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RESUMO

A bacia Amazobnica possui uma alta diversidade deéakss de peixes,
distribuidos em diferentes tipos de ambientes ampgtEntre os varios fatores que
servem para distinguir tais ambientes podemos astacoloracdo das aguas dos rios,
gue sdo classificadas em rios de aguas brancaass étaras e aguas pretas. O presente
estudo teve como objetivo analisar espécimddajdias malabaricusesses diferentes
ambientes por meio de marcadores citogenéticosiotés(bandeamento C e NOR) e
moleculares (fluorocromo Cromomicina A3 e FISH) sNebridizacdesn situ utilizou-
se sondas DNAr 5S e 18S e do elemento transpoRigel 3 Foram analisados 60
individuos coletados no Rio Amazonas (agua bramzaRio Negro (agua preta) e no
Rio Tapajoés (agua Clara). Todos os espécimes apaeam numero dipléide de 2n=40
cromossomos, com formula cariotipica de 20M+20SkA panbos 0os sexos. Pequenos
blocos de heterocromatina constitutiva foram olzs#ws nas regides centroméricas de
todos os cromossomos e nas regides distais desalgames. Um conspicuo bloco
heterocromatico foi observado na regido pericergraza do par 14. A coloracdo com
nitrato de prata mostrou quatro sitios de NOR, csaribervada marcacéo bitelomérica
apenas na populacdo da agua preta. As regidesemsaSC variaram de trés a seis
cromossomos marcados. Em relacdo a localizacacende DNAr5S, foi mapeado na
regido centromérica do par 15 e subtelomérica do 1da jA o gene DNArl8S
apresentou seis sitios nas populacdes da aguaabeariara e trés sitios marcados na
populacdo da agua preta. A localizacdo cromossORéseB apresentou trés padroes
claramente distintos. Em amostra proveniente dea &manca, este marcador foi
detectado nas regifes centroméricas de todos o®ssomos e distais de alguns pares,

exibindo um padrédo semelhante ao obtido por baneeamC. Enquanto que, em



amostras provenientes de ambientes de agua cla@eadorRex 3 foi detectado nas
regides teloméricas em quase todos 0s cromossog®wmdremérica em alguns, na agua
preta foi evidenciado em alguns pares cromossOmiassdiferencas citogenéticas
encontradas erkloplias malabaricusnos trés ambientes amazoénicos estudados podem

estar relacionadas a um padrdo de adaptacdo dgasesmo nesses ambientes.

Palavras-chave: elemento transponivel, Hibridizac&o situ, DNA repetitivo, Hoplias

malabaricus.
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ABSTRACT

The Amazon basin has a high diversity of fish spgcidistributed around
different aquatic environments. Among the many dextthat determine such
Amazonian environments we can highlight the watgdors of the rivers, which are
classified in white water, clear water and blackeraivers. The present study aimed to
analyze specimens éfoplias malabaricusn these different environments by means of
classical (C and NOR banding) and molecular cytegermarkers Cromomycin A3
and FISH using DNAr5S e 18S genes and transposdéieent Rex 3 probes. We
analyzed 60 individuals collected from the AmazaweR (white water), Negro River
(black water) and Tapajos River (clear water). thé specimens showed a diploid
number of 2n = 40 chromosomes with a karyotype tdasm 20M +20SM in both the
sexes. Small blocks of heterochromatin in the ceméric regions of all chromosomes
and the distal regions of some pairs were dete@&ning with silver nitrate in the
three environments ranged from four sites of N@ing observed demarcation
bitelomeric just in the population of the black emtThe rich regions in GC varied from
three to six marked chromosomes. Regarding todbatibn of the gene DNATrSS, it
was mapped in the pairs 14 and Afready the gene 18S presented six sites in the
populations of the white and clear water and tlsitess marked in the population of the
black waterThe chromosomal location of the Rex 3 probe shothezk clearly distinct
patterns. In a sample from white water, this markas detected in the centromeres of
all chromosomes and distal few pairs, showing alainpattern to that obtained by
banding C. While in samples from the clear waterirenments Rex 3 marker was
detected in almost all regions of telomeric andtrogneric chromosomes of some, the
black water was found in only a few chromosome spaiihe cytogenetic differences
found inH. malabaricusin three Amazonian environments studied may begtedlto a

pattern of adaptation of this organism in thesarenments.



Keywords: in situ hybridization,Hoplias malabaricus repetitive DNA, transposable

element
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1. INTRODUCAO GERAL

A ictiofauna amazoénica € muito rica, estima-se qaea de 3.000 espécies
habitam os mais diferentes ambientes encontradosaoia (Barthem, 2001). Esses
ambientes sdo caracterizados por diferentes estsutgeoldgicas e tipos de agua
estando estes, anualmente submetidos a elevadasgasdocasionadas pelo pulso de
inundacdao, favorecendo assim a grande heterogelesitaambientes.

Diante desta diversidade de habitat a biota acuéien se adaptado as
condicbes propostas pelo ambiente, essas adaptgqgibsn ser verificadas na
morfologia, anatomia, fisiologia e também na gexaétlesses organismos (Juetkal.,
1989; Almeida-Val & Farias,1996). Atualmente temas#mitido que a variabilidade
genética, principalmente a encontrada em regidd3Ni&s repetitivos sejam a grande
responsavel pela adaptabilidade dos peixes amamd@iort & Trivers, 2006).

Estudos demonstram que DNAS repetitivos, no casmeitos transponiveis,
podem responder a variacdes no ambiente celulsieene, variacdes estas que podem
ser avaliadas através da avaliacdo por estresseorgnismos geneticamente
controlados ou através de populacdes naturais dmanespécie vivendo em condi¢des
diferentes, podendo influenciar a expressdao de sgeagvando ou silenciando-os
guando tais elementos sao inseridos proximos oualdeleqCapyet al.,2000).

Existem poucos estudos que relacionam sequéngmetides de DNA com
mudancas ambientais na Amazonia e restringe-sérara@Symphysodo(Grosset al.,
2009). A utilizacdo de elementos repetitivos no mapeamedstoof cromossémico em
outras espécies de peixes pode proporcionar umomelitendimento a respeito de
como estas sequéncias se comportam nos seus gemsmésm alguma correlacdo com

os diferentes ambientes em que se encontram.



1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Heterogeneidade ambiental na bacia amazonica

A bacia Amazbnica possui a maior area de drenagempldneta com
aproximadamente 7.000.000 Kntos quais 300.000 Kns&o de margens anualmente
alagadas determinadas pelo regime das chuvasam®pgipela grande extensao de terras
baixas (Santos & Ferreira, 1999). Tal caractedsttiada a fatores geologicos, fisicos,
quimicos e biologicos € responsavel pela granderdggneidade de ambientes
aquaticos observados na bacia amazoénica (Gouleling., 2003; Val & Almeida-
Val,1995).

Os rios amazobnicos sao tradicionalmente classgade acordo com as
caracteristicas fisico-quimica de suas aguas. SlegBioli, (1984) os rios amazbnicos
podem ser de aguas brancas, de aguas claras eafemgtas (Figura 1, Tabela 1). Os
rios de aguas brancas ou barrentas tem suas aalseceis Andes do qual eles
transportam quantidades grandes de sedimentos @posnutrientes, suas aguas
apresentam pH proximo do neutro e concentracOegtiviainente alta de sélidos
dissolvidos. Esses rios barrentos depositam ossselimentos nas grandes margens das
planicies de inundacao, que sao localmente chantmlaérzeas. As areas de varzea
possuem terras férteis e estdo cobertas com coatgsdltamente produtivas de planta
herbaceas terrestres e aquaticas e florestas asdas principais rios de agua branca
sdo: 0 Amazonas, Jurud, Japurd, Purus e Madenk ¢fal, 2011).

Os rios de aguas claras sdo caracterizados paempae baixas quantidades de
sedimentos e solidos dissolvidos e pH acido vadasmdre 5 e 6. Nestes rios a agua €
transparente. As planicies inundadas de rios dasagaras sdo chamadas de igap6s e
possuem uma fertilidade intermediaria. Os prinsipais de agua clara sdo: o Tapajoés,
Xingu e o Tocantins (Jurdt al.,2011).

Os rios de aguas pretas sdo assim denominadosepsu@s aguas apresentam
uma coloracéo escura em tons de castanho averrodalleatio as grandes quantidades
de substancias humicas dissolvidas. Os valoresideapam de 4-5 (Junét al, 2011).

As planicies de inundacao de rios de agua pretasisdaixa fertilidade. Elas estédo
cobertas por uma floresta inundada onde a produgéo liteira € baixa,

aproximadamente 30% (Furch & Junk 1997) e a taxaekcimento das arvores quanto
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ao diametro estd até dois tercos abaixo das eadastrem florestas de varzeas
(Schongaret al, 2010).

Cordas aguas dos principais ries

N < 5 mf

- Bolivia Mreta

\ _.'i_‘j‘ - — (Clare
“Y Precipitzgéo znual (mm) —— [Cranca
\"“ Alle. 5233 TribLranos medores (ndo catzgorizados)
500 km . lMorestas inundades de dgua branza (varzea)
Rt S8 Costzinundada

Figura 1. Mapa da Bacia Amazbnica com a distribuicdo dosstide agua nos principais rios: a) linhas
pretas referem-se a agua preta; b)linhas azuisdatee; c) linhas marrons agua branca. Fonte du
al., 2011.

Além dos diferentes tipos de agua, a biota aquainazonica também esta
adaptada ao pulso de inundacao, sendo este opatlif@iorresponsavel pela existéncia,
produtividade e interacdo da biota que vive naasdperiodicamente alagadas. Este
determina mudancas fisico-quimicas do ambientetiaqué, como consequéncia, as
espécies respondem com uma seérie de adaptacdeldpmds, anatdmicas,
fisioldgicas e as comunidades respondem com aftesagm sua estrutura (Juetkal,
1989).

Almeida-Val & Farias (1996) sugerem que a varidhiie de ambientes
amazonicos favoreceu o estabelecimento de uma @mindrsidade de peixes, e que
estes, desenvolveram durante o processo evolutihzogiande plasticidade fenotipica e
genotipica. A adaptabilidade dos peixes amazontaytamente esta relacionada a
variabilidade genética, principalmente a encontraataregides de DNAS repetitivos,

mais precisamente nos elementos transponiveis &Blrivers, 2006).



Tabela 1: Atributos ecolégicos dos rios de dguas brancasasagtetas e aguas claras da Amazbénia com
base na classificacao de Sioli (1956). Fonte: 8iddil.,2011.

Atributos ecoldgicos Agua branca Agua preta Agua ara

Ph Quase neutro Acido,< 5 variavel, 5-8
Condutividade elétrica 40-100 <20 5-40

Transparéncia (disco de Secchi) 20-60cm 60-120cm >150cm

Coloracao da agua turva marrom esverdeada
Substancias humicas baixa alta baixa

Suspensdes inorganicas alta baixa baixa

Fertilidade do substrato e 4gua  alta baixa baixa para intermédiaria

1.1.2 Elementos de DNA repetitivo no genoma eucato

Ao contrario do genoma procarionte, que possui eufse exclusivamente
moléculas de DNA do tipo sequéncias Unicas, 0 ganeocarionte € muito mais
complexo e apresenta sequéncias de DNA repetiddasnuezes, podendo chegar até
cerca de um milhdo de repeticdes. Este componentgeigoma eucarionte é chamado
DNA repetitivo e pode representar, em geral, 20080 5do tamanho do genoma
(Snustad & Simmons, 2008). Em muitas espéciesstisiéncias de DNA repetitivo
chegam a quase totalidade do genoma, € o casexeomlo, da cebold(lium cepa
cujo genoma € constituido em 95% de sequénciasitrege (Flavellet al, 1974). Do
outro lado, existem genomas caracterizados por baiga densidade de DNA
repetitivo, € o caso do vern@aenohabditis elegangiue possui 17% de sequéncias
repetitivas (Snustad & Simmons, 2008). Cerca deadeetdo genoma humano é
composto por sequéncias de DNA repetitivo (The Gen&equencing Consortium
International, 2001), e sdo essas sequéncias as velatadas como responsaveis pela
diferenca no tamanho do genoma dos eucariotos [[€ag%mith, 1985; Brenneet al,
1993).

O DNA repetitivo pode ser classificado como modanaente repetitivo e
altamente repetitivo. No primeiro caso, as repesicdontam de 10 a 1@dpias por
genoma, enquanto que, no segundo contam-se mal€°’dedpias por genoma. As
sequéncias repetitivas podem ocorrer consecutivieng@ntanden), ou dispersas pelo
genoma (Snustad & Simmons, 2008). Em geral, o DRi#&reente repetitivo ocorre

tandem e concentra-se preferencialmente nas regides dtréoeero e telémero,



engquanto que, o DNA moderadamente repetitivo a@spierso ao longo do cromossomo
(Primrose, 2003).

Apesar de extensos estudos terem sido realizado8ltiraas trés décadas sobre
DNA repetitivo, a forma como séo propagados e rdastho genoma ainda nao foram
completamente compreendidas (Martins, 2007). Meassom, tem se comprovada sua
importancia no processo de replicacdo do DNAetLal, 2002), recombinacéo (Biet
al., 1999), expressdo génica (Let al, 2001) e na diferenciacdo de cromossomos
sexuais em peixes (Parise-Malterapal, 2007), ou seja, DNASs repetitivos parecem ter

um papel importante na organizagao estruturabtiesio de genomas (Martins, 2007).

1.1.2.1 Sequéncias de DNA repetitiviom tandem

Estas sequénciasio classificadas de acordo com o tamanho de isgedntos
em trés subgrupos: 1) DNA satélite, 2) minissaglie 3) microssatélites. O DNA
satélite € composto por sequéncias de DNA altamemetitivo dispostas tandem
Sao encontradas nos genomas dos eucariotos e paaliign de 1.000 a mais de
100.000 copias no genoma, sendo que o comprimeni@ de 100 a 300 pares de base
(pb). Estdo localizadas principalmente nas regiémsroméricas e teloméricas dos
cromossomos, e sdo o0 componente principal da letenatina (Martins, 2007).
Porém, nem todas as repeticdesandemsao restritas a heterocromatina, algumas séo
encontradas dispersas através do genoma, muit&s vez regido espacadora entre
genes (Primrose, 2003).

O DNA minissatélite é constituido por sequénciasasucom aproximadamente
5-65 pb com numero variavel de repeticbes (VNWBriable number of tandem
repeat3. Podem ocorrer dispersos no genoma e agrupadagldmeros (Charlesworth
et al, 1994). Através da técnica de Southern blot fmssfvel demonstrar que cada
individuo apresenta um padréo particular com relacguantidade e comprimento das
cadeias de minissatélites, sendo esta técnica claana impressao digital de DNA
(DNA fingerprint), que sdo marcadores polimorficos que podem digitifacilmente o
genoma de um organismo de outro (Jeféegl., 1985).

O terceiro grupo das sequéncias repetitasandemé compreendida pelos
microssatélites. Os microssatélites sdo constisufw repeticdes curtas de 1 a 5 pb e
ocorrem preferencialmente em regides néo codigsadb genoma (Totét al, 2000).

Sao sequéncias altamente polimorficas apresentexigmsa variagcdo no numero de
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repeticdes, devido a isso sdo amplamente utilizadagenética forense para resolucao
de casos criminais e de paternidade. Também séadps em mapeamento gendémico,
epidemiologia molecular e conservacao de espéCigist{akovet al.,2006).

1.1.2.2 Sequéncias repetidas dispersas

Estas sequéncias também conhecidas como elemestgpdniveis (TES) sao
sequéncias de DNAs repetitivos dispersos que possueapacidade de se transporem
de um lugar para outro no cromossomo (Bowen & Jgr@802). Essas sequéncias
foram descobertas pela pesquisadora Barbara MoCkirtm 1940 durante seus estudos
com milho, onde descreveu os “elementos controésiorSegundo a pesquisadora
esses elementos eram responsaveis por um padrém pmmum percebido na
segregacao e expressao dos determinantes da éolaiag gréos (Biémont & Vieira,
2006).

Com o0s avancos das tecnologias de sequenciamentmge, foi possivel
identificar que sequéncias de elementos transpienéstdo presentes na maioria dos
organismos, constituindo extensa porcédo do gendvinekér et al. 2007). Em humanos
estima-se que compreendam cerca de 45% do gereomigtos 40%, em milho 50%;
na mosca-da-fruta e mosquito compdem 15% a 25%edonga (Feschotte, 2004). No
genoma de peixes normalmente tem se encontradcs todotipos de elementos
transponiveis conhecidos, e alguns desses elemgatoram mapeados nos
cromossomos (Volfét al.,2000).

A classificagdo dos elementos transponiveis édi@tilmente feita de acordo
com seu mecanismo de transposicéo. Portanto, s@onidleados Elementos de Classe |
ou retrotransposons aqueles que transpdem atrawésal cOpia de RNA, enquanto que
os Elementos de Classe Il ou transposons transpd&wves de uma copia de DNA
(Kidwell, 2002). O mecanismo de transposicdo desnehtos Classe | € comumente
chamado de€copy-and-paste” (copiar-colar) enquanto que, de Classe Il é chamad
“cut-and-paste” (cortar-colar). A descoberta de elementos trarisp®s que usam o
mecanismo “copiar-colar’, mas sem RNA intermedia®o de pequenos TEs nao
autbnomos chamados de MITHdlifiature inverted transposable elemgemévou a
modificacdo do sistema de classificacdo dos elersetransponiveis que passou a

considerar ndo apenas o0 modo de transposicdo, amdsem a atividade enzimatica.



Com isso adotaram-se novas categorias de clagsificatais como, subclasse,
superfamilia e familia, dentro de um contexto mggrico (Wicker et al. 2007).

Os retrotransposons (Classe ) subdividem-se era dulbaclasses que diferem
guanto a presenca ou auséncia de repeticdes tegriungas (LTR) do termo em inglés
Long terminal repeat Exemplos de retrotransposons com LTR gépsy, Ty3, Tfl e
Tyl/copia Os retrotransposons sem LTR sdo chamados LIN&S) (interspersed
nuclear elemenjs SINEs ghort interspersed nuclear elemé@ntBohneet al, 2008).

O mecanismo de transposicdo dos retrotransposangerreacdo da enzima
transcriptase reversa e 0os RNAs transcritos sadoaseomo molde para sintetizar
DNACc, que serve como molde para sintese de um degidNA. O DNA resultante é
transferido para outro sitio do genoma com o auxii enzima integrase (Evgen’ev,
2007). Uma vez que a copia original ndo foi exiiadédpermanece na sua localizacéo
original, este processo € chamado de retrotrangmse corresponde a um processo de
duplicacdo. A retrotransposicédo é a grande respehg&lo grande niumero de copias
alcancado por retroelementos em muitos genomasrtkbvados (Bohnet al, 2008).

Os elementos classe Il sdo sequéncias que semmerdm atraves de um
intermediario de DNA por um mecanismo de excisagitio de insercdo em outro sitio
no genoma. Todos os elementos possuem repetig@emdes invertidas (ITRs) que
variam de 10 a 500 pb que flanqueiam um gene qddiga a enzima transposase
(Wright & Finnegan, 2001).

A transposicdo desses elementos pode ocorrer derdaaeiras. No primeiro
mecanismo de mobilizacdo chamado de transposicglicatva, o elemento é
duplicado obtendo-se cépias, uma copia permaneséiaamriginal, enquanto a outra é
inserida em um novo sitio, favorecendo o aumentolohoero de copias do transposon.
O segundo mecanismo € chamado de transposica@pi&ativa, ou seja, nao ocorre a
duplicacao do elemento, ele se desloca diretantenten local e se insere em um local
novo sem aumentar o nimero de cépias.

Existem 10 familias distintas de transposons reecidhs atualmente:
Tcl/mariner, haT,elementoP, MuDR/Fokdback Cacta PiggyBac¢ Pif/Harbinger,
Merlin, Transib e Banshee(Feschotte & Prithman, 2007). Sendo os elementds ma
difundidos segundo Wright & Finnegan (200Mjariner de Drosophilae elementdcl
de Caenorhabditis elegans.



1.1.2.2.1 Elementos Transponiveis em peixes

No genoma dos peixes ja foi identificada uma gratidersidade de elementos
transponiveis das classes | e Il (Vdoffal, 2003. Os estudos realizados com elementos
transponiveis em peixes estdo resumidos na Tabela 1

Ozouf-Costazet al. (2004) estudaram dois retrotransposons sem |Rdéx1le
Rex3em 13 espécies de peixes antarticos quanto a dia&n genoma e localizagdo
cromossOmica e verificaram que esses elementosntacam-se dispersos nos
cromossomos, com acumulacdo em algumas regifesupeigs, COmo 0 CromosSsSomo
sexual Y deChionodraco hamatus.Capriglioneet al (2002) também encontraram o
transposon Tcl no cromossomo Y, isso pode indigarag elementos transponiveis se
acumulam em regides preferenciais dos cromossomespecie.

Investigando a abundancia e distribuicdo de elepmsentransponiveis
transposonsTol2 e Buffyl e retrotransposons sem LTRex3e Babar em Tetraodon
nigroviridis, Fisher et al. (2004) demonstraram que, tanto transposons como
retrotransposons podem ser compartimentados eerefeterocromaticas o que pode
ser interpretado como uma caracteristica de genpewsnos e compactos como o de
T. nigroviridis

Espécies do génerdsymphysodon(acara-disco) mostraram variagdo na
localizacé&o do retrotranspos&®ex3 que variou de acordo com a espécie. Marcacoes
moderadamente acentuadas foram observadas nassregglicentromeéricas ds.
aquifasciatusenquanto qué. discusapresentou marcagdes bem evident8s fearaldi
apresentou sinais ténues na regido centroméri@gdes cromossomos. Ja que cada
uma das espécies de acara-disco esta relacionadambiente amazoénico e diferentes
nameros de sinais conspicuos EexX3 foram encontrados nas espécies, 0s autores
sugerem que tais diferencas podem estar relacisnadadaptacdo dos peixes em
diferentes ambientes amazonicos. Acredita-se qoeepsos fisiologicos, incluindo
expressdo de genes, podem estar envolvidos costréouicdo dos elementos méveis,
uma vez que O0S transposons e retrotransposons podentrolar genes
epigeneticamente, quando inseridos nos genes aumm® a eles (Grost al, 2009).

Mazzuchelli & Martins (2009) verificaram no cicliméstronotus ocellatygque
os elementos transponivétex 3e LINE, estavam agrupados nas regides centrorsérica
dos cromossomos, sugerindo um padrdo compartinEadal jA& que nao sao

distribuidas aleatoriamente dentro do genoma. Egsascacdfes também sao
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coincidentes com a localizacdo da heterocromatf@gando a idéia de acumulo de
DNA repetitivo em regides heterocrométicas. Essssltados também estdo de acordo
com 0s observados por Teixeira (2008), no quataelgue os estudos de hibridizacao
in situ com os elementoBex1, Rex3, Rex6, T&LTuc na espécic€ichla kelberi que
também estdo localizadas na regido centroméricacdm®ossomos, sendo que 0O
elementoRex3também apareceu em segmentos intersticiais dasatgomossomos. Os
referidos achados sugerem que a distribuicdo el centromérica de tais
elementos repetidos devam desempenhar um papel rtanf® na estrutura
organizacional e funcional do centrébmero e, conseumente, do genoma destas
espécies (Teixeira, 2008).

Cioffi et al (2010) analisaram o0 elemento transponiiREx 3 em dois
cariomorfos A e D da espédw®mythrinus erythrinusjuntamente com DNAr 5S e 18S
Diferencas conspicuas na distribuicdo do DNAr 58oeretransposoiiRex 3foram
encontradas. ®ex 3mostrou um padréo de distribuicdo intersticialsperso ao longo
dos cromossomos em ambos cariomorfos, e tambémgr@rcentromérica. Todos 0s
sitios de DNAr 5S foram co-localizados coRex 3 sugerindo que estes estédo

associados no genoma.



Tabela 2: Elementos repetitivos dispersos e sua distribusy@ioespécies de peixes.
2007. Heterocromatina (HC), Disperso (Disp), Cantidco (Cent), Telomérico (Tel)

Modificada de Martins,

Ordens e Espécies Tipos de Localizacao Referéncias
Elementos Cromossémica
Aulopiformes
Aulopus japonicus Cromossomo W Otet al, 2003
Cypriniformes
Alburnus alburnus Gypsy, Ty3 Cromossomo B Zieglet al., 2003
Cyprinodontiformes
Xiphophorus maculatus ~ XIR LTR-like Cromossomo Y Nandet al.,2000
Perciformes
Artedidraco shackletoni  Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al., 2004
Bovichtus angustifrons Rex1, Rex3 Disp
Chionodraco hamatus, Tcl-like Pericentromérica, Tel,Capriglione et al., 2002
intersticial
Chianodraco hamatus Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Dissostichus mawsoni Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costar al, 2004
Gobius niger Mariner-like Overlapping NORs Mandricdit al.,2001
Gymnodraco acuticeps Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Gymnodraco victori Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Neopagetopsis ionah Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al., 2004
Notothenia coriiceps Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Oreochromis niloticus CiLINE2 Cromossomo 1 e Disp Oliveis al, 1999
Oreochromis niloticus Ronl Cromossomo 1 e Disp Brydetal., 1998;
Oliveiraet al, 2003
Oreochromis niloticus Ron2 Disp Oliveiraet al, 2003
Oreochromis niloticus On2318 Cromossomo 1 e Disp Hanetyal, 2003
Oreochromis niloticus On239Tcl-like Centromérica, Tel e Disp  Haredyal.,2003
Patagonotothen tessellata Rexl1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Trematomus hansoni Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Trematomus newnesi Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costar al, 2004
Trematomus bernacchii  Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Trematomus pennellii Rex1, Rex3 Disp Ozouf-Costat al, 2004
Symphysodon Rex 3 pericentromérica Grossal, 2009
aequifasciatus
S. discus Rex 3 pericentromérica Groesal, 2009
S. haraldi Rex 3 Cent Grosst al, 2009
Astronotus ocellatus Rex3, LINE Cent Mazzuchelli e Martins,

2009

Cichla Kelberi Rex 1, Rex3, Re) Cent, Tel Teixeira et al., 2009
e Tcl intersticial
Tetraodontiformes
Tetraodon fluviatilis Mariner-like NOR-associada HC Mandrioli e Manicardi
2001
Tetraodon nigroviridis Dm-Line HC Da Silveet al, 2002
Tetraodon nigroviridis Tcl-like HC Da Silveet al, 2002
Tetraodon nigroviridis Zebulon HC Bouneaat al, 2003
Tetraodon nigroviridis Tol2 HC Fischeet al, 2004
Tetraodon nigroviridis Buffyl 4-5 cromossomos Fischetral.,, 2004
Tetraodon nigroviridis Rex3 HC Fischeet al., 2004
Tetraodon nigroviridis Babar HC Fischeet al, 2004
Characiformes
Erythrinus erythrinus Rex 3 Cent, Disp Cioffet al, 2010
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1.1.2.3 Familias multigénicas

As familias multigénicas sédo sequéncias repetidd3MA composta por DNAs
codificadores. Estas sequéncias sao constituidasimpogrupamento de genes com
eminente similaridade estrutural, no que diz reep&éanto ao numero quanto a
organizacado de pares de bases, ainda que possampaedar funcdes diferentes. Essas
familias sdo formadas por uma cadeia de duplicagdeante sua evolucdo, onde
mutacfes ocorridas foram acumuladas ao longo dpaesendo responsaveis pelas
pequenas diferencas observadas entre esses gemes.cdJacteristica comum das
familias multigénicas é que estas possuem um nuowrsideravel de pseudogenes,
que demonstra uma grande semelhanca com os gewemfis da mesma familia, mas
que perderam sua capacidade de expressao devidaedes adquiridas (Farah, 2007).

Um exemplo de familia multigénica € a familia cmdiflora de RNAs
ribossémico. O DNA ribossémico é organizado nosagatos em duas familias
multigénicas distintas caracterizadas por duasetasompostas por milhares de cépias
repetidasin tandem A primeira classe é constituida pelo DNAr 45S quodifica os
genes de RNAr 18S, 5.8S e 28S, enquanto que, adeguformada pelo DNAr 5S que
codifica 0 RNAr 5S. O DNAr 5S representado pord®20odificam sequéncias que sao
separadas uma das outras por espacadores nacitoand¢TSs) (Wasket al, 2001,
Martins & Galetti, 2001). Enquanto que, o gene RMNS € altamente conservado,
mesmo entre taxons nédo relacionados a sua NTS dé&mmamma intensa variacdo de
comprimento, o que pode dar um acentuado dinampar®as repeticbes de DNAr 5S
(Williams & Strobeck 198%pudMartins & Wasko, 2004).

O gene de RNAr 5S nos mamiferos sdo geralmentézZadas em apenas um
par de cromossomos, e 0 gene RNAr 45S que corrdspairegido organizadora de
nucléolo encontra-se presente em varios cromoss¢®uzsikiet al 1996, Makinenet
al. 1997apudMartins & Wasko, 2004). Espécies de peixes podermasagntar 0s genes
de RNAr 45S e 5S em varios cromossomos, além disses genes podem ainda
assumir uma organizacao sinténica nos cromossdrerslaet al. 1994, Moraret al.
1996) ou ainda podem ser detectados em difereates pde cromossomos (Martiretz
al. 1996, Martins & Galetti 1999). A localizagéo digente de NOR e de DNAr 5S
parece ser a situagdo mais comumente encontrad@exes (Lucchini et al. 1993,
Suzukiet al 1996.
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A localizacdo cromossdmica dos genes de RNAr feciiiaa em 67 espécies de
peixes que representam grupos distintos, como Asgédormes, Anguilliformes,
Cypriniformes, Characiformes, Salmoniformes, Peraies e Tetraodontiformefs
dados prévios mostraram que o local dos genes NA rEBS corresponde a uma
posicao intersticial nos cromossomos de quase tasl&spécies analisadas. Como tal
localizacdo também ja foi encontrada em mamiferanfébios acredita-se que tal
padrédo néo seja casual, e que essa distribuicaeripagpresentar alguma vantagem
relacionada a organizacédo destes genes no genanedebrados (Martins & Wasko,
2004), protegendo estes seguimentos de eventostigesl como, a transposi¢cao, por
exemplo, que poderiam atuar na dispersdo de sageéque estdo localizadas em
posicao terminal dos cromossomos (Galetti & Marta@94).

Estudos recentes tém demonstrado que sequénciesitivap podem estar
relacionadas a uma série de questbes adaptativasgganismo. Como por exemplo,
conferindo uma adaptacédo térmica a varios orgarsisdentre eles os peixes (Varriale
et al., 2008). Ainda, estdo envolvidos na evolugcéo deesiatimune dos vertebrados
(Burt & Trivers, 2006). De acordo com Capy al (2000) elementos transponiveis
podem responder a variagdes no ambiente celulaieene. Essas variacoes podem ser
avaliadas atraves da aplicagdo de estresse emisimgangeneticamente controlados ou
através da andlise de popula¢gBes naturais da mespézie vivendo em diferentes
condicdes, podem influenciar a expressao de gatigando ou silenciando-os quando
inseridos proximos ou dentro deles (Capwl.,2000).

Existem poucos estudos relacionando elementospwangis com mudancas
ambientais. Um exemplo desse tipo de caso foiagdaeémDrosophila onde o nimero
de copias do elemento 412 aumenta com a latitudeirso a diminuicdo da
temperatura (Vieira & Biémont, 1996). Em peixes admacos restringe-se ao género
Symphysodomnde taissequéncias repetitivas também parecem atuar ndagdapa
diferentes biotopos e na geracdo da variabilidadetfpica e genética (Gross al,
2009). Diante disso, a utilizacdo de elementos titemes no mapeamento fisico
cromossOmico na espéditoplias malabaricugpode proporcionar o entendimento de
como estas sequéncias se comportam no seu gersertara alguma correlagdo com 0s

diferentes ambientes em que se encontram.
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1.1.3 Aspectos bioldgicos e citogenéticos ldeplias malabaricus

A espécie Hoplias malabaricus (Erythrinidae, Characiformes) também
conhecida como traira, apresenta uma ampla digfibugeografica, ocorrendo na
maioria das bacias hidrograficas da América do @Rertollo et al, 2000).
Morfologicamente € caracterizada por apresemtzwrpo cilindrico, chegando a atingir
50 cm de comprimento total com coloracdo cinzaf@sauamarronzada com manchas
corporais irregulares (Figura 2). A cabeca € rabugsim placas 0sseas, 0s dentes séo
conicos e caniniformes de diversos tamanhos em aabanaxilas. Aléem disso, suas
nadadeiras possuem faixas formadas por pequenashasanescuras e claras,
alternadamente. A nadadeira caudal é arredondadioesal apresenta de 13 a 15 raios
(Santoset al,, 2006).

Uma caracteristica distintiva ¢ttt malabaricusem relacdo a outras espécies do
géneroHoplias é que a sua linha dentaria converge na forma dectvh o vértice
apontando para a sinfise mandibular, enquanto s autras, estas linhas séo
aproximadamente paralelas e ndo se encontram i@ iegfisiana como observado em
H.curupira (Oyakawa & Mattox 2009) (Figura 3).

Figura 2Exemplarde Hoplias malabaricus

As trairas tém o habito alimentar carnivoro e resed juvenis é insetivora
(Vasconcellos, 2003), mas esta espécie é consaegtunista, pois mudangas na sua
dieta decorrente da oferta de alimento e da cogfmejé foram detectadas, mostrando
que Hoplias malabaricuse alimenta dos recursos disponiveis ho ambienttramalo
sua adaptacdo a ambientes efémeros (Carealaig 2002).

Trata-se de uma espécie sedentéaria encontrada bireraes lacustres e fluviais,
principalmente lagos, acudes, matas inundadas,egusr e igarapés, pois tem

preferéncia por ambientes de aguas |énticas, caxa peofundidade e com vegetacao
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(Sabino & Zuanon, 1998; Vicari e Bertollo, 2001).Sua reproducdo ocorre
principalmente no periodo chuvoso com desova pateele apresentam cuidado
parental, no qual o macho cuida do ninho reagingweaenca de qualquer possivel
predador (Marquest al.,2001; Querokt al, 2003; Brito, 2003).

Figura 3: Vista ventral da cabeca ¢t malabaricug(a) e deH. curupira (b). Fonte: Oyakawa e Mattox
(2009)

Os estudos no génekopliasiniciaram-se na década de 70 com Bertetl@l.
(1978), analisando a espéditoplias lacerdae A partir dai varios estudos tém sido
realizados nesse género a fim de esclarecer assaéveazdes que levaram a grande
diversificacdo genética desse grupo de peixes.

Dentro do género a espécie mais estudaddapiias malabaricusque ao longo
de sua distribuicdo apresenta variagbes no numiptoide de 2n=39 a 2n=42, na
morfologia cromossOmica, presenca ou ndo de sistetlBacromossomos sexuais e
namero de cromossomos metacéntricos, submeta@@niacrocéntricos (Tabela 2)
(Bertollo et al, 2000; Vicariet al, 2005). Devido a grande diversidade cariotipica
encontrada nesta espécie Bert@toal (2000) caracterizou sete citétipos distintos que
foram separados em dois grandes grupos: Grupdodtipas A, B, C, D) e grupo i
(citétipos E, F, G).

A ocorréncia desses citétipos segundo Peblal. (2000), poderia ser resultado
pelo menos em parte do habito sedentario dasdraida fato desta ndo ser uma espécie
migratoria, ocasionando a formagéo de populac@ess@u subpopula¢gdes, com pouca
conexdo e consequentemente pouco fluxo génico réeter de isolamento-por-
distancia.

E certo da existéncia de citotipos simpatricos edéH. malabaricus,sendo
encontrada em varias populacfes descritas ao ldagaderritorio brasileiro e da

Argentina. E o caso, por exemplo, das populacddgatapé Mindu em Manaus (AM)
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(citétipos A e C), no rio Aguapey, Corrientes/Argea (citotipos A e C) (Bertolle@t
al., 1997a, 2000; Lopest al, 1998), na planicie de inundacdo do Alto rio Rara
(citétipos A, C e D) (Pazza & Julio, 2003), no Rerdestadual do rio Doce em Minas
Gerais (Citétipos A e B) ( Born & Bertollo, 2008)a Bacia do rio Tibagi-Parana
(Citotipo A e C) (Rosa, 2006) e no igarapé do Umirean Santarém (PA) (citotipos A,
C e G) (Tabela 2) (Lima, 2006). Em todos os estydasalizados que demonstraram
citétipos ocorrendo em simpatria, ndo foi observaelohum caso de hibridos, fato este
que, evidencia um possivel isolamento reprodutimiree individuos de citétipos
diferentes.

Os estudos por bandeamento C realizados Mdoplias malabaricus
demonstraram que a regido heterocromatica coirmimheipalmente com as regides
centroméricas dos cromossomos (Bertatoal, 1997b; Vicariet al, 2005; Rosa,
2006), mas também, ja foram verificados em regE&entromeéricas e telomeéricas
(Dergam & Bertollo, 1990; Born & Bertollo, 2000; @D).

As trairas apresentam variagdo no numero de NOd#enam ser multiplas, que
variam de trés a sete marcacbes sempre nas regiéeséricas dos cromossomos
(Bertollo et al, 1997; Rosa., 2006; Lima, 2008; Sarmebsl, 2009; Cioffiet al, 2009;
2010; Marques, 2011), podendo ser também bitelaae@riimarcacdes nos dois
teldmeros), sendo esta Ultima uma caracteristicaupoparaH. malabaricus(Bertollo,
1996; Born & Bertollo, 2000; 2001; Vicaet al., 2005). NOR intersticial € uma
ocorréncia incomum nesse grupo de peixes, mas tanm@é&oi detectada (Born &
Bertollo, 2000; 2001). Diferencas na atividade dmey podem ser relacionadas a
variacdes intrapopulacionais no numero de Ag-NQRya foi verificado no citotipo B
do Parque Estadual do Rio Doce (Born & Bertolldd@0

Fluorocromos GC especificos também séo Uteis pheatificar os mesmos
locais da NOR detectados por Nitrato de prata, @b muitos casos com menos
intensidade (Born & Bertollo, 2000). Hibridizacdont sondas de DNAr ou RNAr
também tem confirmado a localizacdo das NOR ind#gr@e de atividade (Cortinhas
et al, 2003). Uma dessas sondas € a DNAr 18 S que td&madas para inferir a
filogenia entre as espécies (Rosa, 2006). Born &dBe (2000) usando sondas de
DNAr 18S emHoplias malabaricusdetectaram a presenca de 10 cromossomos
portando marcacgdes, trés a mais que o observadmipelto de prata. Ja os cistrons de
DNAr 5S foram localizados intersticialmente em umicG par de cromossomo e

independente dos sitios de 18S.
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Martins et al. (2006) analisaram uma familia de DNA repetitivo tandem
denominada de F8ndIlI-DNA, o qual apresentou semelhanca com as seqsédaia
DNAr 5S e seus espacadores no genoméalgias malabaricus A hibridizacdo da
sequéncia de 58indllI-DNA evidenciaram nove pares de cromossomos mascaao
regido centromérica, enquanto que a sonda de DNAmarcaram dois pares de
Cromossomos na posicao intersticial dos cromosso8egundo 0 mesmo autor, essa
localizacdo da familia de DNA satélite Bi$dllI-DNA no centrdbmero seria explicado
devido o seu possivel envolvimento, no que se e@eéerestrutura ou a funcdo da
organizacao do centromero.

Um estudo comparativo foi realizado utilizando agjug£ncias repetitivas de
DNAr 5S e 58lindlll em Hoplias malabaricus(Citétipos A, D e F),H. lacerdae,
Hoplerythrinus unitaeniatus Erythrinus erythrinu qual revelaram diferencas quanto
ao numero e posicao dos sitios de DNAr 5S Idib@Il entre estas espécies. O DNAr
5S no cit6tipo A apresentou dois pares marcadssticialmente, enquanto que no
citétipo D e F ambos apresentaram um par de cra@nuss marcados na posi¢ao
intersticial e pericentromérica respectivame@aanto ao DNA satélite 58indlll foi
verificado apenas eioplias malabaricusdo sendo encontrada para as outras espécies
de Erythrinidae, sendo portanto exclusiva desta&asp(Ferreiraet al., 2007). As
diferengcas encontradas entre os citétipos foraml&ecromossomos marcados no
citotipo A, 22 no D e 20 no F (Ferreigaal, 2007; Cioffiet al.,2009).

Devido H. malabaricus ser amplamente distribuida em todos os sistemas
hidrogréaficos da América do Sul, a origem destam&ecias parece ter ocorrido antes
da divergéncia e da dispersdo dos cariomorfosi.dmalabaricus sugerindo que as
sequéncias de Bindlll tém acompanhado as alteracdes cromossémicas\vguartea
alta diversidade de cariotipos encontradas na esgerreiraet al., 2007; Blancoet
al., 2010).
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Tabela 3: Citotipos deHoplias malabaricusfFonte: Bertollcet al, 2000.

Citétipo  Numero dipldide Sistema sexual Localizacao

A 2n=42 Indeterminado Norte ao Sul do Brasil, Urugeai
norte da Argentina

B 2n=42 XXIXY Sistema de lagos do Vale do Rio
Doce-MG

C 2n=40 Indeterminado Norte do Brasil e nordeste da
Argentina

D Macho: 2n=39 Machos: XXoY Norte do Parana

Fémea: 2n=40 Fémeas: XX1X2X2

E 2n=42 Indeterminado Rio Trombetas-PA

F 2n=40 Indeterminado Suriname ao sudoeste do Brasil,
preferencialmente na parte oriental do
continente

G Macho: 2n=40 Fémeas: XX Restrito a alguns locais na Amazoénia

Fémea: 2n=41

Machos: XY;Y>
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2. OBJETIVOS

2.1Objetivo geral

Identificar possiveis variacdes cariotipicas relaadas com a mobilizacdo
intragendmica de sequencias de DNA repetitivoHoplias malabaricugproveniente

de distintos ambientes aquaticos da bacia amazonica

2.2 Objetivos especificos

- Identificar possiveis relagbes da estrutura eitdgnica deHoplias malabaricusom
processos adaptativos a diferentes ambientes egsi@i@ bacia amazonica;

- Localizar e descrever as regides de heterocramatinstitutiva no cariétipo;

- Localizar e caracterizar as regides organizaddeasucléolo (NORS);

- Identificar sitios cromossémicos ricos em paedases GC;

- Mapear a localizacdo cromossdmica dos genes DSIArESS;

- Mapear a localizacdo cromossdmica de sequedcoiatemento transponivéex 3

- Analisar comparativamente os cariotipos ldeplias malabaricusem amostras

provenientes de ambientes de agua branca, 4gasecémyua preta da bacia amazonica;
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VARIACAO CITOGENOMICA EM HOPLIAS
MALABARICUS, CARIOMORFO C, DE RIOS DE AGUA
BRANCA, AGUA CLARA E AGUA PRETA DA BACIA
AMAZONICA *
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RESUMO

A bacia amazobnica possui uma grande diversidadesgdécies de peixes que
ocorrem em diferentes tipos de ambientes aquatiEasre os varios fatores que
distinguem tais ambientes amazonicos podemos destamloracdo das aguas dos rios,
gue permitem classifica-los em rios de aguas bgraguas claras e aguas pretas. No
presente estudo analisamos espécimdsapdias malabaricucoletados nos diferentes
tipos de rios amazb6nicos com o objetivo de ideratifivariacdo citogendmica entre as
amostras, que possivelmente estejam relacionadapicessos adaptativos locais. Os
cariotipos foram analisados por marcadores cléssifmloracdo convencional,
bandeamento C e NOR) e moleculares (coloracdo dd@3CFISH com sondas DNAr
5S, 18S e retroelement®ex 3. Foram analisados 60 individuos coletados no Rio
Amazonas (agua branca), no Rio Negro (dgua preta) Rio Tapajos (agua Clara).
Todos os espécimes apresentaram namero diploidn=é0 cromossomos e formula
cariotipica de 20M+20SM para ambos 0s sexos. As #&fostras apresentaram
pequenas variacbes da estrutura citogendmica @wokesvno padrdo de bandas
heterocromaticas, assim como no numero de sitmsaézacdo dos marcadores CMAS3,
NOR, DNAr 5S, DNAr18S eRex 3 Os resultados evidenciaram a mobilizagéo
intragendmica de elementos repetitivos no genontaogidias malabaricusque podem
ser associados a estratégias de adaptacao lodatentks tipos de ambientes aquaticos
na bacia amazoénica.

Palavras-chave:DNA repetitivo, FISHHoplias malabaricustetrotransposon
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INTRODUCAO

A bacia amazbnica é o maior sistema de drenageayuda doce do mundo e
cobre uma area que compreende cerca de um teréondeaca do Sul. Esta regido
possui uma enorme diversidade de peixes e de tmbitpaticos (Goulding, 1997,
Barthem, 2001). Tradicionalmente, os rios amaz&nipodem ser classificados de
acordo com a coloracédo de suas aguas em rios @s agancas, claras e pretas (Sioli,
1984). Tal variacdo € resultado de aspectos geofagitos e fisico-quimicos do
ambiente, que uma vez estabelecidos podem exesbes & biota aquatica desafios
ecologicos que implicam no desenvolvimento de m®ae adaptativos, os quais podem
se refletir em mudancas morfolédgicas, fisiolégicesmportamentais e até mesmo
genéticas (Jun&t al.,1989).

A plasticidade gendémica e o comportamento evolutigoelementos de DNA
repetitivo parecem ter um papel importante em Esee adaptativo8(rt & Trivers,
2006). O DNA repetitivo inclui sequéncias satéldespostasn tandem minissatélites e
microssatélites, além de arranjos repetidos diepetais como 0s transposons e
retrotransposons. Sao também consideradas DNAitrepeds familias multigénicas,
que ocorrem em repeticdes de centenas e milhare§piles, tais como as familias que
codificam RNA ribossomal (Martins, 2007).

Os peixes representam o grupo basal de vertebeades genoma retém todos
os tipos de DNA repetitivo, incluindo os element@nsponiveis (Volffet al, 2000;
Martins, 2007). A mobilidade intragenémica de eletaos transponiveis € considerada
um dos mecanismos que promove a origem da vadab#i genética, que permite a
selegcéo atuar em resposta a mudancas ambientqg €¢Cal, 2000). De fato, tem se
demonstrado, em varios organismos, que a mobilidaddementos transponiveis pode
ser induzida em resposta a estimulos externog$ess), embora esta relacdo ndo possa
ser generalizada para todos os elementos e popsléCapyet al.,2000).

Uma das maneiras de se testar a hipGtese de qtigidade de elementos
transponiveis pode ser induzida por fatores amdiBtanalisar populagdes naturais da
mesma espécie submetidas a diferentes condico&snitia de retroelementos Rex é
abundante em teledsteos e exibe variado padracgdaipacdo gendmica (Volét al.,
2001), podendo assim, constituir um bom marcadaa Enalise do efeito da
heterogeneidade ambiental sobre o genoma de pamasonicos. Grosst al. (2009)
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demonstraram um padrao variavel de localizacaormgmabdoRex 3entre espécies de
acara-disco ymphysodgn acompanhado por variacdo fenotipica e ambiental.
Entretanto, o papel dos elementos repetitivos aptagao deste organismo a diversos
habitat da bacia amazoénica permanece ainda poulerezsdo.

No presente trabalho foram analisados diferentesadares de DNA repetitivo
em Hoplias malabaricuscoletados em ambientes de agua branca, aguaelagaa
preta da bacia amazonica, a fim de se testar delspd@e que pequenas variagbes da
organizacdo gendmica podem ocorrer entre populadéesesma espécie expostas a

diferentes condicbes ambientais.

MATERIAL E METODOS
Coletas e preparacado cromossémica

Foram analisados 60 espécimesHiwplias malabaricusdos quais 20 foram
coletados no Rio Amazonas, nas proximidades deaamte Almeirim, no estado do
Pard; 20 no Rio Tapajos nas proximidades de Samtargliritituba, no estado do Par3;
e por fim 20 exemplares foram coletados no Rio blegas proximidades de Manaus,
estado do Amazonas. O ambiente de agua brancaeseapado pelo Rio Amazonas, o
de agua clara pelo Rio Tapajés e o de agua pritdrpe Negro.

A identificacdo taxondomica foi baseada em carastesdernos descritos por
Oyakawa & Mattox (2009). As coletas foram autoramgelo IBAMA/SISBIO (N
24384-1) e os espécimes testemunho encontram-ssit&ms na Colecéo Ictioldgica
da UFOPA e Colecéo de Peixes do INPA. Cdthoplias malabaricuscompreende um
complexo de espécies que inclui sete cariomorfasagiente distintos com base na
macroestrutura do caridtipo (Bertolit al., 2000; Santost al, 2009) limitamos a
amostragem a espécimes com 0 mesmo numero digndd0) e formula cariotipica
(20M+20SM) na tentativa de garantir que as amosti&@srepresentativas da mesma
espécie.

As preparacdes cromossomicas foram realizadasaapémulacdo de mitoses
com o uso de fermento biologico (Bertollo, 198@gwda pela extracdo do rim cefalico
pré-tratado com colchicina 0.0025% (Berto#b al, 1978). Todos os peixes foram

previamente sedados e sofreram eutanasia comaetsagenol.

Marcadores classicos, bandeamentos e fluorocromo.
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Pelo menos 30 metafases de cada espécime foranisadlasl para a
determinacdo do numero dipldide modal e da férmaokxiotipica. Regibes
heterocrométicas, que normalmente sao ricas em &ddlite, foram evidenciadas pelo
bandeamento C (Sumner, 1972). Regifes organizadenascléolo, ricas em repeticdes
do cistron DNAr 45S, foram evidenciadas pela impeggio do nitrato de prata (Howell
& Black, 1980). A identificacdo de sitios ricos @ares de base GC foi realizada com a
marcacéo pelo fluorocromo cromomicina A3 (CMAS3) ttancorado com verde metil
(Schweizer, 1976; Donlon e Magenis, 1983).

PCR e Hibridizagéo in situ

Sondas dos elementos repetitivos DNAr 5S, 18SretrahsposorRex3 foram
obtidas via PCR usando-se os primers ja descréddigematura (Volffet al, 1999, 2000,
2001; Komiya & Takemura, 1979; Ciofét al., 2009). As reacfes de PCR tiveram um
volume total de 15 pl, com a seguinte composicgot de DNA gendmico; 1,5 pl de
tampéo 10X; 2,4 pl de DNTPs (1,25mM); 0,6 ul de NdgGOmM); 0,6 pl de cada
primer (5mM); 0,12 pl defaq DNA polimerase (5U/ul) e 8,18 ul de agua ultrap@s
perfis das reacdes foram: DNAr 5S — desnaturaga@liri94° C/1 min.), [desnhaturacao
(94° C/1 min.), adaptacao dos primers (57° C/1)mextensao (72° C/1 min. e 30 seg.)
repetidos por 30 ciclos], extenséo final (72° CiB.jnDNAr 18S— desnaturacao inicial
(95° C/1 min.), [desnaturacdo (94° C/1 min.), adefd dos primers (56° C/1 min.),
extensdo (72° C/1min. e 30 segq.) repetidos poriddsg, extenséo final (72° /5 min.);
Rex3 — desnaturacéo inicial (95° C/2 min.), [desratéo (95° C/1 min.), adaptacéo dos
primers (55° C/40 seg.), extensao (72° C/2 mapgtidos por 35 ciclos], extenséo final
(72° C/5 min.).

Os produtos de PCR foram visualizados em gel deosgal% corado com
GelRed (Biotium-Uniscience) e nas reagfes positiicaam marcados com biotina-14-
dATP por nick translationusando-se o kit Bionick Labeling System (Invitrogen
seguindo-se as instrucdes do fabricante.

As reacdes de hibridizacdo situ foram realizadas de acordo com Ping&ehl.
(1986). Os sinais de hibridizacdo foram detectaglamplificados usando Avidina-
FITC e anti-avidina-FITC. Os cromossomos foram @murados com DAPI e as
melhores metafases foram fotografadas digitalmenie auxilio do programa Image-

Pro MC 6.0 usando-se um microscopio de epifluoresaéOlympus BX51 dotado de
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camera DP70. A montagem dos caribtipos e ajustdwili® e contraste foi efetuada

com auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0.

RESULTADOS
Todos os espécimes apresentaram cariétipo com Zredfibossomos, sendo 20
metacéntricos e 20 submetacéntricos (Figura 1). fhiddetectada variacdo cariotipica

entre machos e fémeas.
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Figura 1: Cariotipo deHoplias malabaricug2n=40) proveniente da bacia amazdénica
em coloracéo convencional. Barra=10pum.

Embora a macroestrutura do cariotipo tenha sidcserwada entre as trés
populacdes, o mesmo ndo ocorreu com a distribuilgdo elementos repetitivos. O
namero de cromossomos portadores de sitios Ag-N@GIRcdnservado nas trés
populagbes, que mostraram quatro cromossomos noaesadEntretanto, nas amostras
oriundas de agua preta um dos pares marcados rimes$¢OR bitelomérica (Figura
2a, b, ¢). Todas as marcacdes foram localizadesgi@o telomérica.

Os padrdes de distribuicdo de sitios ricos em prdmse GC foram claramente
distintos entre amostras dos trés ambientes, \dwride trés a seis sitios (Figura 2d, e,
f). Todos os sitios ricos em GC foram localizadwsregides centroméricas, exceto um
sitio distal localizado em amostra do ambientegimdranca (Figura 2d).

O numero de sitios DNAr 18S variaram de trés a @agura 2g, h, i). Em
amostras dos ambientes de 4gua branca e clara tttados seis sitios, enquanto

que, nas de agua preta apenas trés sitios. Napapétacdes um conspicuo sinal do
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sitio DNAr 18S foi evidenciado na regido centrommetriie um par submetacéntrico. A
presenca de NOR bitelomérica no cariétipo repraseotdo ambiente de agua preta
nao foi confirmada por FISH do DNAr 18S. Portarttouve uma clara discrepancia
entre os padrdes de distribuicéo de sitios repesiiDNAr 18S revelados por marcacao
Ag-NOR e FISH.

Agua Branca Agua Clara Agua Preta

DNAr 18S

Figura 2: Metafases ddéHoplias malabaricus(2n=40) provenientes de ambientes de
agua branca, agua clara e agua preta da bacia micez6ubmetidas as técnicas de
marcacdo Ag-NOR (a, b, ¢); Cromomicina A3 (d, eFfsH com sondas DNAr 18S (g,
h, i).

Os sitios de heterocromatina constitutiva evidelusapor bandeamento C
foram localizados na regido centromérica de todsromossomos e, telomérica dos

pares 2-10 e 17-20 em amostras oriundas dos amebidet agua branca e agua preta
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(Figura 3a, c); nos pares 5, 6, 8, 9, 11, 16, 28 em amostras da populacdo de agua
clara (Figura 3b). Pequenas variacdes nos padmddsadda C entre individuos da
mesma populacdo foram observadas. Além disso, setoum heteromorfismo no
tamanho da banda C pericentromérica do par 14,npaéta variacdo nao foi
consistente com a discriminacédo de machos e fé(rgasga 4).

Os sitios de DNAr 5S foram localizados nos paresel#5. Nas amostras
provenientes do ambiente de agua preta, as mascé&m@en conspicuas em ambos 0s
homologos de cada par. Entretanto, nas amostrasdais dos ambientes de agua branca
e agua clara um dos homodlogos do par 14 mostroginah de intensidade variavel,
tornando-se as vezes imperceptivel, 0 que ocomeumaior frequéncia nas amostras
oriundas de agua clara. No par 15 o sitio DNArd&@Snapeado na regido centromérica,
engquanto que, no par 14 localizou-se na regidcekurbérica do braco longo (Figura
3d, e, f).

O retrotransposoiRex 3 apresentou um padrdo de localizacdo especiéica p
cada tipo de ambiente. Em geral, notou-se umac@i@acdo ddrex3 com as regidoes
heterocromaticas de banda C, entretanto, estadmekagnais perceptivel na amostras
oriundas da agua branca do que nas da agua clgaaepreta (Figura 3g, h, i). Nas
amostras de agua branca a distribuicdo do retreslieniRex 3 foi abundante nas
regides centroméricas e teloméricas, enquantouqnegyadrdo quase que reverso, com
predominancia nas regides teloméricas, foi observaas amostras provenientes da
agua clara. No padrédo obtido para as amostras da @geta, apenas alguns
cromossomos, os pares 3, 4, 7, 9, 14 e 15, evalamcia presenca do retroelemento
Rex3. No par 14, além da marcacdo centromériddex3 também foi mapeado em

uma regido intersticial do braco longo.
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Agua Branca Agua Clara Agua Preta

NI ITEIEYE

DNAr 5S

Figura 3: Caribtipos deHoplias malabaricug2n=40) provenientes de ambientes de agua bragca, clara e agua preta da bacia amazénica,
submetidos as técnicas de marcagdo bandeamenid CJaFISH com sondas DNAr 5S (d, e, f); FISHhcsondasREX 3(g, h, i).

38



Agua Branca Agua Clara Agua Preta
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Par 14

Figura 4. Heteromorfismo da banda C do par 14Hislias malabaricug2n=40) de
ambiente de agua branca e clara.
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-

DISCUSSAO

O taxon nominaHoplias malabaricuscompreende um complexo de espécies
que inclui, pelo menos, sete distintos cariomodosonsidera-se que estas linhagens
podem constituir espécies independentes (Berttllal 2000; Santo®t al 2009;
Jacobinaet al. 2011). No presente trabalho analisamos trés popesa de H.
malabaricus da bacia amazdnica com numero dipléide de 40 cse0MmOS
(20M+20SM). Comparando-se com os cariomorfos diescria literatura encontramos
maior similaridade com o cariomorfo C, entretantmuve variacdo da férmula
cariotipica e numero de sitios Ag-NOR (Cioféit al. 2009a). As principais
caracteristicas que indicam esta semelhanca sauwineero dipldide, auséncia de
cromossomos sexual diferenciados morfologicamenméade diferenca de tamanho do
primeiro para o segundo par metacéntrico, presdec#rés pares submetacéntricos
grandes (pares 11-13). Quanto a variacdo obseadidde-se que seja um componente
natural da diversidade genética da espécie. Blatcal. (2010) ja demonstraram a

ocorréncia de ampla variacao citogenética em thstipopulacdes do cariomorfo A.
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A ocorréncia de NOR multiplas ehtoplias malabaricugem sido amplamente
documentada (Born & Bertollo, 2006; Vicati al 2006; Santost al. 2009; Cioffiet al.
2009a,b). No cariomorfo C, cinco pares organizalorecleolares (5, 11, 13, 15 e 19)
foram detectados em amostras do Rio Bento Gomes(Qithifi et al. 2009a). Estes
autores demonstraram uma perfeita correspondéntia @s sitios Ag-NOR e 0s sitios
de DNAr 18S revelados por FISH, incluindo um sitonspicuo de localizacdo
centromérica no par 11. Em contraste, amostrasadentorfo C da bacia amazoénica,
presente estudo, mostraram reducdo do numeroide Aj-NOR (2 pares) e DNAr
18S (3 pares). Esta discrepancia ocorreu devidoesepca de um sitio DNAr 18S
intersticial evidenciado apenas por FISH. Est® gitovavelmente corresponde ao que
foi mapeado no par 11 por Cio#t al. (2009a) e sua ndo deteccado por nitrato de prata
pode ser explicada por um mecanismo de ativacderpreial, uma vez que a técnica
de Ag-NOR marca apenas os sitios de DNAr do ciste® que foram ativados na
intérfase precedente (Hstial.,1975; Milleret al.,1976).

Fluorocromos base-especificos tem sido muito atikiz na identificacdo de
subcomponentes da heterocromatina que sejam megsmees de bases GC ou AT. Em
geral, a Cromomicina A3 tem sido eficiente na dgiecde sitios organizadores
nucleolares ricos em GC no genoma de peixes (Magt., 1985; Phillips & Hartley,
1988; Almeida Toledo, 1998). No presente estudtipssiricos em GC foram co-
localizados com a heterocromatina constitutiva roemérica em alguns pares
cromossOmicos, ocorrendo variacao entre os trés tp ambientes. Por outro lado, ndo
houve associacéo destes sitios com as regidesizadaras de nucléolo. E interessante
notar que o sitio intersticial de DNAr 18S (Fig@@ h, i) que se mostrou inativo pela
marcacdo com nitrato de prata, foi também eviddocgela Cromomicina A3. A falta
de associacao entre sitios Ag-NOR e CMAS positjgofi previamente observada e
parece ser uma peculiaridade do genomé&élal@ias malabaricugVicari et al, 2006,
Cioffi et al, 2009b).

Embora a distribuicdo de heterocromatina constduinha revelado um padrao
comum e compartilhado, exibindo bandas C centraagm®em todos 0S cromossomos e
teloméricas em alguns pares, houve maior acumuie dipo de elemento repetitivo do
genoma nas amostras oriundas de agua branca. Beese, Cioffi & Bertollo (2010)
demonstraram no cariomorfo C a presenca de ummessexual nascente tipo XX/XY,
com base na variacdo de um conspicuo bloco hetendtico presente no par 11. O

bandeamento C evidenciou uma pequena variacdo dwnk® deste bloco
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heterocromatico no macho, o que foi claramente igoafla por marcacdo com
fluorocromos DAPI/Cromomicina A3 e FISH com sond&NA» 18S. Todos os
marcadores mostraram homomorfismo desta regid@dblpno cariotipo da fémea. Na
variante do citotipo C analisada no presente thebpbdemos verificar que o par 14
corresponde ao par 11 da variante analisada pdfi @oBertollo (2010). Isto foi
evidenciado tanto pela presenca do bloco hetergtioon proximal, como pela
marcacdo com a Cromomicina A3 e a sonda DNAr 18§u(& 2). Portanto, tratamos
como estruturas homologas, confirmando a ocorré&teigistema nascente XX/XY no
cariomorfo C da bacia amazonica. O tamanho do bleterocromatico do par 14
variou entre as populagdes dos distintos ambieintdisando diferentes estagios da
evolucéo deste sistema cromossOomico sexual.

Os arranjos de DNAr 5S parecem ter uma localizagéterencial nas regides
intersticiais dos cromossomos e sao consideradusenativos, visto que, homologias
entre estes elementos ja foram estabelecidas espeecies de diferentes familias de
peixes (Galleti Jr. & Martins, 2004). Todavia, nrengma deHoplias malabaricugem
se demonstrado variacdo de numero e posicado das BiNAr 5S entre os diferentes
cariomorfos (Born & Bertollo, 2000; Santesal, 2009; Cioffiet al, 2009a, b).

Em comparacdo com o padrdo ja descrito no cariam@rfCioffi et al. 2009a),
verifica-se a mobilidade do marcador DNAr 5S. Cdemando-se a diferenca de
morfologia cromossOmica existente entre as amodtrgsesente estudo e as analisadas
por Cioffi et al, (2009a), podemos sugerir que, o sitio do pasatBesponde ao do par
12 naquele trabalho, sendo portanto homdlogos.etamtio, 0 mesmo raciocinio nao
explicaria o sitio do par 14. Em nossa amostr& st € caracterizado por conter um
elevado contetudo de elementos repetitivos do gengueaincluem um sitio DNAr 18S
na regido proximal, co-localizado com um conspiblozo heterocromatico na regiao
pericentromeérica do braco longo e, por fim o diAr 5S na posi¢do subterminal do
braco longo. Em geral, as familias génicas dos RAS e 5S sao situadas em arranjos
independentes e em cromossomos distintos (Gatle& Martins, 2004). Porém, sua
ocorréncia no mesmo cromossomo ja foi documentad&atmo salare Oncorhynchus
mykiss(Penda®t al.,1994; Moéraret al.,1996).

A localizagcdo do retroelement@ex 3apresentou trés padrdes distintos que
variaram de acordo com o tipo de ambiente de origamamostra. Varios estudos
realizados com o elemento transponiiREx 3 em outras espécies de peixes, tem

demonstrado diferencas quanto ao seu padrao déuaigsiio, a maioria apresentando
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esse elemento disperso no genoma nao relacionbdte@cromatina (Martins, 2007).
Ozouf-Costazet al., (2004) estudando os elemenfRexle Rex3em 13 espécies de
peixes antarticos quanto a dindmica do genomaatizacdo cromossomica, verificou
gue 0s esses elementos encontravam-se espalhado=lagarte dos cromossomos,
com acumulagdo em algumas regifes particularesp @aeromossomo sexual Y de
Chionodraco hamatus.Ainda Ferreiraet al. (2010) analisando os elemeniRex le
Rex 3em trés espécies da subfamilia Hypoptopomatira#iocou que estes, também se
encontravam dispersos em todos 0s cromossomosp serelementoRex 3 mais
abundante.

As diferengas encontradas com relacdo a quantidadstios deRex 3e sua
distribuicdo nos cromossomos Heplias malabaricusde trés ambientes amazonicos,
presente estudo; nos permite inferir uma correlagdi® os padrdes encontradodRe
3 e 0 ambiente em que vivem. E sabido que fatoretogjeos, fisico-quimicos e
biolégicos sao responsaveis pela grande heteratgei de ambientes aquaticos
observados na bacia amazonica (Gouldegal, 2003; Val & Almeida-Val,1995).
Essas variacbes podem exercer sobre a biota amydiicessos adaptativos, os quais
podem se refletir em mudancas morfolégicas, figioks, comportamentais e até
mesmo genéticas (Juekal. 1989).

De acordo com Capst al., (2000) elementos transponiveis podem responder a
variacbes no ambiente celular e externo. BEmsophila,demonstrou-se que o numero
de copias do elemento 412 aumenta com a latitugdeirso a diminuicdo da
temperatura (Vieira & Biémont, 1996). A mobilizagd® elementos transponiveis ja foi
também demonstrada em organismos amazoOnicos. Sed@mmdset al., (2009), os
padroes de localizacdo dex 3em Symphysodompode ter um papel na diversidade
fenotipica deste grupo e de sua estratégia adaptan distintos ambientes da bacia
amazonica.

Considerando as diferentes caracteristicas cittigaséencontradas erhl.
malabaricusna bacia amaz6nica, podemos inferir que a varieigdgendémica pode ter
alguma associacdo com 0s processos adaptativos ldaaespécie em diferentes
condicbes ambientais. Os mecanismos que modulafinas variacbes do genoma
ligadas a estes processos adaptativos ainda s@o pompreendidos e estudos futuros
S0 necessarios para se testar esta hipotese.
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5. CONCLUSAO

As trés populacdes de Hoplias malabaricus anabsadgresente estudo foram
classificadas como pertencentes ao cariomorfo G4@nsendo 20m+20sm). Esta
formula cariotipica observada nos espécimes daabamiazonica representa uma
variante do cariomorfo C. Embora as trés populacEtham conservado a
macroestrutura cromossomica demonstrou-se que eacovariagcdo citogenOmica
revelada por marcadores citogenéticos classicondéaC, coloracdo NOR) e
moleculares (CMA 3, rDNA18S, rDNA5S, e retrotranspo Rex3). Processos
adaptativos locais aos diferentes ambientes aggsaficvestigados poderiam estar
associados as variacdes citogenémicas encontradadoplias malabaricus da bacia
amazonica, principalmente no que se refere aosedifes padrbes de distribuicdo dos
elementos transponiveis Rex3. Entretanto, aindaesé claro o mecanismo de acao
que promovem a interacdo entre elementos genodnfres Rex3) e a adaptacdo a

variagbes ambientais.
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6 ANEXOS
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Anexo 1 Caracterizacdo das amostradHiplias malabaricugstudadas no presente trabalho.

TIPO DE AGUA

N° DE
CAMPO

SEXO

LOCAL DA COLETA

DATA DA
COLETA

Agua Branca

AMA -1
AMA -2
AMA -4
AMA -5
AMA -6
AMA -7
AMA - 13
AMA - 14
AMA - 15
AMA - 16
AMA - 17
AMA - 18
ALM- 2
ALM-5
ALM- 6
ALM- 8
ALM- 9
ALM- 10
ALM-11
ALM-12

Rio Amazonas,
Santarém, Para

Rio Amazonas,
Almeirim, Para

19/10/10

23/07/2011

Agua Clara

JUA-9

JUA- 13
JUA- 14
JUA- 15
ITA- 47

ITA- 48

ITA- 66

ITA-70

ITA-71

ITA-102
ITA- 104
ITA- 105
ITA- 107
ITA-109
ITA-110
ITA-112
ITA-113
ITA-114
ITA- 116
ITA-117

SZIZIZITZIZIZIZSITIZISITTIZIZIZITIITTITITIIITMIIITMIIZIITTII NI ML

Rio Tapajés, Lago Jua
Santarém, Para

Rio Tapajos, Miritituba,
Para

24/09/2011
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Anexo | - Continuacao.

TIPO DE AGUA |N° DE
CAMPO

SEXO

LOCAL DE COLETA

DATA DA
COLETA

CTL 10195
CTL 10224
CTL 10244
CTL 10409
CTL 10411
11. 121
11.122
11.123
Agua Preta 11.124
11.125
11.126
11.127
11.128
11.129
11.130
11.131
11.132
11.133
11.134
11.135

NI
NI
NI
M
M
M
M
F

M
M
M
M
F

M
M
M
F

M
M
M

Rio Negro, Manaus,
Amazonas

12/11/11

NI — significa sexo nédo identifica

do
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