Hypopomidae, e também de Sternopygidae + Apteronotidae (Figura 3). Recentemente,
Tagliacollo et al. (2016) vem reafirmar a filogenia do grupo corroborando com estes

dados ja apresentados por Albert (2001).



12

B R
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Racenisia
Steatogenys
Hypopygus
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Eigenmannia m— -
— Rhabdolichops
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Parapteronotus
Apteronotus Apteronotidae
Magosternarchus
Sternarchella
Compsaraia
Porotergus
Sternarchogiton
Adontosternarchus

Pulso

Figura 3 - Filogenia proposta por Albert & Crampton (2005), com modificagdes na imagem original.

1.2. A FAMILIA RHAMPHICHTHYIDAE

Os trabalhos publicados até agora sobre a familia Rhamphichthyidae Regan,
1911 assim como os demais Gymnotiformes, sdo mais intensamente concentrados nas
areas de sistematica e taxonomia (Mago-Leccia, 1994; Triques, 1996). Apesar disso, 0
entendimento da diversidade dentro dos géneros permanece incompleto, estando notéria
a necessidade de uma reviséo para o género Rhamphichthys (Campos-da-Paz e Paepke,
1994; Albert e Crampton, 2005; Carvalho e Albert, 2015).

A Ultima revisdo da literatura foi feita por Triques (1999) onde se determinou
que a familia Rhamphichthyidae é constituida por trés géneros: Rhamphichthys Muller
& Troschel (1848) com oito espécies validas, Gymnorhamphichthys Ellis (1912) com
quatro e Iracema Triques (1996) com apenas uma espécie descrita (Triques, 1996;
Albert & Crampton, 2005). Foi descrita a espécie Rhamphichthys helios (Carvalho e
Albert, 2015), aumentando para nove o numero de espécies validas para a familia
Rhamphichithyidae. A taxonomia da familia ainda € pouco entendida, se comparado a
outros Gymnotiformes, devido a davidas em relacdo aos limites entre especies, ja que

seus exemplares apresentam variaces tanto em sua natureza intraespecifica quanto
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interespecifica. Todos os trabalhos de filogenia de Gymnotiformes concordam que
Rhamphichthyidae é grupo irmdo de Hipopomidae (Alves-Gomes, 1998; Albert, 2001;
Albert & Crampton, 2005).

Segundo Mago-Leccia (1994) Rhamphichthys se distingue por apresentar
focinho longo e tubular, auséncia de dentes nas maxilas, cdmara anterior da bexiga
natatoria vestigial e encerrada numa capsula 6ssea e também mais de 300 raios na
nadadeira anal (Figura 4). E entre os Gymnotiformes adultos, o que apresentam o
segundo maior tamanho corporal, chegando a um metro de comprimento, perdendo em
comprimento somente para as enguias elétricas da amazbnica, conhecidas
popularmente, como poraqué (Santos et al, 2004). Apresentam descargas do 0Orgédo
elétrico em forma de pulso que sdo utilizados para forrageio, eletrolocalizacdo e
reconhecimento de parceiros sexuais (Nanjappa et al., 2000; Gouvéa et al., 2002;
Ferraris, 2003). S&o animais filtradores que nadam pouco e se encontram durante o dia
parados no substrato (Triques, 2005; Albert & Crampton, 2005). Assim como os demais
Gymnotiformes, Rhamphichthys se apresenta em maior abundancia e numero de
espécies na Bacia Amazonica (Crampton,1998; Albert, 2001; Albert & Crampton,
2005).

Nadadeira Peitoral

Nadadeira Anal

Focinho
Tubular

Figura 4 - Representante da Familia Rhamphichthyidae pertencente ao género Rhamphichthys. Registro
de espécimes coletados pela equipe de peixe do Laboratorio de Citogenética — UFPA.
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1.3. A CITOGENETICA E OS GYMNOTIFORMES

Os Gymnotiformes s&o um grupo de peixes altamente interessante como objeto
de estudo, devido a sua alta variabilidade cromossomica associada a sua conservagéo
morfologica. Estas caracteristicas sugerem a existéncia de espécies cripticas, como ja
proposto para o género Gymnotus por Milhomem et al. (2008). Portanto é de grande
importdncia a analise citogenética tanto no que se refere ao numero diploide e
morfologia cromossdmica quanto para a localizacdo de Regides Organizadoras de
Nucléolos (NORs), distribuicdo da heterocromatina (DNA altamente repetitivo), ja que
tais caracteristicas podem ser consideradas como marcadores populacionais em espécies
de peixes, fornecendo dados citotaxondmicos que auxiliem na identificacdo das espécies
e até mesmo separar espécies muito semelhantes morfologicamente, além de poder
propor espécies ainda nao descritas ou detectar variacdes cromossémicas populacionais,
sendo possivel fazer inferéncias de grupos conservativos e ndo conservativos (Silva et
al., 2008; Milhomem et al., 2007; Fernandes et al., 2005; Pieczarka & Mattevi, 1998).

Existem poucos estudos citogenéticos sobre este grupo. Segundo Oliveira et al.
(2009) apenas 48 espécies dessa ordem ja tem seu cariétipos descritos, mas nos ultimos
anos 0 numero de publicacbes vem aumentando, e demonstram que a ordem
Gymnotiformes apresenta grandes diferencas em relacdo ao nUmero de cromossomos e
sua estrutura (Artoni et al., 2000). Esta diversidade cariotipica pode ser demonstrada
com a variagdo do ndmero diploide de 2n = 24 em Apteronotus albifrons
(Apteronotidae) (Almeida-Toledo, 1981) a 2n = 54 em Gymnotus carapo, G. mamiraua,
G. paraguensis (Gymnotidae), tendo tambem sido descrito um triploide de G. carapo
com 2n = 81 cromossomos (Milhomem et al., 2007; Lacerda & Maistro, 2007;
Fernades-Matiolli et al., 1998a; Foresti et al., 1984).

Os géneros Gymnotus e Eigenmannia sdo os mais estudados citogeneticamente
até o presente e apresentam grande diversidade cromossémica. Além da variacdo
morfologica e numérica de cromossomos, foi tambeém relatada a presenca de sistemas
sexuais do tipo XX-XY com heterocromatinizacdo do X e do tipo ZZ-ZW em E.
virescens em populagcdes precedentes da Bacia Amazonica e da Bacia do Rio S&o
Francisco (MG), ambas as populagdes apresentaram 2n= 38 cromossomos, onde a
primeira apresentou 0 macho como par heterogametico, caracterizando o sistema sexual
XXIXY e na segunda populacdo as fémeas apresentaram um par heterogameético,

caracterizando um mecanismo sexual ZZ/ZW (Almeida-Toledo et al., 2001; Almeida-
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Toledo et al., 2002; Silva et al., 2009) Além, de relatos de cromossomos sexuais
maltiplos em representantes de trés familias de Gymnotiformes: Brachyhypopomus
pinnicaudatus, que apresenta 2n= 42 para fémeas e 2n= 41 para machos. Os
cromossomos da fémea s&o todos acrocéntricos e do macho 41 acrocéntrico e 1
metacéntrico. O sistema multiplo de cromossomos sexuais (X1 XiXoXo/ X3X,Y) se
origina por translocacdo Robertsoniana (Hypopomidae) (Almeida-Toledo et al., 2000a);
Eigenmannia sp. (Almeida-Toledo et al., 2005); E. virescens (Almeida-Toledo et al.,
2000b) (Sternopygidae) e Gymnotus carapo (Gymnotidae) (Silva & Margarido, 2005).

Portanto, a grande variagdo cariotipica presente nos demais Gymnotiformes,
leva a crer que a familia Rhamphichthyidae possa apresentar variagdes cromossémicas
significativas. Entretanto, dados citogenéticos na familia Rhamphichthyidae séo
exiguos, havendo apenas uma descri¢do formal na literatura por Almeida-Toledo, 1978
(in Oliveira, 1988) sobre a espécie Rhamphichthys cf. pantherinus com 2n = 52 (38m
+10sm+ 4st) proveniente de Humaita (AM). Contudo € provavel que a espécie tenha
sofrido um erro de classificacdo taxondmica, pois ndo ha a confirmacdo de tal espécie
dentre as validadas para o género Rhamphichthys. Pode-se supor que Rhamphichthys cf.
pantherinus e Gymnotus pantherinus sejam provavelmente sindbnimos por apresentarem
0 mesmo numero dipldide 2n= 52 e férmula cariotipica semelhante (38m + 8sm +
6st/a).

A espécie Rhamphichthys hahni com 2n = 50 e formula cariotipica (20m +
24sm + 6a) é caracterizada por Mendes et al., (2012). Duas outras espécies
Rhamphichthys marmoratus (44m/sm + 6a) e Rhamphichthys rostratus (42m/sm+ 8a)
oriundas da Bacia Amazdnica também foram caracterizadas com 2n = 50 (Silva, 2013).

Estes dados sugerem conservacdo do numero diploide para a familia
Rhamphichthyidae e corroboram com os dados encontrados por Cardoso et al. (2011),
no qual considera tal caracteristica como sinapomorfia para a superfamilia

Rhamphichthyoidea.
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Figura 5 - Arvore filogenética com dados cromossémicos baseada em Albert (2001) (a); Arvore
filogenética com dados cromossdmicos baseada em Alves-Gomes et al. (1995) e Sullivan, 1997 (b).
Imagem retirada de Cardoso et al. (2011).

1.4. CROMOSSOMOS SUPRANUMERARIOS, CROMOSSOMOS B OU
CROMOSSOMOS EXTRAS

Cromossomos B sdo reconhecidos como dispensaveis, por serem adicionais e
geralmente morfologicamente distintos dos cromossomos do complemento A. Podem
ser encontrados em todos 0s grupos taxondmicos e apresentam um padrédo evolutivo
independente dos demais cromossomos, ndo seguindo um padrdo mendeliano de
heranga (Camacho et al., 2000).

Entretanto a visao tradicional que provavelmente sua origem se da a partir do

complemento A ainda é bem aceita, pois estes cromossomos extras podem ter origem
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em uma serie de maneiras, incluindo a derivacdo de cromossomos autossomos e
cromossomos sexuais de forma intra-especifica, através da ocorréncia de mecanismos
como fragmentacdo de cromossomos e amplificacdo de regides pericentroméricas
fragmentadas. Sua evolucdo molecular posterior se assemelha ao de cromossomos
sexuais, que envolve o silenciamento de genes, heterocromatinizacdo e o acimulo de
DNA repetitivo e transposons. Estes eventos fazem com que estes cromossomos possam
se apresentar em nameros variados na mesma espécie (Camacho et al., 2000).

Estes cromossomos extras podem apresentar diferentes morfologias:
metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos e microcromossomos. Podem apresentar
composicdo gendmica diversificada dependendo de sua origem, pois geralmente séo
relatados como ricos em sequéncias repetitivas de DNAs satélites e sequéncias
teloméricas que lhes confere estabilidade no ciclo celular, dependendo da possivel
origem intra ou interespecifica. Além da origem intraespecifica eles podem surgir de
forma interespecifica por cruzamentos de espécies proximas (Beukeboom, 1994; .
McAllister e Werren, 1997). A presenca destes cromossomos pode se diferenciar de
acordo com a distribuicdo geogréafica da espécie, como demonstrado nos estudos com o
gafanhoto Eyprepocneudamis plorans (Camacho, 2005).

Uma dos primeiros trabalhos de descricdo de cromossomos B em peixes
neotropicais foi feito por Pauls e Bertollo (1983), onde carcterizaram 0s
supranumerarios encontrados na espécie Prochilodus lineatus.

Em peixes neotropicais estes cromossomos supranumerarios ja foram
encontrados em 61 espécies, distribuidas em 16 familias de 7 bacias hidrogréficas
distintas. Destas, a Ordem Characiformes apresenta 31 espécies distribuidas em seis
familias: Anostomidae, Characidae, Crenuchidae, Curimatidae, Parondontidae,
Prochilodontidae (Carvalho, 2008; Sampaio et al., 2011). Na literatura, somente uma
especie da Ordem Gymnotiformes, Apteronotus albifrons, oriundo da Bacia do Parana,
tem registrado a presenca de cromossomos B (Mendes et al., 2012).

Porto et al., (2010) estudando a subfamilia Loricariinae da Ordem
Siluriformes, encontrou na espécie Rineloricaria pentamaculata a variacdo do nimero
diploide 2n= 56 a 59, devido a presenca de 0-3 microcromossomos B do tipo
acrocéntricos totalmente heterocromaticos, sendo esta variagdo numeérica tanto inter,
quanto intra- individual, sugerindo que estes microcromossomos sdo fragmentos

oriundos de rearranjos cromossémicos.
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Atualmente as pesquisas relacionadas a citogenética de peixes se baseiam em
investigacGes sobre a composicdo e origem dos cromossomos B através de sondas de
sequéncias repetidas de DNA que sejam capazes de demonstrar a composi¢cdo gendmica
das espécies (Voltolin, 2012; Pansonato-Alves et al., 2014; Silva et al., 2014).

Fantinatti (2011), analisando por citogenética classica e molecular o cariotipo
de Haplochromis obliquidens (Perciformes- Cichlidae) encontrou a variacdo de 1 a 2
cromossomos B. Analises de citogendmica envolvendo hibridizacéo in situ fluorescente
(FISH) utilizando sondas de elementos transponiveis, fraces gendmicas de DNA
altamente repetitivos (Cot- 1 DNA) e genoma total (Comparative Genomic
Hybridization- CGH), junto a andlises morfoldgicas sugere que os portadores de
cromossomos B apresentam uma provavel vantagem adaptativa, pois os individuos que
sdo portadores do cromossomo B apresentam uma menor variacdo morfoldgica, e as
fémeas escolhem os machos pelo carater visual. A anélise de sondas de DNA repetitivo
evidenciou similaridades com o primeiro par cromossémico, sugerindo a provavel
origem do complemento A.

Silva et al. (2014) investigaram a origem do cromossomos B em Astyanax
paranae, e através da producdo de sondas especificas de cromossomos B verificaram
que ele se tratava de um isocromossomo, pois a técnica de FISH revelou a presenca de
sequéncias de DNA do cromossomos B ao longo de todo o cromossomo
supranumerario e a presenca da histona H1 e os genes 18S DNAr, dispostos de forma
simetricamente em ambos 0s bragos cromossémicos.

Os avancos das técnicas de biologia molecular e o advento do sequenciamento
Next Generation possibilitou Valente et al., (2014) sequenciar genomas completos de
peixes ciclideos da espécie Astatotilapia latifasciata com e sem B e através da
microdisec¢do destes cromossomos supranumerarios foram feitas sondas para estudar a
origem e a composigdo destes cromossomos. Foram verificados que eles apresentam
milhares de sequéncias de DNA duplicadas, que tiveram sua origem em um cariétipo
ancestral. Embora tenha sido verificado que a maioria dos genes dos cromossomos B
estavam fragmentados, alguns genes encontravam-se intactos e com evidencia de que
pelo menos trés deles estavam transcricionalmente ativos.

Assim Valente et al., (2014) concluiram que a origem do cromossomos B em
Astatotilapia latifasciata se deu a partir dos cromossomos autossomos de cariotipos
ancestrais, ja que as sequencias provenientes incluem genes codificadores de proteinas e

elementos transponiveis, sendo sugerido que estes genes intactos em B estejam
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envolvidos na organizacdo de microtdbulos e na formagdo do cinetocoro, sendo

essenciais para o desenvolvimento normal do ciclo celular.

1.5. UTILIZACAO DA BIOLOGIA MOLECULAR COMO METODO DE
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES: “DNA BARCODING”

O DNA Barcoding é uma proposta de identificacdo de espécies através do
sequenciamento de um pequena regido de um gene mitocondrial. O gene da subunidade
I do Citocromo C oxidase (COIl) foi eleito como a sequencia “barcoding” para os
animais, se tornando uma abordagem inovadora e eficaz para ser utilizada por
especialistas ou ndo na identificacdo de espécies animais (Hebert et al., 2003a; Hebert
et al., 2003b; Hebert et al., 2004a; Hebert et al., 2004b).

O COI ¢é uma proteina transmembrana composta por muitas subunidades de
origem nucleares e trés subunidades de origem mitocondrial I, Il e Ill. Esta proteina é
altamente conservada entre as espécies e desempenha a fosforilagdo oxidativa do
metabolismo (Waugh, 2007). O barcoding dos animais compreende um fragmento de
648 pares de bases do gene COl, onde insercdes e delecbes sdo raras (Blaxter, 2004),
além de oferecer vantagens do DNA mitocondrial, como heranca predominantemente
materna, baixo polimorfismo, auséncia de recombinacdo génica e baixas taxa de
mutacdo. Este fragmento tem se mostrado eficiente em diferentes grupos taxonémicos
de animais (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b; Hebert et al., 2004a; Hebert et
al., 2004b; Ward et al., 2005; Smith et al., 2005; Witt et al., 2006).

O uso do DNA barcoding teve grande expressao a partir de 2004 com a criacao
do “Consortium for the Barcode of Life (CBOL)” que teve como objetivo criar um
banco de dados de cddigos de barra, sequéncias parciais de DNA do gene Cox1, onde é
possivel comparar com sequéncias ja disponiveis e facilitar o processo de automacao da
identificacdo das espécies, atraves do site www.barcoding.si.edu, tornando assim
acessivel a comunidade cientifica.

Esta metodologia vem sendo empregada para identificar espécies de forma
satisfatoria, em espécimes em diferentes estagios do ciclo de vida, e ainda em casos de
especies cripticas (Waugh, 2007).

Pazian et al., (2012) demonstraram por estudos através da técnica da

investigacdo dos genes COIl e Cyt B, integrados a citogenética molecular, que 0s



20

individuos das espécies Piabina argentea e Piabina anhembi do género Piabina (Ordem
Characiformes), coletados nas bacias do Paranapanema e Tieté, apresentaram diferencas
citogenéticas. Os espécimes da espécie Piabina argentea apresentaram distancias
genéticas significativas pela analise do DNA barcoding, levando a sugerir que se
tratavam de trés grupos distintos, ou seja, a distancia genética apresentada sustentou a
concluséo de que estas amostras sdo unidades taxonémicas distintas.

Silva et al., (2014) confirmaram através da analise do DNA barcoding o
monofiletismo existente entre as espécies de Hipancistrus zebra e Hipancistrus
debilitera e, apesar da macroestrutura cariotipica demonstrar um padrdo conservado
para a tribo Ancistrini, as investigacdes em nivel molecular revelam um caréter bastante
dindmico nas sequéncias de rDNA 18S e 5S, além da presenca dos elementos
transponiveis Rex-3 tanto em regibes eucromaticas quanto em regibes
heterocromaéticas, sugerindo que estes fatores em conjunto podem ser 0s responsaveis
por esta grande variedade de coloragdes apresentada por estes peixes ornamentais.

Cardoso et al. (2015) analisando a espécie Electrophorus electricus
encontraram variacdes cariotipica nos espécimes das trés localidades pesquisadas na
regido amazonica, porém a analise do DNA barcoding demonstrou que as variages
cariotipicas diferenciam somente populacbes, pois provavelmente ainda ndo houve
tempo suficiente para o acimulo de divergéncia do gene COI, para que estas populacdes
possam ser consideradas espécies distintas.

No presente trabalho a metodologia do DNA barcoding vai ser utilizada como
ferramenta para a investigacdo de espécies cripticas ou até mesmo novas espécies do
género Rhamphichthys, pois 0 mesmo precisa passar por revisdes taxondmicas, e em se
tratando de Gymnotiformes, em que o nimero de novas espécies vem aumentando
significativamente, esta técnica molecular pode ser uma grande aliada da citogenética,

para identifica-las.

1.6. O DNA REPETITIVO COMO FERRAMENTA DE COMPREENSAO
DO GENOMA DOS PEIXES

Na maioria dos organismos, a regido composta por DNA repetitivo
corresponde uma fracdo consideravel do genoma da espécie, podendo representar mais

de 80% do seu tamanho e apresentar alta variabilidade. Esta caracteristica também
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implica em variacdo no tamanho do genoma das espécies, devido ao acumulo destas
sequéncias repetidas (Charlesworth et al., 1994; Gregory, 2005; Plohl et al., 2008).

O DNA repetitivo pode ser definido como segmentos de DNA que se repetem
em milhares de vezes no genoma, podendo ter uma funcéo definida, ou seja, uma
sequéncia codificante, ou ainda como uma sequéncia de DNA ndo codificante, que se
encontra dispersa no genoma ou repetida em tandem (Griffiths et al., 2006). Entre as
sequencias repetitivas codificantes podemos citar entre 0os mais estudados, que sdo as
familias multigénicas ribossomais do rDNA 45S, 18S e 5S. Ja em relacdo aos
repetitivos ndo codificantes, eles podem estar organizados em tandem no genoma, como
0 DNA satélite, os microssatélites, e os minissatélites ou ainda dispersos, como é o caso
dos elementos transponiveis (Kedes, 1979; Flavel, 1986; Prokopowich et al., 2003;
Nagoda et al., 2005).

Apesar do avango das pesquisas, ainda ndo se sabe ao certo a fungédo destes
DNA repetitivos, porém costumam estar relacionados & organizagdo estrutural e
funcional do genoma, ja que foi sugerido na literatura o envolvimento dessas sequéncias
em eventos de recombinacdo (Biet et al., 1999), de expressdo génica (Liu et al., 2001) e
também podem estar envolvida em eventos de rearranjos cromossémicos, como
delecdo, duplicacdo, translocacdo reciproca e inversdes (Kidwell, 2002). Acredita-se
também que estas sequéncias desempenham funcdes cruciais de manutencdo e
propagacdo do material genético nuclear, ja que elas estdo presentes nos segmentos de
centrdmeros e teldmeros de cromossomos de eucariotos. Elas também séo Uteis nas
investigacOes sobre a origem e evolugdo dos cromossomos sexuais e cromossomos B
(Csink e Henikoff, 1998; Martins et al., 2004; Mazzuchelli e Martins, 2009; Voltolin
2012).

Neste sentido, podemos verificar a presenca dessas sequéncias repetidas em
regides heterocromaticas que estdo nas regides centroméricas e pericentroméricas dos
cromossomos mitoticos, onde proteinas se ligam por afinidade a essas regides
orientando a movimentacdo cromossémica no ciclo celular (Csink e Henikoff, 1998).
Entretanto, ja foram observadas estas sequéncias também em regifes de eucromatina,
mas parecem trazer prejuizos as regides génicas sendo, portanto, eliminadas por pressao
seletiva (Deininger et al., 2003).

Os DNAs satélites podem se apresentar de diferentes formas no genoma: as
sequéncias de DNAs satélites apresentam em torno de 100 - 300 pares de bases, de

natureza altamente repetitiva, que se encontra principalmente em regides centromericas
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e teloméricas estas sequéncias sdo utilizadas para a investigacdo de rearranjos
cromossémicos. Os minissatélites, também conhecidos como VNTR possuem de 10-60
pares de bases, e se classificam como sequéncias moderadamente repetitivas, como
exemplo as regides teloméricas, que costumam ser usadas em técnicas como a técnica
de fingerprint, em mapeamentos genéticos e investigagdes de estudos de genética de
populacbes. As sequéncias de microssatélites sdo pequenas regides repetitivas, que
costumam variar de 1-5 pares de bases, sendo altamente polimorficas e encontradas de
forma dispersa nos genomas e geralmente sdo utilizadas com a finalidade de
investigacOes forenses, criminais e de paternidade.

Devido as inimeras investigagdes feitas a cerca destas sequéncias repetidas do
DNA, Martins et al. (2006) propdem que a evolucdo do genoma espécies esteja
relacionada a sua aquisicdo. Mas, que apesar do conhecimento de estrutura, funcéo e
composic¢do dos cromossomos, e até mesmo apds o conhecimento do genoma total das
espécies, muitas questdes ainda estdo obscuras por ndo conseguirem ainda responder
indagacdes, como sua posicdo exata devido os ‘“gaps” em sequenciamentos, Seus
rearranjos e o numero exato de cdpias no genoma.

Apesar de estudos genéticos e citogenéticos moleculares relacionados a
sequéncias repetitivas serem frequentes, as pesquisas relacionadas aos peixes
neotropicais ainda sdo restritas diante do nimero de espécies existentes. Entretanto, com
0 advento da técnica de Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) permitiu que essas
sequéncias sejam localizadas em ndcleos interfasicos e cromossomos metafasicos,
propiciando o mapeamento fisico de muitas destas sequéncias, que acabam por servir
como marcadores populacionais, trazendo informacgdes adicionais a diversidade e
evolucdo da nossa ictiofauna (Mazzuchelli e Martins, 2009; Cioffi, 2011). As analises
dessas sequencias repetitivas vem sendo muito utilizadas em grupos de peixes, ja que
estdo auxiliando na identificacdo de homeologias cromossémicas, diversificacdo de
cromossomos sexuais e origem de cromossomos B (Vicari et al., 2010).

O mapeamento fisico dos DNA ribossomais, em especial o rDNA 5S e 18S,
que sdo sequéncias que codificam 0 RNA ribossdmico dispostas em tandem, vém sendo
utilizadas com grande frequéncia por estudos citogenéticos de peixes neotropicais
(Martins & Galleti, 1999; Souza et al., 2001; Vicenti et al., 2001; Almeida- Toledo et
al., 2002; Mantovanni et al., 2005; Fernandes & Martins-Santos, 2006; Martins et al.
2006; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Lui et al., 2001;
Garcia et al., 2010; Blanco et al., 2012; Mariotto et al., 2011; Pansonato- Alves et al.,
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2011; Nakajima et al., 2012; Scacchetti et al., 2012) por auxiliarem em esclarecimentos
de problemas taxondmicos, biogeogréficos e filogenéticos.

A utilizacdo de sondas teloméricas com repeticdes em tandem em vertebrados
(TTAGGG)n, também vem demonstrando grande importancia, porque € capaz de
detectar rearranjos cromossdmicos, principalmente as fusfes céntricas recentes, com as
indicacBGes de marcacOes intersticiais telomericas (ITS- Interstitial telomeric sequence)
(Slijepcevic, 1998; Milhomem et al., 2008).

Outra classe de DNA satélite que vem sendo explorada nos estudos evolutivos
de peixes é o Bkm (Banded Krait Minor), que apresenta como principal componente de
repeticdo o tetranucleotideo (GATA)n, foi descrito primeiramente por Epplen et al.
(1988) e parece estar relacionado a determinacéo e evolucdo dos cromossomos sexuais.

Mestriner et al., (2000) identificaram um DNA satélite 59% rico em AT no
genoma de A. scabripinnis, com unidades monomeéricas de 51pb, denominado As51.
Eles demonstraram por FISH que este DNA repetitivo estava presente, principalmente,
em regides de heterocromatina distais, em algumas NORs (regides organizadoras de
nucléolo) e também no isocromossomos B da espécie. A analise desses resultados
demonstrou a natureza intraespecifica do cromossomos B e também que a regido do
DNA satélite As51 passou por amplificacbes em ambos 0s bragos do isocromossso B.

Em se tratando de DNA repetitivo disperso, em sua maioria sdo formados por
elementos transponiveis (TES), que tém a capacidade de mover de um local para o outro
dentro do genoma. A Subclasse | (Retrotransposons) se utiliza da enzima transcriptase
reversa para operar seu mecanismo de transferéncia replicativo (“copia e cola”),
presente no RNA intermediario. Ja a subclasse 11, se utiliza da enzima transposase, que
por sua vez estd ausente no RNA intermediario, e utiliza como mecanismo de
transferéncia a autoduplicagdo (‘recorta e cola”) (Sczepanski, 2008; Kidwell, 2002).

No genoma de peixes, ja foram relatados a presenca de transposons e
retrotransposons. Muitos deles também s&o encontrados em anfibios e alguns
invertebrados, provavelmente adquiridos por transferéncia horizontal, existindo relato
de pelo menos 12 classes de retrotransposons que foram identificados em peixes e
também em anfibios. As espécies Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis que sao
especies modelos apresentam de 3 a 4% do seu genoma representado por transposons
(Aparicio et al., 2002; Volff et al., 2003; Jaillon et al., 2004).

Os elementos transponiveis que vem sendo bastante utilizado nas pesquisas de

genética de peixes sdo 0s retroelementos que compdem a familia dos REX, sendo eles
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REX1, REX 3 e REX6, que geralmente sdo encontrados de maneira dispersa ao longo
do cromossomo, mas também é frequentemente encontrado uma maior concentracéo
dos elementos REX 1 e REX 3, em regides centroméricas, pericentroméricas e também
nas regides de blocos de heterocromaticos (Ribeiro, 2013; Schineider et al., 2013; Silva
etal., 2014).

Entretanto, Blanco (2012) relata que em suas anélises com os retroelementos
da familia REX em sete espécies de loricarideos do género Harttia, apesar de estarem
dispersos ao longo dos cromossomos como costumam ser encontrados, ocorrem tanto
em regides eucromaticas quanto em heterocromaticas, demonstrando que neste caso eles
ndo devem estar relacionados aos rearranjos cromossdmicos, mas sim com atividades de
regulacao génica.

Em Characifomes, Borba (2013) investigou a ocorréncia dos retroelementos da
familia REX em seis espécies do género Leporinus, ndo sendo identificado, em
nenhuma destas espécies, o elemento REX6. A Analise FISH usando REX1 detectou
diferentes padrdes de distribuicdo em L. elongatus, L. macrocephalus, e L. Obtusidens,
onde estes elementos se encontraram mais concentrados nas regides terminais, e
dispersos nas outras duas espécies. Além disso, foram detectados sinais intersticiais de
REX 1 e 3 no cromossomo W destas trés espécies ja citadas, sugerindo que estes
elementos transponiveis surgiram provavelmente em diferentes momentos durante a
evolucdo destas espécies. Também foi relatado por Yano et al., (2014) a presenca de
sinais de hibridizacdo de REX 3 co —localizadas com o DNAr 5s no cromossomo 27,
enquanto os Rex1 e 6, distribuiram-se de maneira dispersa e diferente do que ja relatado
em literatura que envolvam a tematica de cromosomos sexuais, nenhuma destas
sequéncias parecem compor 0 neo —Y de Erythrinus erythrinus.

Neste trabalho, a investigacdo das sequencias repetidas DNA satélite rDNA 5S
e 18S, e destes retroelementos REX 1 e REX3 foram realizados com objetivo de melhor
caracterizar as espécies cripticas do género Rhamphichthys, que possibilitard um melhor
entendimento da composicdo gendmica dos cromossomos B que estas espécies
apresentam. Esta é uma investigacdo pioneira para a familia Rhamphichthyidae, que até
0 momento apresenta somente trés espécies cariotipadas das oito que compdem a

familia.
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OBJETIVOS

1.7.

GERAL

Caracterizar o cari6tipo do género Rhamphichthys de duas popula¢@es da bacia

Amazonica, almejando compreender os mecanismos de evolucdo cromossémica que

atuaram na diversificacao das espécies, compreender a possivel origem e composicao do

cromossomo B, e através da investigacdo das sequéncias repetitivas de DNA

diagnosticar a diversidade genémica e possiveis rearranjos cromossémicos envolvidos

neste evento, auxiliando na possivel elucidacdo de problemas taxonémicos do grupo.

1.8.

ESPECIFICOS

Caracterizar através da citogenética classica e molecular as espécies da familia
Rhamphichthyidae de diferentes populagdes da Bacia Amazonica.

Fornecer dados cariotipicos que possam auxiliar no esclarecimento da
diferenciacdo e evolucdo cromossémicas dessas espécies, contribuindo também
para um melhor entendimento das relagdes de parentescos desse grupo.

Fazer uma andlise comparativa intra e interespecifica entre as populacdes
através das caracteristicas do cariotipo, assim como por distribuicdo das bandas
e identificar possiveis rearranjos cromossémicos.

Utilizar o DNA Barcoding como uma ferramenta da biologia molecular para
diferenciar individuos identificados como mesma espécie.

Utilizar a técnica de FISH (Hibridizacdo In Situ Fluorescente), com sequéncias
repetitivas de DNA, para que possamos identificar a possivel composicdo
genbmica do cromossomo B, e comparar as similaridades entre genomas de

especies diferentes.
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3. CAPITULOI:
INTEGRAQAO DA CITOGENETICA COM DNA BARCODING
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RHAMPHICHTHYS (GYMNOTIFORMES).
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Resumo
O género Rhamphichthys (Gymnotiformes) é encontrado em maior abundancia e
diversidade na Bacia Amazlnica, apesar de estar presente em toda a regido
Neotropical. Ainda ha incerteza sobre o status taxondmico de muitas espécies e
populacBes, devido a sua relativa raridade em cole¢des, bem como sua similaridade
morfoldgica, demonstrando a necessidade de mais ferramentas para o auxilio na
identificacdo de novas espécies. Os espécimes aqui investigados foram coletados na
Bacia Amazonica, no Rio Guama (Belém e Barcarena), Rio Caripetuba e Rio
Anequara (Abaetetuba) e depositados na colecdo do Museu Paraense Emilio Goeldi.
A analise de DNA Barcoding permitiu identificar os limites entre as espécies e a
relacdo de parentescos e similaridades das amostras. Este resultado € confirmado
pela analise citogenética, pois foram encontrados dois novos cariétipos, com
formulas cariotipicas diversas. Dentre os citotipos encontrados, um dos caridtipos
apresentou ainda cromossomos B, com numero variavel de 5 a 10 cromossomos, 0
que diferencia ainda mais os cariétipos das espéecies. A integracdo dos dados
citogenéticos com os de DNA Barcoding foi importante para a confirmacgdo dos

novos taxa e para o entendimento da evolucdo filogenética do género.

Palavras — chaves: Citogenética, Cromossomo B, Rhamphichthys, DNA Barcoding.
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Introducdo

A familia Rhamphichthyidae (Gymnotiformes) tem sido objeto de estudo
principalmente em trabalhos de filogenia, apesar de ser taxonomicamente pouco
conhecida (Alves-Gomes 1998, Albert 2001, Albert & Crampton 2005). O género
Rhamphichthys tem como caracteristicas morfoldgicas um corpo longo, maior que
50 centimetros de comprimento e em torno de 300 raios em sua nadadeira anal, com
relativa raridade em colec@es, tendo sido descritas quatro novas espécies nos ultimos
anos (Triques 1999, Carvalho and Albert 2015). Ainda ha incerteza sobre o status
taxondmico de muitos taxa, o que é parcialmente resultado da similaridade
morfoldgica entre as espécies em termos de padrdo de cor e habitat (Reis, 2003).
Isso € problematico, pois o género, no momento, apresenta um ndmero subestimado
de espécies, ja que estes peixes apresentam baixa densidade amostral e em analises
taxondmicas € possivel que a variacdo ontogenética confunda as analises
morfoldgicas (Crampton, 2011; Crampton et al., 2005; Albert & Crampton, 2003;
Alves-Gomes, 1998). Estes dados reforcam a demonstram a necessidade de outras
ferramentas além da morfologia para a identificacdo de novas espécies, sendo
importante uma revisdo taxonémica para o grupo (Campos-da-Paz and Paepke 1994,
Albert and Crampton 2005, Milhomem et al, 2008, Carvalho and Albert 2015).
Porém o género apresenta poucos estudos em relacdo a marcadores alternativos a
morfologia, pois apenas trés espécies foram analisadas citogeneticamente (Mendes
et. al 2012; Silva et. al 2013) e nenhuma foi estudada por DNA Barcoding. Neste
trabalho obtivemos dados citogenéticos e DNA Barcoding para espécies do género
Rhamphychthys. Os resultados demonstram que na regido Amazonica existe um
novo citdtipo para a espécie classificada como Rhamphichthys rostratus. Este novo
citétipo apresentou variagdo do numero de cromossomos B, nova formula
cariotipica, além da diferenciacdo de marcadores citogenéticos classicos e
moleculares. A existéncia de mais de uma espécie também foi confirmada na arvore

gerada pelo DNA Barcoding.

Material e Métodos
Os espécimes de Rhamphichthys foram coletados na Bacia Amazo6nica, nos rios

Guama (Belém) Arienga (Barcarena), Caripetuba e Anequara (Abaetetuba), tendo
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seus representantes depositados na colecdo do Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG) (Tabela 1, Figura 1). Os exemplares foram classificados por Carlos David
Canabarro Machado de Santana, MPEG.

O DNA foi extraido, amplificado e sequenciado em ambas as dire¢cdes seguindo o
protocolo padrdo CBOL com adaptagdes para tornar as reacées mais eficientes para
os Gymnotiformes (Figura 2). A arvore bayesiana gerada foi confrontada como o0s
dados citogenéticos obtidos das espécies em estudo. As novas sequéncias foram
adicionadas ao Barcoding of Life Database (BOLD). Foi também incluida na analise
a espécie Rhamphichthys marmoratus de Mamiraua, AM, cujo cari6tipo
descrevemos previamente (Silva et al., 2013). Entretanto, segundo dados
morfoldgicos proposto por Carvalho et al., 2015) estes espécimes sdo classificados
como Rhamphichthys sp. As sequéncias de DNA Barcoding das espécies
Brachypopomus sp (Jauaru) e Rhamphichthys hanni (Rio Parand) foram obtidas no
GenBank. As sequéncias foram alinhadas através do software Genious V6.01, sendo
a espécies Brachypopomus sp utilizada como grupo externo.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir de células renais, utilizando o
protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). Para a deteccdo das regides
organizadoras de nucléolo (NORs) foi utilizada a técnica descrita por Howell e
Black (1980) e heterocromatina constitutiva (Banda C) foi detectada pela técnica

descrita por Sumner (1972).

Resultados
Analise Citogenética

A espécie Rhamphichthys rostratus (Figura 2a) ja caracterizada por Silva et al.
(2013) apresenta 2n = 50 e formula cariotipica 42m/sm+8st/a. As demais amostras
apresentaram 2n= 50 variando de acordo com a localidade o0 numero de
cromossomos B: amostra do Rio Guama (Belém) apresentou como formula
cariotipica 48m/sm+2st/a, com 5-6 cromossomos B (tendo a maioria 6), dos rios
Anequara e Caripetuba 48m/sm+2st/a com 0-8 cromossomos B (tendo a maioria 8),
e do Municipio de Barcarena 48m/sm+2st/a, com 6-10 cromossomos B (tendo a
maioria 10). Os detalhes sobre o cariotipo e a quantidade de cromossomos B de cada

exemplar estdo na Tabela 1. As amostras que apresentam cromossomos B tiveram
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distribuicéo distinta de heterocromatina quando comparada com os exemplares sem
cromossomos B. A maioria dos cromossomos apresenta heterocromatina
pericentromérica (Figura 2b), mas os portadores de cromossomos B também
possuem bracos cromossdmicos heterocromaticos, como o braco longo do par 3 e o
brago curto do par 18. Ambos 0s cariétipos apresentam o par 12 como o portador da
regido organizadora de nucléolo, e a sonda de rDNA 18S com marcacdo coincidente
com o par da NOR (Figura 3a). N&@o foram evidenciadas marcac@es intersticiais com
a sonda telomérica. Suas marcagfes foram visualizadas nas extremidades de todos
0s cromossomos de ambas as espécies, e também foram percebidas em todos os
cromossomos B, sugerindo que eles j& sdo estaveis no ciclo celular dos individuos
portadores do novo citétipo (Figura 3b). Os exemplares analisados de
Rhamphichthys marmoratus apresentam 2n = 50 cromossomos estando em
evidéncia o par 23, que é o portador da NOR, e o par trés com o braco longo
heterocromético, enquanto que nos demais cromossomos a heterocromatina

constitutiva se encontra distribuida na regides pericentroméricas (Figura 4).

A anélise do DNA Barcoding

Além de sequéncias disponiveis de R. hahni no GenBank, essas novas amostras da
Amazonia indicam pelo menos trés linhagens bastante distintas (> 3% de
divergéncia de pares entre as linhagens mais similares). As linhagens com maior
semelhanca foram morfologicamente identificadas como R. rostratus. Uma terceira
linhagem, morfologicamente identificada como Rhamphichthys marmoratus,
apresenta maior divergéncia (por pares > 8%). Por sua vez, as investigacOes
morfoldgicas das amostras permitiram identificar caracteres diagndsticos claros para
diferenciar estas linhagens. A analise com o DNA Barcoding revelou que o grupo de
exemplares que apresentavam o0s cromossomos B se agrupavam em um ramo da
arvore gerada distinto dos demais (Figura 5), sendo entdo identificados como uma
outra espécie. Existe ainda pelo menos mais uma espécie distinta, ja que a amostra
coletada em Mamiraud, previamente analisada por Silva et al. (2013), apresentara
maior similaridade em seu barcoding com a espécie R. hanni , analisada por Mendes
etal., (2012) (Figura 6).
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Discussao

A amostra do presente artigo foi composta por exemplares da espécie
Rhamphichthys rostratus coletadas nos rios Guama (Belém) Arienga (Barcarena),
Caripetuba e Anequara (Abaetetuba). Em estudo realizando anteriormente (Silva et
al., 2013), analisamos exemplares de Rhamphichthys rostratus coletados em
Almeirim, distantes 400 quildmetros da presente amostra. Naquele estudo
encontramos um carioripo com 2n=50, sendo 42m/sm+8st/a, sem cromossomos B.
No presente estudo encontramos exemplares com este cariétipo no Rio Caripetuba
(Abaetetuba). Todavia, a maior parte da amostra deste rio e toda a amostra dos
outros rios mostrou um caridtipo diferente, com 48m/sm+2st/a e presenca de
nimeros variaveis de cromossomos B, tanto entre os exemplares, bem como
intraindividualmente (Tabela 1). Possivelmente esta diferenga na morfologia dos
pares cromossdmicos é decorrente de inversdes pericéntricas. No Rio Caripetuba
(Abaetetuba), observou-se a simpatria de exemplares de Rhamphichthys rostratus
com ambos os cariotipos. Este resultado sugere fortemente que tratam-se de espécies
diferentes. Na andlise da arvore Bayesina (Figura 5), Rhamphichthys marmoratus de
Abaetetuba-Para é grupo irmdo das espécies que apresentam o cromossomo B
(Belém-Barcarena-Abaetetuba), o que confirma sua condicdo de espécie distinta.
Apesar de R. marmoratus, R. hanni e R. rostratus apresentarem todos o mesmo
numero diploide, Rhamphichithys sp., coletado em Mamiraua, no estado do
Amazonas, e R. hanni proveniente da bacia do Parana estdo mais estreitamente
relacionadas, pois apresentam o 2n=50 e diferencas citogenéticas em relacdo suas
férmulas cariotipicas, a distribuicdo da heterocromatina e o par portador da NOR, e
mais distantes de Rhamphichthys rostratus que apresentam o cromossomo B (Figura
5). Estas similaridades que foram confirmadas, tanto por citogenética, quanto por
DNA barcoding pode esta relacionadas com questdes biogeograficas do grupo, ja
que na literatura encontramos conexdes entre os rios da Amazonia Oriental e 0
Pantanal, que poderia justificar estas semelhancas genéticas entre as espécies de
Rhamphychithys sp. e R. hanni.

Como ja foi demonstrado através de estudos comparativos de mapeamento

citogenético por Nagamachi et al. (2010), Milhomem et al. (2008), Milhomem et al.
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(2012) vérios rearranjos cromossémicos ocorridos durante a historia evolutiva,
como fissdo/fusdo em tandem, translocagdes, inversodes, diferenciaram taxa e estas
diferencas permitiram identificar complexos de espécies cripticas do género
Gymnotus. Espécies com caridtipos quase idénticos por citogenética classica haviam
sofrido uma quantidade consideravel de rearranjos sendo na realidade bastante
diferentes. Assim, sera importante no futuro verificar por pintura cromossémica se
0s espécimes de R. rostratus com e sem cromossomos B apresentam rearranjos que
causem problemas meioticos, constituindo barreira reprodutiva. Além disso, Silva et
al. (2014) demonstrou por citogenética classica, molecular e DNA Barcoding a
existéncia de duas espécies distintas em Hypancistrus, apesar de possuirem o
mesmo numero diploide 2n=52, considerado uma sinapomorfia do grupo.
Um aspecto interessante dos presentes resultados é a presenca de cromossomos B na
amostra da regido Belém-Barcarena-Abaetetuba. Estudos anteriores tem
demonstrado que a presenca de cromossomos B pode estar relacionada a poluicéo
ambiental, como observado em plantas (Kwasniewska & Mikolajczyk, 2014),
moluscos (Leitdo et al., 2008) e roedores (Borisov, 2008). No estudo anterior (Silva
et al., 2013) coletamos amostras de R. rostratus de Almeirim e R. marmoratus da
Reserva ecoldgica Mamiraua, sendo ambas as localidades livres de poluicdo
ambiental. No entanto a regido onde foi coletada a amostra do presente trabalho esta
muito degradada ambientalmente. Belém é uma metrépole com quase 2 milhGes de
habitantes e Barcarena e Abaetetuba estdo proximas a areas de mineracao de bauxita
e inddstrias de aluminio, ocorrendo derramamento de substancias quimicas com
frequéncia. Em um estudo utilizando também Gymnotiformes foi demonstrado que
a quantidade de micronucleos e alteragdes nucleares era nitidamente maior em
Abaetetuba quando comparada com Mamiraud (Melo et al., 2013). Estudos
anteriores sugerem que Rhamphichthys é sensivel as variacbes ambientais, podendo
ser utilizado como bioindicadores de poluicdo (Melo et al., 2013) Assim sugerimos
que os exemplares de Belém-Barcarena-Abaetetuba diferenciaram-se em uma nova
espécie, acumulando rearranjos que alteraram seus cariotipos.
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3) Abaetetuba (Anequara and Caripetuba rivers)
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5) Parana river basin.

Figura 1: Mapa de localizagdo das amostras de Rhamphichthys e do grupo externo
(Brachyhypopomussp) as redes hidrogréaficas definidas pelas linhas azuis e areas de
baixa altitude (gradiente de elevagdo entre Om acima do nivel do mar (preto) e >

300m acima do nivel do mar (branco).
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Figura 2: A) Cariotipo da espécie Rhampchithys rostratus com 2n = 50 (FK=

42m/sm+8st/a) B)Caridtipo de R. rostratus que apresentam o novo citétipo 2n =

50+8 B’s (FK= 48m/sm+2st/a+8B’s), ambos caridtipos demonstrando a distribui¢do

da heterocromatina constitutiva através do bandeamento C, em destaque o par da

NOR, diferenciando os cariotipos.

Figura 3: FISH realizado na espécie R. rostratus, novo citétipo. A) Localizagdo

fisica da sonda rDNA18S que se apresenta coincidente com a NOR. B) Marcagédo da

sonda telomérica, ndo sendo vista nenhum sinal de marcaces intersticiais.
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Figura 4: A) Cariotipo convencional de Rhamphichthys marmoratus, corado com
Giemsa, com destaque para o par portador da NOR. B) Cari6tipo em banda C com

destaque para o par 2, com evidente bloco heterocromatico, e o par 23 portador da
NOR.
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2984 Brachyhypopomus_sp_REGA
Sternopygus_macrurus_DCCO00634

— ITAPE245-15| Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE240-15| Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE239-15| Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE246-15] Rhamphichthys atlanticus

99.87— ITAPE247-15| Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE243-15] Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE241-15| Rhamphichthys atlanticus

— ITAPE238-15| Rhamphichthys atlanticus

99.7 — ITAPE242-15| Rhamphichthys atlanticus

'— ITAPE244-15] Rhamphichthys atlanticus

1187 Rhamphichthys rostratus

2750 Rhamphichthys rostratus I=50-B
98.57 99,13 1188 Rhamphichihys rosiraius FE =48 m/sm + 2 Sta +(5-10)B
1165 Rhamphichthys rostratus

1164 Rhamphichthys rostraus

1544 Rhamphichthys rostratus

89.87 9 E[ 1900 Rhamphichthys marmaoratus m=50
1899 Rhamphichthys marmaoratus TR =46 mim ® datia
1316 Rhamphichthys sp. K= 4+ Gt
JN988190 Rhamphichthys hahni
85,84 FUPR965-09| Rhamphichthys hahni
FUPR964-09] Rhamphichthys hahni
87.41 9987 FUPR1350-10] Rhamphichthys hahni 50
. . FE =44 m/sm + fst'a
FUPRS66-09] Rhamphichthys hahni
FUPR968-08| Rhamphichthys hahni
97.p3r JNS8Y191 Rhamphichthys hahni
FUPRS967-09| Rhamphichthys hahni
99.967 FUPR1362-10|Gymnorhamphichthys
99.87 L FUPR1363-10|Gymnorhamphichthys
99.967 CYTC3741-12|Gymnorhamphichthys sp.
0.04 L CYTC4360-12|Gymnorhamphichthys sp.

Figura 5: Arvore Bayesina para amostras de Rhamphichthys, com Brachyhypopomus
sp. utilizado como grupo externo, com suporte em 1000 pseudoréplicas.
Diferenciam em termos das espécies as amostras que apresentam o cromossomo B,

e 0s Rhamphichthys sp.
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Figura 6: A) Caridtipo convencional de Rhamphichthys

8 9 10

“n, . 'e L
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hanni, corado com Giemsa,

com destaque para o par 7, portador da NOR. B) Cariétipo em banda C com
destaque para o par 11 e 12, com evidente bloco heterocromaético, e o par 7 portador

da NOR. Dados de Mendes et al. (2012).



Tabela 1: Amostras analisadas no presente trabalho.
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Localidades Rio Exemplares Cariotipo Cromossomos B
Abaetetuba Anequara P1180(Fémea) 48m/sm+2st/a 8
01°40'42.6"S, | P1181(Fémea) 48m/sm+2st/a 8
049°00'16.6"W | P1187(Macho) 48m/sm+2st/a 7-8
P1188(Fémea) 48m/sm+2st/a 8
Caripetuba P1285(Macho) 42m/sm+8st/a 0
01°37'23,49"S | P1286(Fémea) 42m/sm+8st/a 0
048°55'33"W | p1899(Macho) 42m/sm+8st/a 0
P1294(Macho) 48m/sm+2st/a 5-8
P1900(Macho) 48m/sm+2st/a 7-8
P2749(Macho) 48m/sm+2st/a 8
P2757(Fémea) 48m/sm+2st/a 7-8
P2758(Fémea) 48m/sm+2st/a 8
P2759(Macho) 48m/sm+2st/a 8
P2764(Macho) 48m/sm+2st/a 8
P3070(Macho) 48m/sm+2st/a 8
Belém Guama P1164(Fémea) 48m/sm+2st/a 6
01°28'33.88"S | P1165(Macho) 48m/sm+2st/a 6
048°27'08.73"W | P1190(Macho) 48m/sm+2st/a 5-6
Barcarena Arienga P1541(Fémea) 48m/sm+2st/a 8-10
1°34°25.36”S | P1543(Fémea) 48m/sm+2st/a 6-10
48°45°55.21”W | P1544(Fémea) 48m/sm+2st/a 9-10
P1545(Macho) 48m/sm+2st/a 10
P1546(Macho) 48m/sm+2st/a 9-10
P1547(Fémea) 48m/sm+2st/a 10
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Comparacdo dos dados morfométricos apresentados pelos espécimes do género

Rhamphichithys, coletados no Rio Caripetuba, Abaetetuba — Para.

Férmulas Sem cromossomo B Com cromossomo B
Cariotipicas 42m/sm+8st/a,
48m/sm+2st/a + (5-10 B)
1899(Sexo ndo | 1900(Fémea) | 1187(Macho) | 1188(Fémea) | 1544(Macho) | 2750(Macho)
identificado)
Exemplares
SL 399.2 356.61 458.12 516.24 405,78 481.68
AFL 361.62 326.29 399.62 468.84 355.30 434.90
PAFL 37.58 30.32 58.50 47.40 50.48 46.78
BD 44.66 28.70 43.82 42.18 39.34 45.52
PFL 22.30 17.26 23.08 20.0 19.80 20.78
HL 57.08 46.30 73.46 75.10 70.58 72.36
CFL 70.98 66.92 137.34 126.70 - 119.52
CFD 10.20 5.82 11.22 10.70 7.86 9.46
10D 6.26 4.76 6.68 7.72 6.40 6.38
SL 28.94 23.46 45.10 43.02 43.72 43.0
POL 28.30 21.38 29.12 29.58 24.90 26.50
ED 4.12 2.40 3.32 3.48 3.28 3.32
DPN
BO 12.14 6.32 9.86 9.08 8.74 9.38
Raios Anais | 508 497 752 748 698 729
AFR 410 420 380 - - -
PFR 19¢ 19 14/15/16
Raios 26 28 30 36 42 32
peitorais
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4. Capitulo II:
Investigacdo gendmica por sequéncias repetitivas de DNA em duas espécies
simpatricas do género Rhamphichthys, na Amazonia Oriental.
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Autor correspondente Julio Cesar Pieczarka (juliopieczarka@gmail.com)
Resumo

A Ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies validas distribuidas em cinco
familias. Nosso objeto de estudos é o género Rhamphichithys e os espécimes aqui
analisados foram coletados no Rio Caripetuba, Abaetetuba, Para, sendo seis machos e
quatro fémeas da espécie R. rostrarus e duas fémeas e dois machos de Rhamphichithys
marmoratus. Foram produzidas sondas de rDNA 18S, 5S, e dos retroelementos da
familia REX1 e REX3. A sonda de rDNA 18S em ambas as espécies teve sua marcagao
coincidente com a marcacdo da NOR, o 5S por sua vez apresenta varios sitios de
marcacdes, em R. rostrarus foram identificados em 7 pares de cromossomos e com
destaque para o par metacéntrico nas regifes centroméricas e pericentroméricas, com
evidéncia no par 3 portador do braco longo totalmente heterocroméatico com marcacgao
positiva. As sondas dos retrotransposons REX 1 e REX 3 marcaram no genoma das
duas espécies de forma dispersa. A sonda do REX1 em Rhamphichthys rostratus
marcou na regido coincidente com a constricdo secundaria do par portador da NOR.
Nossos dados de 18S e 5S os corroboram com os ja descritos em Gymnotiformes e
demonstram uma evolugéo independente dos mesmos. Os retroelementos REX também
costumam se encontrados dispersos em genomas de peixes, e 0 REX1 por ser
evidenciado na constricdo secundaria de Rhamphichthys rostratus sugere que nesta
regido possa apresentar a presenca de pseudogenes e co-localizacdo com outros genes

da familia multigénica ribossomal.

Palavras- Chaves: Rhamphichithys, FISH, retroelementos REX, 18S e 5S.
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Introdugéo

A ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies validas de 35 géneros,
distribuidos em cinco familias (Tagliacollo et al., 2016). Os géneros Eigenmannia e
Gymnotus sdo 0s que apresentam a maior quantidade de informacGes citogenéticas
(Henning, 2008; Cioffi, 2011; Scacchetti, 2011; Milhomem et al., 2012, Milhomem et
al., 2011; Sene et al., 2011;Nagamachi et al., 2010), enquanto que a familia
Rhamphichithyidae ainda possui dados esparsos sobre a citogenética dos seus
integrantes (Mendes et al., 2012; Silva et al., 2013).

Estudos envolvendo o mapeamento de genes ribossomais em peixes sdo comuns
(Scacchetti, 2011; Santos, 2010; Nakajima et al., 2012). O uso de novas metodologias,
como a aplicacdo de sondas de regides especificas de DNA moderadamente repetitivo
como genes ribossomais e histonas, ou de regiées de DNA altamente repetitivo, como
DNA satélite, tem possibilitado uma abordagem citogenética em nivel molecular
visando uma melhor compreensdo da estrutura do genoma (Phillips e Reed, 1996;
Oliveira e Wright, 1998; Henning et al., 2008).

As familias multigénicas do RNA ribossomal (rRNA) sdo formadas por duas
classes distintas, que estdo dispostas em tandem no genoma dos eucariotos. A classe
principal, gene 45S, é formada por um espacador transcrito, seguido das regides que
transcrevem o rRNA 18S, 5,8S e 25S/28S, que sdo separados por dois espagadores
internos transcritos (ITS I e 11). A classe menor, do gene 5S do rRNA, consiste em
maultiplas copias de uma regido altamente conservada que possui 120 pares de bases,
separados por uma regido variavel ndo-transcrita (NTS) (Eickbush & Eickbush, 2007).
Em peixes, esta variagdo da regido ndo-transcrita do rDNA 5S estd relacionada a
ocorréncia de insercOes, delecdes e pseudogenes (Wasko et al., 2001). Estas sequéncias
sdo organizadas de maneira flexivel, tanto em nivel cromossémico, variando em numero
e posicéo dentro de um cariotipo (Cabral de Mello et al., 2011; Mantovani et al., 2005)
como em nivel nucleotidico, ocorrendo principalmente em regiGes espacadoras do
rDNA 45S e 5S. Além disso, estes genes podem co-localizar-se com familias
multigénicas de histonas e também de genes de pequeno RNA nuclear (SnRNA) (Pinhal
etal., 2011; Cabral de Mello et al., 2010; Vierna et al., 2011).

As sequéncias repetitivas podem estar presentes nos genomas eucariotos de
duas formas: repetidas em tandem, tais como regifes satélites, minissatélites,

microssatélites, ou repetidas de forma dispersa no genoma, como no caso dos elementos
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transponiveis, transposons e retrotransposons (Charlesworth et al., 1994; Bohne et al.,
2008; Kidwell & Lisch, 2000). Em peixes estes elementos transponiveis estdo
relacionados ao tamanho, estrutura e desempenho do genoma (Volff, 2005; Volff et al,
2003,Volff et al., 1999). Dentre estes elementos transponiveis a familia dos
retroelementos REX tem sido bastante investigada em alguns grupos de peixes (Silva et
al., 2014; Mazzuchelli & Martins, 2009; Borba et al., 2013; Schneider et al., 2013).

Material e Métodos

Os espécimes foram coletados no rio Caripetuba no municipio de Abaetetuba,
Para, Brasil (1°43°18”S; 48°52°45”W). Os peixes foram classificados de acordo com
Carvalho et al. (2015). Foram analisados exemplares de Rhamphichithys rostratus (6
fémeas e 4 machos) e Rhamphichithys marmoratus (2 fémeas e 2 machos). O DNA
genémico foi extraido utilizando o kit de extracdo Invitrogen seguindo as instrucées do
fabricante. As sondas do RNA ribossomais 18S e 5S foram sintetizadas a partir de
primers ja descritos (Martins e Galetti, 2001). As sondas dos retroelementos Rex 1 e
Rex 3 foram também produzidas a partir dos primers REX1-f (5* -TTC TCC AGT GCC
TTC AAC ACC-3’) e REXI-r (5’ -TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’);
REX3f (5’-CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3’) e REX3r (5’-TGG CAG ACN
GGG GTG GTG GT-3), descritos por Volff et al. (1999), formando bandas de DNA de
560 e 400 pares de bases, respectivamente. Esses primers se mostram bem eficientes e
ja foram utilizados em diferentes grupos de peixes (Ozouf-Coastaz et al., 2004;

Capriglione et al., 2002).

As reacOes de PCR serdo feitas de forma padronizada, em um volume final de 22
ul, de acordo com as concentragdes a seguir: 1 pul de DNA (40ng/ ul), 2,5 ul de tampao
10X, 2,5 ul de DNTPs, 0,75 ul de MgCl12 (50 mM), 1,25 ul de cada primers forward e
reverse (10 mM), 0,25 ul de Taq polimerase (Sunidades/ pl) e 12,50 pl de agua
autoclavada, para entdo ser submetido ao termociclador com temperatura inicial de 95°C
por 3 minutos, e em seguida 30 ciclos de temperatura desnaturagcdo 95°C por 10
segundos, anelamento por 1 minuto, com temperatura variaveis de acordo com a
sequéncia a ser amplificada, sendo 55°C para o DNAr 18S, 50°C para 0 5S, 51°C para
as sequéncias repetidas de REX1, e 53°C para REX3, e por fim manutencdo a 4°C. O
produto do PCR foi marcado por Nick translation com digoxigenina-14-dUTP (Roche,

Mannhein,Germany). As sondas foram detectadas com anti-digoxigenina- FITC.
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As hibridizacdes de in situ fluorescente (FISH) seguiram o protocolo de Pinkel
et al. (1986) com adaptacdes. As imagens foram capturadas através de um microscépio
Nikon com software de captura de imagens Nis-Elements e analisadas com auxilio do

programa Adobe photoshop CS5.

Resultados

Os individuos pertencentes a espécie Rhamphichithys marmoratus apresentam o
namero diploide igual a 50 cromossomos, e férmula cariotipica com 44 cromossomos
meta/submetacéntrico e 6 cromossomos acrocéntricos. JA& Rhamphichithys rostratus
apresenta um novo citétipo com 48 cromossomos meta/submetacéntrico, 2
cromossomos acrocéntricos e de 6 a 10 cromossomos Bs, que estd sendo descrito no
outro artigo (Silva et al., em redagdo). O mapeamento fisico da sonda de rDNA 18S foi
coincidente com os sitios ativos de rDNA encontrados através da impregnacdo por
nitrato de prata (Figura 1A). A sonda de rDNA 5S marca 3 pares de cromossomos
metacéntricos, mas nenhum coincidente com o par da NOR (Figura 1B). A espécie
Rhamphichithys rostratus também apresentou a sonda de rDNA 18S coincidente com a
regido da NOR no par 12 (Figura 1C), e as marcagdes de rDNA 5S foram visualizadas
em 7 pares de cromossomos metacéntricos em regides centroméricas e
pericentroméricas com destaque para o0 par 3, que apresentou o seu braco longo
totalmente heterocromatico com marcacdo positiva (Figura 1D). As sondas dos
retrotransposons REX 1 e REX 3 marcaram no genoma das duas espécies de forma
dispersa (Figura 2A e 2B) estando em maior concentracdo em regides de
heterocromatina constitutiva. Entretanto, a sonda do REX1 na espécie Rhamphichthys
rostratus marcou também a regido coincidente com a constricdo secundaria do par
portador da NOR (Figura 2C). J& o retroelemento REX 3 nesta espécie, néo

apresentaram marcag0es nos cromossomos Bs (Figura 2D).citar os cluster

Discussao

Em Gymnotiformes é relatada a presenca da NOR simples utilizando nitrato de
prata (Foresti et al., 1981) nas espécies Apteronotus albifrons, Gymnotus carapo,
Sternopygus macrurus, Eigenmannia virescens e Eigenmannia sp. Geralmente, estes
sitios ativos das regides organizadoras de nucléolos sdo coincidentes com as marcagdes
de sondas de rDNA 18S. Além da NOR simples, também ja foram encontrados casos

em que elas apresentam-se de forma multipla, como em Eigenmannia sp. (Almeida-
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Toledo et al., 1996), G. pantanal (Fernandes-Matioli et al., 2005) e G. jonasi
(Milhomem et al., 2011).

Em Rhamphichthyoidea, somente B. pinnicaudatus foi relatado com NOR
multipla por Almeida-Toledo et al. (2000). O género Rhamphichthys vem seguindo o
padrdo encontrado para Ordem, ou seja, a presenca de um padrdo de NOR simples e
coincidente com a marcagéo da sonda rDNA 18S, com a presenga de um polimorfismo
de tamanho, devido a amplificacBes de alguns genes ribossomais (Mendes et al., 2012,
Silva et al., 2013).

A investigagcdo com sondas ribossomais rDNA 5S demostra marcagdes que ndo
coincidem com as regides de NOR tanto em R. marmoratus quanto em R. rostratus,
sendo frequente a concentracdo destas sequéncias g@énicas em regides de
heterocromatina constitutiva, como ja descrito nas espécies Gymnotus silvius e G.
Inaequilabiatus (Sccachetti, 2011). Este acumulo em regifes heterocromaticas é
frequentemente citado em peixes (Kazazian, 2004; Valente et al., 2011; Fischer et al.,
2004) e pode estar relacionado a auséncia de recombinacdo nestas regides e/ou estar
envolvida na plasticidade das regiGes heterocromaticas génicas e ndo génicas (Peng &
Karpen, 2008).

Os elementos transponiveis também sdo frequentemente citados associados as
regibes heterocromaticas do genoma, inclusive de peixes (Kazazian, 2004; Valente et
al., 2011; Fischer et al., 2004). No entanto também podem esta associados a regides
eucromaticas (Gross et al., 2009; Teixeira et al., 2009). Estas investigacdes genémicas
descrevem um padrdo de distribuicdo dos elementos retrotransposons REX1 e REX3
que corroboram com o0s ja descritos, pois nas duas espécies de Rhamphichthys, aqui
analisadas, verificamos ambos os elementos com comportamento disperso. Uma vez
que o elemento REX 1 apresentou mais evidéncia de marcagdo na regido coincidente
com a marcagdo da sonda 18S, ou seja, no par da NOR da espécie R. rostratus, o que
sugere que este elemento pode esté associado a pseudogenes ou as regides de NTS.
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Figuras

Figura 1: A) Marcacgédo da sondal8S em R. marmoratus. B) Marcacdo da sonda 5S em
R. marmoratus. C) Marcacdo da sondal8S em R. rostratus. B) Marcacdo da sonda 5S

em R. rostratus.
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Figura 2: A) Marcacdo do retroelemento REX1 em R. marmoratus, com destaque para
nas regides heterocromaticas. B) Marcacdo do retroelemento REX 3 em R. marmoratus,
com destaque de marcacBes em regibes pericentroméricas C) Marcacdo do
retroelemento REX1 em R. rostratus, evidente marcagdo no par da NOR B) Marcacao
do retroelemento REX 3 em R. rostratus, as setas indicam a ndo marcagdo do

retroelemento REX3 nos cromossomos Bs.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou uma analise citogenética e molecular para o género
Rhamphichithys, sendo analisadas as espécies R. marmoratus e R. rostratus
pertencentes a familia Rhamphichthyidae. Estes espécimes foram coletados em
diferentes localidades da regido amazonica.

Apesar de serem classificados taxonomicamente como mesma espécie,
espécimes coletados no Rio Caripetuba, do municipio de Abaetetuba, estado do Par3,
inicialmente identificadas como R. rostratus, foram definidas como espécies cripticas,
pois as diferencas genéticas encontradas em seus cariétipos diferenciam os citétipos
analisados. Alguns individuos apresentaram como férmulas cariotipicas FC = 42 m/sm
+ 8 a, enquanto, o novo citotipo apresentou FC = 48 m/sm + 2a + (5-10) B.

Além disso, peculiaridades de padrbes de distribui¢do de heterocromatina e de
elementos repetitivos do genoma foram investigados como formas de diferenciar
citogenomicamente estas espécies. A andlise do DNA barcoding corroborou os dados
cromossémicos que encontramos, demonstrando a necessidade de uma revisdo para a
familia Rhamphichithyidae que, como as demais familias da Ordem Gymnotiformes,
deve estar com seu nimero de espécie subestimada.

A evolucdo cariotipica desta familia sugere que uma constancia na manutengao
de seu nimero diploide, pois percebemos isto, diante da manutencdo de 2n=50 na
superfamilia Rhamphichthyoidea, na qual esta inserida. Provavelmente os cromossomos
B que se apresentam neste novo citotipo possam estar relacionados a eventos de quebras
cromossoémicas, pois nestes sdo evidenciados sequéncias teloméricas, que lhes conferem
certa estabilidade no ciclo celular, e também outras sequéncias repetitivas, como foi o
caso, de marcag0es positivas do REX1.

A distribuicdo dos retroelementos REX1 e REX 3 nos genomas das especies
analisadas se deu de forma dispersa, estando presente tanto em regides eucromaticas
quanto heterocromaticas, com destaque para 0 REX1 que na especie de novo citotipo
apresentou acimulo na regido da NOR. Estas evidéncias ja foram descritas na literatura
guando algumas espécies de peixes passam por estresse ambiental ou quando
investigadas em hibridos.

A investigacdo da familia multigénica ribosssomal demonstrou o 18S

coincidente com a regido organizadora de nucléolo (NOR), e o sitio de 5S marcando
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maltiplos  cromossomos, preferencialmente em regides heterocromaticas e
centroméricas, demostrando que a evolugdo de ambos ocorre de maneira independente
neste grupo de peixes. Estas marca¢des multiplas do rDNA 5S podem estar relacionadas
a regides de pseudogenes, ou insercdes de outras sequéncias repetitivas.

A importancia de somar dados que corroborem com o melhor entendimento da
familia Rhamphichithyidae é que estes peixes apresentam maior abundancia e
diversidade de espécies na regido amazonica e sdo espécies bioindicadoras de poluicéo,

com potencial para serem utilizadas em projetos de monitoramento ambiental.
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ANEXOS

MATERIAL E METODOS

A) MATERIAL

Al) Caracterizagdo das Amostras

Os exemplares do género Rhamphichthys (Rhamphichthydae), cuja classificacdo se
encontra abaixo, foram coletados em rios de duas localizagcbes distintas na Bacia
Amazonica: Dois exemplares (um macho e uma fémea) provenientes do Rio Par( no
Municipio de Almeirim no Estado do Para, Municipio de Abaetetuba Rio Anequara (3
fémeas e 1 macho), Rio Caripetuba (um macho e uma fémea), Municipio de Barcarena,
Rio Arienga (um macho e uma fémea), Municipio de lgarapé-Miri (um macho e uma

fémea) na Amazénia Oriental, e 13 exemplares (7 machos e 6 fémeas) provenientes do



70

Municipio de Alvarées coletados no Rio Mamiraué dentro Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraud, Amazonia Ocidental. As coletas foram realizadas com
malhadeiras de 20mm com 20 metros de comprimento por 2 metros de altura, e
supervisionadas de trés em trés horas, para favorecimento da sobrevivéncia dos peixes
capturados. Os exemplares coletados posteriormente foram transportados vivos para o
Laboratorio de Biologia Aquéatica do Instituto de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua, ou para um laboratorio improvisado de campo, sendo necessario
acondiciona-los em sacos plasticos de 30 litros com &gua e oxigénio puro. Outro

método de coleta foi a utilizacéo de tarrafas e detectores de Gymnotiformes.

Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Gnathostomata
Grade: Teleostomi
Classe: Actinopterygii
Subclasse: Neopterygii
Divisdo: Teleostei
Subdiviséo: Euteleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Gymnotiformes
Familia: Rhamphichthydae
Género: Rhamphichthys Muller &Troschel, 1848

A2) METODOS

A2.1 Inducdo de Mitoses

Para a obtencdo de um indice mitdtico satisfatério nas preparacdes cromossdmicas
seguiremos a técnica descrita por Bertollo et al. (1978) com modificaces:

Injetar uma solucéo aquosa de fermento biolégico (0,59 de fermento biol6gico com 0,59
de sacarose diluido em 7ml de agua destilada), na proporcdo de 1ml/100g de seu peso
corporeo, na regido dorso-lateral do peixe.

Manter o animal em um sistema de aquario aerado e bem iluminado, em média, por 48

horas.

A2.2 Obtencdo de Cromossomos Mitdticos
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Os cromossomos mitéticos destes peixes serdo obtidos através de seu 6rgdo
hematopoiético, o rim encefélico ou entdo o caudal, seguindo o protocolo de técnicas de
Bertollo et al. (1978) com modificagdes:

Injetar no dorso do animal, na proporcdo de 1ml /100g de peso corpOreo do peixe a
solucéo de colchicina na concentracgdo de 0,025%.

Manté-lo em tanque aerado por 45 minutos, para em seguida sacrificd-lo e fazer a
retirada de seu 6rgdo hematopoiético.

Colocar em uma placa de Petri em torno de 15ml de solucdo hipoténica (5,69 de cloreto
de potéssio em um litro de gua destilada).

Dissociar por completo o material com o auxilio de uma pinca e uma tesoura, e
posteriormente ressuspender em uma seringa de vidro, até tornar a solucdo homogénea.
Incubar a suspensao em uma estufa a 37°c por 30 minutos.

Interromper a acdo da solucdo hipoténica com algumas gotas de fixador Carnoy (3
metanol : 1 &cido acético).

Centrifugar por 10 minutos a 900 rpm, descartar o sobrenadante, e ressuspender o pelet
em fixador Carnoy.

Repetir o item acima em média trés vezes.

Conservar o material fixado em freezer.

A2.3 Técnica de Coloracdo Convencional

Para a andlise convencional das laminas em microscépio éptico, o material citolégico
seré corado com Eosina Azul de Metileno segundo Giemsa (Merck), como se segue:
Diluir 0,3 ml de corante Giemsa para 3ml de tampao fosfato pH 6,8.

Despejar a solugdo na lamina e deixar agir por 10 minutos.

Lavar com agua destilada e deixar secar para ser feita sua analise.

A2. 4 Técnica de Bandeamento C

Serd realizada a partir da técnica de Sumner (1972) com modificacBes, objetivando
detectar a presenca da heterocromatina constitutiva (HC) nos cromossomos das espécies
em estudo.

Tratar as laminas com HCI a 0,2 N em temperatura ambiente por 15 minutos. Lavar
com agua destilada e deixar secar.

Incubar Iamina a em solugdo aquosa de Hidroxido de Bério (Ba (OH)2) a 2% durante 35

segundos a 46 °C.
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Imergir imediatamente em HCI a 0,1N a 46°C para interromper a a¢do do Hidrédxido de
Bério e em seguida lavar com &gua gelada. Deixar secar.

Incubar a 60°C em solucéo salina de 2xSSC, durante 20 minutos.

Lavar com agua destilada. Deixar secar.

Corar com solucao de Wright na proporc¢éo de 3:1 por 20 minutos.

A.2.5 Tecnica de Deteccdo de NOR por AgNO3 (AG-NOR)

Seré utilizada a técnica de impregnacdo por Nitrato de Prata (AgNO3) segundo Howell
& Black (1980), com adaptacdes para a deteccdo de Regides Organizadoras de
Nucléolos (NORs):

Colocar a lamina durante 3 minutos em solugdo de HCI 0,2 N em temperatura ambiente,
lavar e deixar secar.

Colocar sobre a lamina uma gota de solucdo aquosa de gelatina e duas gotas de Nitrato
de Prata.

Cobrir com uma laminula de 24x50mm, inverte-la e incuba-la em uma camara escura
umida, por 5- 8 minutos, em banho-maria a 60°C.

Lavar a ldmina com um jato de agua destilada de forma que seja removida a laminula e
0 excesso de reagentes. Deixar secar.

Corar a lamina com Giemsa na proporcdo 3:1, durante um minuto.

A2.6 Técnica de Coloragdo pelo Fluorocromo DAPI (4’, 6’- diamidino -2-
phenylindone)

Serd utilizada a técnica descrita por Pieczarka et al. (2006) para a marcacgdo das regides
ricas em pares AT, como se segue:

Desidratar a ldmina contendo a preparacdo citologica em uma bateria de alcool (2x
alcool 70% por 2 minutos, 2x alcool 90% por 2 minutos, e 1x alcool 100% por 4
minutos).

Incubar na estufa a 60° C por uma hora.

Desnaturar a 70°C a lamina em uma solugdo de formamida a 70%, no banho-maria.
Interromper a acdo da formamida transferindo a ldmina para um frasco contendo etanol
a 70% gelado por 4 minutos.

Repetir o item a.

Mergulhar a lamina em um frasco contendo a solugdo de DAPI, deixando agir por 30

minutos em estufa a 37°C.
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Montar a lamina com 50uL de solucdo de antifade Vectashield H-1000 (Vector),

cobrindo com laminula de vidro 24x50mm.

A.2.7 Técnica de Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 18S

A sonda de rDNA 18S marca regides génicas especificas de producdo do RNA
ribossomal. Técnica segundo Daniels & Delayne (2003) com adaptacdes :

a) A lamina deve estar envelhecida por dois dias para ser tratada com RNAse (1uL /
1000 pL de 2 SSC).

b) Incubar a 1d&mina com 200 pL da solucdo de RNAse coberta com um parafilme por
20 minutos em estufa a 37°C.

c) Lavar a ldamina em 2 SSC por 2 minutos.

d) Lavar em pepsina (500 pL de pepsina em 50 puL de HCI 4,8 N) por 3 minutos.

e) Desidratar a lamina contendo a preparacgdo citolégica em uma bateria de &lcool (2x
alcool 70% por 2 minutos, 2x alcool 90% por 2 minutos, e 1x &lcool 100% por 4
minutos).

f) Desnaturar a sonda em banho-maria a 65°C por 15 minutos.

g) Hibridizar com 2 pL de sonda rDNAI18S biotinilada com 12pL de tampdo de
hibridizagdo. Colocar o antifade com DAPI e selar a lamina. Incubar por dois dias.

h) Incubar em banho-maria a 42°C na seguinte seqliéncia: 2 frascos com formamida a
50%, 2 frascos com 2SSC por 5 minutos em cada; 1 frasco de 4 tween (200 ml de

4SSC + 100pL tween) por 4 minutos.

A.2.8 Técnica de Hibridizagdo In Situ Fluorescente (FISH) com sonda telomérica
Técnica de acordo com o fabricante Oncor com adaptagdes. A marcagédo da sonda indica
presenca ou auséncia da sequéncia do telémero (TTAGGG)n.

Imergir a lamina por 5 minutos em fixador 1:1 (1 acido acético: 1 metanol).

Imergir a 1d&mina em pepsina (500 puL de pepsina em 50 pL de HCI 4,8 N) por 5
minutos.

Lavar 3 vezes as laminas em solucéo de 2SSC durante 1 minuto cada.

Desidratar a lamina contendo a preparacdo citolégica em uma bateria de alcool (2x
alcool 70% por 2 minutos, 2x alcool 90% por 2 minutos, e 1x alcool 100% por 4
minutos).

Incubar na estufa a 60°C por uma hora.
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Desnaturar a 70°C a lamina em uma solugéo de formamida a 70%, no banho-maria, por
45 segundos.

Desnaturar a sonda por 15 minutos a 70°C (7uL da sonda telomérica com 6 uL de
solucdo tampao).

Aplicar a sonda na ldamina e cobrir com uma laminula de 24x50mm. Incubar em camera
Umida e escura na estufa a 37°C durante 3 dias.

Incubar em banho-maria a 42°C na seguinte seqiiéncia: 2 frascos com formamida a
50%, 2 frascos com 2SSC por 5 minutos em cada; 1 frasco de 4 tween (200 ml de
4SSC + 100pL tween) por 4 minutos.

Retirar e lavar em 3 frascos de 4 tween durante 4 minutos cada, em temperatura
ambiente.

Preparo da solucdo de deteccdo (200 pL de agua + 0,4uL de solucdo de deteccdo —
antidigoxigenina- Cy3). Pingar 200 pL em cada lamina e cobrir com o parafilme,
incubar em estufa durante 30 minutos. Retirar e lavar em 3 frascos de 4 tween durante 4

minutos cada, em temperatura ambiente. Colocar o antifade com DAPI e selar a lamina.

A2.9 Técnicas de Analise e Captura de Imagem

As preparagdes citologicas serdo analisadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axiophot 11, com objetiva de aumento de 100 vezes, ocular com aumento de 10 vezes e
optovar 1,25. Para observacdes do corante fluorescente CMAS, serdo usados os filtros
Zeiss BP 436, FT 460, LP 470; para DAPI os filtros serdo Zeiss G 365, FT 395, e LP
420. As melhores metafases serdo digitalizadas com o auxilio da cémera Zeiss
AxioCam MRm através do programa AxioVision 3.1 e as fotos entdo editadas com

auxilio do programa Adobe Photoshop CS2.

A2.10 Medicoes e Disposi¢cdes Cromossomicas

A montagem dos caridtipos sera feita de acordo com a morfologia cromossémica
(metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos), dispostos aos pares
e em ordem decrescente de tamanho.

Com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS2 os cromossomos serdo medidos,
podendo assim determinar-se a razéo entre os bracos (RB), ja que se tornard conhecido
0s comprimentos do braco curto (p) e do brago longo (q) de cada cromossomo e o
comprimento relativo de cada par cromossomico (CR) em relagdo ao comprimento total
do lote diploide (CTLD).
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Os valores obtidos serdo necessarios para a classificacdo dos tipos cromossémicos, com
base nos critérios propostos por Levan et al. (1964) e critérios adotados pelas literaturas

que investigam o grupo de peixes.

Tabela 01: Tipos cromossémicos de acordo com a posi¢do centromérica segundo Levan
et al. (1964). Aqueles autores admitem chamar o cromossomo ‘“telocéntrico” como

“acrocéntrico”, por ser esta designa¢ao muito popular na literatura.

Razé&o entre Bragos Classificacdo Cromossémica
1,00-1,70 Metacéntrico (m)

1,71-3,00 Submetacéntrico (sm)

3,01-7,00 Subtelocéntrico (st)

> 7,01 Telocéntrico (t) ou Acrocéntrico (a)

A2.11 - Técnica de “DNA barcoding” (Codigo de Barras das espécies):

Procedimento de Extracdo com o Kit Gen elute da Sigma, seguindo o protocolo
sugerido pelo fabricante:

Picotar o tecido em pedacos bem pequenos (25mg). Transferir para um tubo de
centrifuga.

Adicionar 180 pL de solucdo de lise (lise solution T) e mais 20 uL de proteinase K.
Misturar em vortex (2 ou 3 vezes) e incubar a amostra a 55 0C no banho — maria até a
total digestdo do tecido. O procedimento pode durar de 2 a 4 horas.

Tratamento opcional com a enzima RNASE: Adicionar 20 pL de solugdo de RNASE e
incubar por 15 minutos, em temperatura ambiente.

Adicionar 200 pL solucdo de lise (Lise Solucion C) levar ao vortex por 15 segundos,
pois uma mistura homogénea é essencial para uma lise eficiente. Incubar por 10 minutos
a 70 0C em banho — maria. Fazer a adi¢do de 200 pL de etanol. Transferir para o tubo
da coluna.

Coluna de Preparagéo: Colocar no eppendorf da coluna de anel vermelho 500 pL da
solucéo da coluna de preparacdo (Column Preparation Solution) e adicionar a solucdo
do DNA do passo anterior. Centrifugar por 1 minuto e descartar o liquido que passou
pela coluna. Trocar o eppendorf e segue para o préximo passo.

Substituir o tubo. Adicionar 500 pL da solucéo de lavagem (Wash solution concentrate)

e centrifugar por 1 minuto. Descartar o tubo e trocar novamente o eppendorf.
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Adicionar 500 pL da solucdo de lavagem (Wash solution concentrate) e centrifugar a
12000 rpm por 3 minutos. Pode centrifugar por mais 1 minuto. Maximo da velocidade
para a evitar desperdicios.

Substituir um novo tubo e acrescentar 200 pL da solucdo de eluicdo (Elution Solution)
diretamente no centro da coluna e centrifugar 6500 rpm por 1 minuto. Para aumentar a
eficiéncia incubar 5 minutos na temperatura ambiente, podendo repetir este passo.

A amplificacdo do gene Cox1 serd feita a partir de primers ja descritos (F1: 5’-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’/

R1: 5°- AGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA — 3’) e com objetivo de ter como
produtos sequéncias em torno de 654 pares de bases (Ward et al., 2005).

Reacdo da PCR para um volume final de 25 pL: 17,0 pL de agua ultra pura (Milli-Q),
2,5 pL Tampao 10X, 1,75 pL de DNTP Mix, 1,0 uL de cada “primers” (iniciadores),
1,25 pL de MgClI2, 0,5 pL de Taq polimerase.

Em seguida, a reacdo é submetida ao termociclador nas seguintes condi¢des:

Desnaturacéo Inicial 95°C 5 min 1X
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Anelamento 54°C 1 min 35X
Extensdo 72°C 1 min

Extensdo final 72°C 10 min 1X

Verificacdo do resultado da amplificacdo: Preparacdo de gel de agarose a 1% com
aplicacdo de 3uL de reacdo e 1 uL de corante para eletroforese realizada nas condicdes
de 130W/150 mA por 20 minutos. As bandas sdo esperadas em tamanho aproximado de
654 pares de bases.

Purificacdo das Amostras Amplificadas: O produto de PCR passara por reacdo de
limpeza através do kit ExoSap-ITO (USB Corporation) seguindo 0 seguinte
procedimento:

Limpeza com ExoSap-1TO (USB Corporation): Em um tubo eppendorf prepara-se uma
reagdo contendo 5,0 pl do DNA amplificado juntamente com 2,0 pl da solucdo de
ExoSap e leva-se para o termociclador para a realizacdo do seguinte programa:

Temp. Inicial  37°C 15 min

Temp. Final  80°C 15 min

m) Reacdo de PCR para Sequenciamento: A reacdo terd volume final de 9ul foi
utilizado o Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction”

(Applied Biosystems). O procedimento utilizado sera o seguinte: Prepara-se uma
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solugdo MIX, para cada uma das amostras contendo 2,0 ul de DNA (Amplificado e
limpo pela ExoSap-IT), 2,0 ul do “primer”, 2,0 ul solugdo Pré-MIX (nucleotideos
marcados com fluorescéncia) e 3,0 ul H20 autoclavada.

No termociclador sera realizado o seguinte programa:

Desnaturacao Inicial 96°C 2 min
Desnaturacéo 96°C 30 seg
Anelamento 50°C 15 seg
Extensdo 60°C 4 min
Volta para o passo 2 30 vezes.

Limpeza do PCR de Sequenciamento: Adiciona-se em cada tubo 0,7 ul de EDTA
(125mM), 0.7 pl de Acetato de Sodio (3 M). Homogeneizar e passar no spin
brevemente. Adicionar 17,5 pl de Etanol 100%. Incubar por 15 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar por 15 min a 13000 rpm. Descartar o Etanol em papel toalha.
Adicionar 24,5 pl de Etanol 70% Gelado. Centrifugar por 10 min a 13000 rpm.
Descartar o Etanol em papel toalha, podendo-se repetir estes ultimos passos e fazer a
lavagem com etanol 70%. Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C, com o
termociclador aberto. Guarda-se os tubos, j& secos, no freezer & 4°C envolto em papel
aluminio, até o momento do sequenciamento.

Sequenciamento de DNA: As sequéncias serdo obtidas através da técnica de
sequenciamento por capilaridade no sequenciador ABI13130 do Laboratério de Estudos
costeiros da Universidade Federal do Para (Campus de Braganga (IECOS).

q) Andlise dos Dados: As sequéncias obtidas serdo editadas através dos programas
ATGC (Genetyx Corporation) e Bioedit (Hall T.A., 1999) para a obtencdo de
sequéncias consenso, as quais serdo posteriormente alinhadas usando-se o editor
ClustalW (Thompson et al.,1997) acoplado ao programa DAMBE (Xia e Xie, 2001). As
sequéncias serdo entdo analisadas no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) para a
construcdo de dendrogramas, cujos parametros utilizados para verificar a divergéncia
genética entre as sequéncias serdo os recomendados na literatura para sequéncias
barcoding, sendo utilizado o método de distancia UPGMA e o modelo Kimura-2-
parametros (K2P). Os dendrogramas obtidos serdo testados através do método bootstrap

(Felsenstein, 1985) com 1.000 pseudoréplicas.

A2.12- Obtencéo de sondas de sequéncias repetitivas de DNA:
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O isolamento das sequéncias repetitivas de DNA foi realizado a partir da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Utilizando-se de iniciadores primers especificos para a
sequéncia alvo, a ser amplificada, na presenca do DNA molde. Os retrotransposons
Rex1 e Rex3 foram amplificados e identificados no DNA genémico de Rhamphichthys
rostratus. Utilizando as sequéncias REX1-f (5’ -TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC-
3’) e REX1-r (5’ -TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’), e REX3f (5’-CGG
TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3") e REX3r (5>-TGG CAG ACN GGG GTG GTG
GT-3) formando bandas de DNA de 560 e 400 pares de bases, respectivamente (\Volff et
al., 1999). Esses primers se mostram bem eficientes e j& foram utilizados em diferentes
grupos de peixes (Ozouf-Coastaz et al., 2004; Capriglione et al., 2002).

A sequéncia parcial do transposons Mariner foi amplificada com os iniciadores MAR-
188f (5’- ATC TGR AGC TAT AAA TCA CT- 3’) e MAR-215r (5’- CAA AGA TGT
CCT TGG GTG TG-3’) descritos por Lampe et al. (2003).

O gene 5s DNAr também serad amplificado a partir de iniciadores ja descritos e
depositados no Genbank (X58367.1, FJ 572051.1, FJ 572052.1, X58365.1), atraves das
reacdes de PCR utilizando os primers F (5’- GCC ACA CCA CCC CTG AAC AC -3°)
e R (5’- GCC TAC GAC ACC TGG TAT TC-3").

As reacOes de PCR serdo feitas de forma padronizada, em um volume final de 22 pl, de
acordo com as concentragdes a seguir: 1 pul de DNA (40ng/ pl), 2,5 pl de tampao 10X,
2,5 ul de DNTPs, 0,75 ul de MgCl12 (50 mM), 1,25 ul de cada primers forword e reverse
(10 mM), 0,25 pl de Taq polimerase (Sunidades/ pl) e 12,50 pl de 4gua autoclavada.

As condigdes da reacdo no termociclador sdo as seguintes:

Desnaturacéo Inicial 95°C 3 min
Desnaturacéo 95°C 1 seg
Anelamento Temp. diversas °C 1 min
Extensdo 72°C 2 min
Volta para o passo 2 30 vezes.
Ciclo tnico 72 °C 5 min
Temperatura final 4°C constante.

As temperaturas de anelamento sdo varidveis, para cada sequéncia alvo, pois seus
iniciadores sdo especificos, sendo utilizadas 45°C para o transposons Mariner, 55°C

para 0 DNAr, 51°C para as sequéncias repetidas de REX1, e 53°C para REXS3.
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O produto do PCR foi marcado por Nick translation com digoxigenina-14-dUTP
(Roche, Mannhein,Germany). As sondas foram detectadas com anti-digoxigenina-

FITC. As técnicas de FISH utilizadas ja foram descritas anteriormente.



