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RESUMO

A maior parte do genoma dos eucariotos € constituida por DNA repetitivo ou DNA de
multiplas cépias, o qual ja foi considerado ‘“lixo”, podendo estar associado a
heterocromatina. Neste estudo foram analisadas trés populacdes de Astyanax
scabripinnis provenientes de rios e cérregos de Pindamonhangaba e Guaratingueta
(SP, Brasil) e uma populacéo da cidade de Maring& (PR, Brasil) quanto a localizagédo
das regides organizadoras de nucléolo (RONs), DNA satélite As51, DNA ribossomal
(DNAr) 18S e DNAr 5S. Ainda, foram isoladas e mapeadas sequéncias repetitivas
por meio da técnica de C,t-1, que mostrou homologia com Unal2, retrotransposon
do tipo LINE. A hibridacéo in situ fluorescente (FISH), com sonda construida para o
retrotransposon isolado, evidenciou marcacdes dispersas e mais concentradas em
regibes centroméricas e teloméricas dos cromossomos, co-localizadas e
interespacadas com DNAr 18S e As51, comprovada pela técnica de fiber-FISH. O
cromossomo B das populagbes mostrou marcacdes bastante conspicuas com a
sonda LINE, também co-localizada com sequéncias As51. As RONs apresentaram-
se ativas em sitios Unicos de um par homélogo nas trés populac¢des, ndo havendo
indicios de que elementos transponiveis e DNA repetitivo tenham influéncia na sua
regulacdo ao nivel das andlises realizadas.

Palavras-chave: DNAr, retrotransposon, DNA satélite, FISH, cromossomo B.



ABSTRACT

The most part of the eukaryote genomes is constituted for repetitive DNA or multiple
copies DNA, which has already been considered as “junk”, may be associated to the
heterochromatin. In this study three Astyanax scabripinnis populations from
Pindamonhangaba and Guaratingueta (SP, Brazil) rivers and stream and one
population from Maringa (PR, Brazil) were analyzed about the nucleolar organizing
region (NORs), As51 satellite DNA, 18S and 5S rDNA location. Moreover, repetitive
sequences were isolated and mapped through Cpt-1 technique, which showed
homology with UnalL2, a LINE type retrotransposon. The fluorescent in situ
hybridization (FISH), with the isolated built retrotransposon probe, evidenced
disperse labeled and stronger in centromeric and telomeric chromosomes regions,
co-located and interspersed with the 18S DNAr and As51, proven by the fiber-FISH
technique. The B chromosome of those populations showed very conspicuous
labeled with the LINE probe, also co-located with the As51 sequences. The NORs
were actives in a single site of a homologue pair in all three populations, with no
evidence that the transposable elements and repetitive DNA have influence in its
regulation at the performed analyzes level.

Key-words: rDNA, retrotransposon, satellite DNA, FISH, chromosome B.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ORDEM CHARACIFORMES

Os Characiformes compreendem o maior grupo de peixes de agua doce
conhecido. A ordem é representada por 18 familias, sendo elas: Distichodontidae,
Citharinidae, = Parodontidae, = Curimatidae,  Prochilodontidae, = Anostomidae,
Chilodontidae, Crenuchidae, Hemiodontidae, Alestiidae, Gasteropelecidae,
Characidae, Acestrorhynchidae, Cynodontidae, Erythrinidae, Lebiasinidae,
Ctenoluciidae e Hepsetidae; com 1.674 espécies descritas e agrupadas em 270
géneros (NELSON, 2006). Os representantes desta ordem estdo distribuidos em
continentes americanos - sul da América do Norte, Américas Central e do Sul — e
também em continentes africanos, atingindo a maior diversidade na regido
Neotropical (BERRA, 2001), a qual € a mais diversificada e rica em peixes de agua
doce, onde Characiformes e Siluriformes tém maior representacdo (ARTONI,
VICARI; BERTOLLO, 2000). Vari e Malabarba (1998) estimaram que 25% das
espécies de peixes se concentram nessa regidao, com mais de 8.000 espécies.

Os membros da ordem apresentam diversidade de tamanho notavel, com
espécies que ndo passam de 26 milimetros até espécies com 1 metro de
comprimento (MOREIRA, 2007), com mandibula superior ndo protraida e dentes
faringeos frequentemente pequenos (NELSON, 2006). Diferentes habitos
alimentares também sao observados, tais como: piscivoras, ili6fagas (se alimentam
de detritos); herbivoras e lepidéfagas (se alimentam de escamas de outros peixes) e
espécies que se alimentam das nadadeiras de outros peixes (MOREIRA, 2007).

1.1.1 Caracteristicas e distribuicdo da Familia Characidae

A familia Characidae é a mais numerosa e complexa entre os Characiformes
(RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI, 2005). Compreende a maioria dos peixes de
escamas caracterizados por serem bons nadadores, pela presenca de nadadeira
caudal adiposa (BRITSKI, 1972), dentes bem desenvolvidos, nadadeira pélvica,
nadadeira anal curta a moderadamente longa e linha lateral usualmente curvilinea,
as vezes incompleta (NELSON, 2006). A familia € composta por cerca de 30
subfamilias, 250 géneros (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988) e 1.200 espécies
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(MIRANDE, 2010; REIS et al., 2003), com ampla distribuicdo geografica e
predominancia na América do Sul (Figura 1). Seus representantes apresentam
variagdo na morfologia, reproducido e acasalamento (GERY, 1977). Na familia
Characidae estéo incluidos peixes com habitos alimentares diversificados, entre eles
herbivoros, onivoros, carnivoros e com grande variedade entre habitats (BRITSKI;
SATO; ROSA, 1988). Os peixes sdo conhecidos popularmente como lambaris,
piracanjubas, piranhas, pacus, peixes-cachorro e dourados (BRITSKI, 1972).

Figura 1 — Regido Neotropical onde estdo distribuidos os representantes da familia Characidae

SN g

/Q,\'" 2

N AW

oo ;f(
A

.Distribuigéo geografica dos peixes da Familia Characidae.

Fonte: adaptado de BERRA, T. M. Freshwater Fish Distribution. London: Academic Press, 2001.
608 p.

A alta diversidade e o grande numero de espécies dificultam proposi¢cées de
relacbes de parentesco nesta familia. Neste sentido, Weitzman e Malabarba (1998)
sugerem que a familia Characidae poderia ser hipoteticamente considerada um
grupo monofilético quando analisadas em um contexto filogenético mais amplo,
incluindo relacdes de parentesco com outros grupos e subgrupos aparentados. As
espécies desta familia sdo agrupadas em subfamilias devido a grande diversidade
(BRITSKI; SATO; ROSA, 1988; REIS et al., 2003). A subfamilia Tetragonopterinae é

um grupo bastante diversificado possuindo o maior numero de géneros dentro da
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familia Characidae (GARUTII; BRITSKI, 2000), sendo que o género Astyanax
agrupa aproximadamente mais de uma centena de espécies (LIMA et al., 2003;
NELSON, 2006) encontradas ao longo da América do Sul e América Central, onde

sao conhecidos como lambaris ou piabas, respectivamente.

1.1.2 O género Astyanax e a espécie Astyanax scabripinnis

Astyanax € considerado, atualmente, um género incertae sedis da familia
Characidae (subfamilia Tetragopterinae) devido a falta de dados que comprovem
seu monofiletismo (LIMA et al., 2003). Este género possui distribuicdo desde o sul
dos Estados Unidos até a regido central da Argentina (LIMA et al., 2003). Segundo
trabalhos de Fink e Fink (1981) e Lima et al. (2003), a espécie tem a seguinte

posicao taxondmica:

Classe — Osteichthyes
Subclasse — Actinopterygii
Infraclasse — Neopterygii
Divisdo — Teleostei
Subdivisédo — Euteleostei
Superordem — Ostaryophysi
Série — Otophysi
Subsérie — Characiphysi

Ordem — Characiformes

Familia — Characidae

Género - Incertae sedis

Em 1927, Eigenmann propds que 74 espécies e subespécies de Astyanax
vivem em aguas brasileiras. Em 1948, foram descritas 6 subespécies de Astyanax
scabripinnis por Fowler, sendo elas: A. scabripinnis scabrippinnis, A. scabripinnis
rivularis, A. scabripinnis laticeps, A. scabripinnis longirostris, A. scabripinnis
intermedius e A. scabripinnis paranae. Bertaco e Lucena (2006) propuseram que 0
"complexo scabripinnis" € composto por aproximadamente 15 espécies, entre elas A.

paranae, até entdo considerada uma subespécie de A. scabripinnis. Estes trabalhos
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demonstram que o numero de espécies pode ser maior do que as estimativas
iniciais para o género Astyanax.

Muitos estudos reforcam a hipotese de que A. scabripinnis forma um
complexo de espécies, como proposto por Moreira-Filho e Bertollo (1991), com base
em dados morfolégicos e cariotipicos. O conceito de "complexo de espécies” vai
além da condicdo de espécies cripticas e simpatricas, no caso de Astyanax
scabripinnis. Populacdes alopatricas dessa espécie também evidenciam variacfes
morfolégicas e cariotipicas que dificultam a identificacdo ao nivel de espécie
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991).

Caracteristicas biolégicas podem explicar a diversidade nesse grupo, uma
vez que sao espécies que ocorrem em cabeceiras de riachos, formam pequenas
populacdes isoladas com evolucédo independente, favorecendo assim a fixacao de
rearranjos cromossémicos nas populacées (MOREIRA-FILHO; GALETTI JR;
BERTOLLO, 2004). Barreiras fisicas, quimicas ou biéticas impedem o fluxo entre
populacdes, no caso de populacbes de A. scabripinnis que vivem em cabeceiras
isoladas, esses obstaculos podem contribuir para a variedade genética, como

consequéncia da auséncia do fluxo génico entre elas.

1.2 ESTUDOS CITOGENETICOS EM Astyanax scabripinnis

Dados de estudos citogenéticos e evolutivos em Astyanax scabripinnis
podem contribuir para entender o complexo de espécies. Moreira-Filho e Bertollo
(1991) caracterizaram o0 grupo como um complexo analisando aspectos da
morfologia e o cari6tipo de sete populacbes. Os dados diferenciaram quanto ao
namero diploide (2n = 46, 48 e 50), tipos de cromossomos e distribuicdo de
heterocromatina apresentando variacdes entre individuos da mesma bacia. Vicari et
al. (2008) analisaram espécimes de A. scabripinnis provenientes de trés bacias
hidrograficas distintas (estado do Parand) e confirmaram alta variabilidade
cariotipica para a espécie. O numero cromossémico 2n = 50 é o mais comum entre
as populacées (BERTOLLO, 1991; FERRO; MAISTRO; OLIVEIRA; FORESTI, 2000;
MANTOVANI et al., 2000; MOREIRA-FILHO; NEO; BERTOLLO, 2000; MOREIRA-
FILHO, 2000; FERRO et al.,, 2001; MAISTRO; OLIVEIRA; FORESTI, 2001;
MOREIRA-FILHO et al., 2001; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 2003; VICARI et al.,

2008a). Entretanto, na bacia do Rio Ivai alguns espécimes apresentaram 2n = 48
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(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; SOUZA; MOREIRA-FILHO; GALETTI JR.,
1996; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997; MAISTRO; OLIVEIRA; FORESTI,
2000; MANTOVANI et al., 2000; ALVES; MARTINS-SANTOS, 2002), 46 ou 50
cromossomos (FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2005).

1.2.1 Cromossomos B

Genomas eucariotos além de serem compostos por genes em cromossomos
do complemento A, também sdo formados de elementos genéticos que nao
obedecem a lei de heranca Mendeliana. Cromossomos B, também chamados de
supranumerarios ou acessorios, sdo cromossomos adicionais com pouca ou
nenhuma homologia com o complemento A sendo instaveis durante a mitose e/ou
meiose. A maioria dos cromossomos B apresenta uma taxa de transmissao maior
que 0,5 (transmissdo Mendeliana), propiciando fixacdo e acumulo no genoma, por
isso sao conhecidos como “parasitas” (revisado por CAMACHO, 2005). Além disso,
cromossomos do complemento A possuem mecanismos de silenciamento, 0s quais
atuam na defesa contra a “invasao” de cromossomos B (CAMACHO et al., 1997).

A presenca de cromossomo B tem sido verificada em varios grupos de
plantas e animais (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). Provavelmente
tenham sido originados de cromossomos do complemento padrédo (CAMACHO;
PARKER, 1993, CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000), embora tenham
seguido seu proprio caminho na evolucao (MESTRINER et al., 1999).

Até 2008 foi contabilizada a ocorréncia de cromossomos supranumerarios
em 61 espécies de peixes neotropicais, pertencentes a 16 familias e 7 ordens
diferentes (CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS, 2008). Particularmente,
cromossomos B sao frequentes no género Astyanax. Estudos ja evidenciaram a
presenca de um macrocromossomo B, totalmente heterocromatico, em trés espécies
de Astyanax: A. fasciatus, A. schubarti e em A. scabripinnis, pertencentes a trés
bacias hidrograficas distintas (MOREIRA-FILHO et al., 2001). Espécimes de A.
scabripinnis da bacia do Rio Ivai apresentaram cromossomo B parcialmente
heterocromatico no bandamento C, enquanto que em uma populacdo da bacia do
Rio Parana foi encontrado microcromossomos B totalmente heterocromaticos, sendo

que nas duas populacbes presente exclusivamente em fémeas (MIZOGUCHI,
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MARTINS-SANTOS, 1997). Esses dados suscitam hipoteses sobre a origem desses

Cromossomos no género Astyanax e mesmo no complexo A. scabripinnis.

1.2.2 Origem dos cromossomos B e a ocorréncia em Astyanax scabripinnis

Em A. scabripinnis, a primeira descricdo de cromossomos B ocorre na
década de 1990 e mais atualmente pesquisas envolvem o isolamento, clonagem e
sequenciamento de DNAs repetitivos associados a eles (MOREIRA-FILHO;
GALETTI Jr.; BERTOLLO, 2004). A primeira evidéncia a auxiliar no entendimento da
origem e caracterizacdo do cromossomo B em A. scabripinnis se deu a técnica de
bandamento C. No trabalho realizado por Salvador e Moreira-Filho (1992) foram
descritos dois tipos de cromossomos B; um deles totalmente heterocromatico e o
outro, apresentando um segmento de eucromatina em cada lado do centrémero e
heterocromatina distal. Esses autores sugeriram, com base na semelhangca com os
cromossomos do primeiro par de homdlogos metacéntricos, que o cromossomo B
seria derivado por nao-disjuncédo do par 1 do complemento A, posteriormente tendo
sofrido um processo de heterocromatinizacdo. A analise quanto a ocorréncia de
macrocromossomos B em espécimes de A. scabripinnis tem demonstrado, na
maioria dos casos, a ocorréncia de um cromossomo metacéntrico grande, similar em
tamanho aos cromossomos do primeiro par do complemento A, com o0s
cromossomos B totalmente heterocromaticos (MAISTRO et al., 1992).

O isolamento do DNA repetitivo As51 ajudou na construcdo da hip6tese de
gue o cromossomo B metacéntrico de Astyanax scabripinnis tenha sido originado
pela formagao de um isocromossomo, dado a partir de um cromossomo acrocéntrico
do complemento A (MESTRINER et al., 1999). Essa hip6tese ganhou maior
sustentacdo com o emprego da hibridagcdo in situ com a sonda As51 em células
paquiténicas que demonstrou o autopareamento do cromossomo B nessa espécie
(VICARI et al., 2011).

De acordo com a revisdo de Moreira-Filho, Galetti Jr. e Bertollo (2004), o
cromossomo B metacéntrico € o mais comum entre as espécies analisadas,
podendo ser essa a forma ancestral, embora cromossomos B com outras
morfologias tenham sido encontrados. A auséncia de fluxo génico nas populagcdes
isoladas geograficamente poderia explicar as provaveis variacdes do cromossomo B

encontradas em algumas populacbes (cromossomos B  metacéntricos,
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submetacéntricos e microcromossomos B). Essas seriam, portanto, atribuidas a

eventos de rearranjos cromossOmicos posteriores a origem dos mesmos.

1.3 SEQUENCIAS DE DNA REPETITIVO

Sequéncias repetitivas encontradas no genoma podem ser classificadas
dependendo da sua disposicdo: em tandem, quando se encontram em repeticdes
uma ao lado da outra; ou dispersas, quando estdo espalhadas no genoma, como
sao os casos dos elementos transponiveis: transposons e retrotransposons (JURKA
et al., 2005; TIMBERLAKE, 1978). Outros exemplos de DNA repetitivo sao
classificados de acordo com o grau de repeticdo, chamados de DNAs satélites, os
guais sdo os principais componentes da heterocromatina e podem ser detectados
pelo bandamento C, DNAs microssatéliies e DNAs minissatélites (ABEL,;
MANTOVANI; MOREIRA-FILHO, 2006; MARTINS, 2007). Os DNAs satélites podem
estar associados as RONs, como visto em Astyanax janeiroensis, causando
silenciamento génico do DNAr maior (VICARI et al., 2008b).

Sequéncias de DNA repetitivo podem ser usadas como ferramentas
importantes para estudos evolutivos, como por exemplo, as unidades repetitivas
ribossomais 45S e 5S, as quais sintetizam RNAs ribossomais (RNAr) e sao
conservados nos eucariotos (LONG; DAWID, 1980).

No genoma celular, esses cistrons ribossomais estdo organizados em
tandem, onde o DNAr 45S codifica os RNAr 28S, 5,8S e 18S. Essa regido pode ser
identificada pela coloracdo por prata quando esses genes estdo ativos e
correspondem as regides organizadoras de nucléolo (RONS); enquanto que, o DNAr
5S que codifica 0 RNAr 5S pode ser localizado somente pela hibridacéo in situ com
sondas especificas (FERRO et al.,, 2001; MANTOVANI; ABEL; MOREIRA-FILHO,
2005).

DNAs satélites podem ser derivados de elementos transponiveis e sao
componentes responsaveis pela evolu¢cdo do genoma (MARTINS, 2007). No género
Astyanax é encontrado uma familia de DNA satélite, descrito por Mestriner et al.
(2000), com 59% de regides ricas em AT e formado por 51 pares de base (pb),
chamado de As51. Esse DNA repetitivo se encontra distribuidos em blocos distais

heterocromaticos quando hibridado sobre o cromossomo B de A. scabripinnis
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(MESTRINER, 1999; VICARI et al.,, 2011), e em outros autossomos, inclusive em
diferentes outras espécies do género Astyanax (KANTEK et al., 2009).

Elementos transponiveis tém como principal caracteristica a habilidade de se
espalhar dentro do genoma através de sua propria amplificacdo, também sé&o
chamados de parasitas gendmicos, mas que beneficiaram a evolucdo (KIDWELL,;
LISCH, 2001). A classe | sao os retrotransposons devido a sua dependéncia de
utilizar o RNA intermediario para sua replicacdo. Essa classe esta dividida em
retrotransposons LTR (long terminal repeats), onde os retrotranscritos para DNA sao
inseridos no genoma apoés a retrotranscricdo, e retrotransposons ndo-LTR, onde a
retrotranscricdo ocorre simultaneamente enquanto sdo inseridos. Esta estratégia
leva a formacédo de novos locais genémicos e sitios de integracdo (OZOUF-COSTAZ
et al.,, 2004; FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). O mecanismo “copia e cola” dos
retrotransposons faz com que sejam geradas novas coOpias de uma mesma
sequéncia (KIDWELL, 2002).

A classe Il ou transposons sdo aqueles que possuem um gene codificante
para a enzima transposase, essa enzima € codificada pelas repeticdes terminais
invertidas e possibilitam o movimento direto das sequéncias dentro do genoma pelo
mecanismo “corta e cola”, onde as sequéncias sao retiradas da fita de origem para
uma nova posicdo no genoma (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). Essa classe
inclui em sua subclasse |, a superfamilia dos elementos hAT (hobo, Activator, Tam-
3), a superfamilia dos elementos mariner-like, os elementos P e os elementos MuDR
(revisado por KIDWELL, 2002) e na subclasse Il estdo o Helitron e Maverick
(WICKER et al., 2007).

LINE sdo os chamados “long interspersed elements” e SINE, “short
interspersed elements”, pertencentes ao grupo dos retrotransposons nao-LTR,
utiizam o RNA intermedidrio para sua replicacdo. Sendo que os SINEs néo
possuem sequéncias codificantes para endonuclease e transcriptase reversa, por
isso, sdo chamados de retrotransposons nao-autbnomos que necessitam recrutar
uma magquinaria enzimatica para sua retrotransposicdo (BABA et al., 2004).

A caracterizacdo dos elementos moveis ainda € bastante reduzida nos peixes.
Através do mapeamento fisico ja foram descritos 15 elementos transponiveis em 32
espécies de peixes de ordens distintas. A primeira descricdo sao elementos do

grupo Rex no genoma de Xiphophorus (VOLFF et al., 1999). Essa classe ja foi
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mapeada em 28 espécies de peixes, alguns exclusivos de regides heterocromaticas
e outros, dispersos pelo genoma (FERREIRA et al., 2011).

Com relacdo a distribuicdo e organizacdo funcional de retroelementos em
peixes e através do mapeamento cromossoémico, Oliveira et al. (2003) evidenciou
sequéncias de SINE em Oreochromis niloticus dispersos por todos 0s cromossomos
em pequenos clusters com relativa concentracdo em posi¢cdes terminais. Ainda, ja
foram encontrados multiplos sitios que rDNAs que parecem estar associados a
elementos repetitivos dispersos podendo ser néo funcionais (pseudogenes), como o
transposon Tcl-like localizado no espacador intergénico (ITS) do rDNA 5S de
Gymnotus (SILVA et al., 2011).

1.4 BACIA HIDROGRAFICA

A regido do Vale do Paraiba, no Estado de S&o Paulo, é delimitada pela
Serra da Mantiqueira que se apresenta como divisor de aguas entre rios costeiros e
continentais, com variacbes de altitude que vao de 600 a 2.050 metros (m)
(MODENESI, 1988). A elevada altitude faz com que os sistemas hidricos possuam
baixa temperatura e grande quantidade de cachoeiras que impedem o fluxo entre
populacdes de A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO; GALETTI JR.; BERTOLLO, 2004).
Os riachos normalmente sédo corredeiras, com leitos pedregosos e rasos, com
aguas-frias, limpidas e oxigenadas, caracterizando um ambiente montanhoso
(SCHROEDER-ARAUJO et al, 1986; SEIBERT, 1975). Os municipios de
Guaratingueta e Pindamonhangaba pertencem ao Vale do Paraiba, regido proxima a
Serra da Mantiqueira e Serra do Mar.

A bacia do Rio Paraiba do Sul é alongada e distribui-se na direcédo leste-
oeste entre as Serras do Mar e da Mantiqueira, também com colinas e montanhas,
sendo um ambiente acidentado com pontos mais elevados chegando a 2.000 m de
altitude e temperatura média anual variando de 18 °C a 24 °C (MARENGO; ALVES,
2005). A bacia hidrogréafica abrange 184 municipios, 39 do estado de Séo Paulo, 57
do Rio de Janeiro e 88 de Minas Gerais, totalizando uma area de 56.500 km?2
(AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2013).

O Rio Ivai no interior do Parana é o segundo maior afluente do rio Parana e
pertence a bacia do Rio Ivai. Em sua margem direita possui afluentes de primeira

ordem como o Codrrego Tatupeba nas proximidades do municipio de Maringa.
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Pertencente ao terceiro planalto, a bacia caracteriza-se por pequenos espigoes,
altitudes variam de 600 m — com vales mais profundos e divisores de agua — a 1.200
m com temperatura média anual de 20 °C a 30 °C (BALDO, 2006). Neste riacho, as
populacdes de A. scabripinnis vivem em simpatria e ainda ndo foram descritas
espécies hibridas, sendo evidenciados citotipos com 2n = 46, 48 e 50 cromossomos
(FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2005).

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Estudos citogenéticos realizados com populacdes de Astyanax scabripinnis
mostram uma grande variabilidade cariotipica, inclusive em seu nimero diploide (2n
= 46, 48 e 50), ainda ocorre a existéncia de cromossomos supranumerarios em
diferentes populac6es com diferente morfologia e tamanho, o que é muito descrito
em estudos feitos na regido de Campos do Jorddo e Maringa. Apesar de estas
populacdes serem muito estudadas, ainda faltam dados a fim de contribuir nas
interpretacbes de dados evolutivos das populacdes e ainda, de como a estrutura
cromossOmica a nivel molecular esta relacionada com a diversidade e funcao.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo investigar a diferenciacdo do
genoma de A. scabripinnis através da localizacdo cromossémica e o papel dos
elementos repetitvos e do DNA ribossomal (DNAr) maior. Assim, foram
estabelecidos as seguintes metas:

1) Caracterizar citogeneticamente as diversas populacdes de A. scabripinnis;

2) Comparar os individuos das popula¢des em estudo quanto a localizacdo do DNAr
18S e 5S;

3) Descrever as diferentes familias de DNA repetitivo encontradas por Cot-1;

4) Realizar uma andlise comparativa dos dados encontrados nas populacgdes.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBJETOS DE ESTUDO E LOCAIS DE COLETA

Nesse estudo foram amostrados espécimes de Astyanax scabripinnis,

totalizando 134 individuos (Figura 2). Sendo que 39 exemplares pertencentes a

regido de Guaratingueta, estado de Sdo Paulo, 63 exemplares de
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Pindamonhangaba - SP e 32 exemplares de Maring4, estado do Parana,
provenientes de trés localidades: bacia do Rio Paraiba do Sul 1) Corrego da
Fazenda Lavrinha (1.900 m de altitude), Guaratingueta (coordenadas S 22°40'49,5"
e WO 45°23), 2) Ribeirdo Grande (1.850 m de altitude), Pindamonhangaba
(coordenadas S 22°43'378" e WO 45°27"128") — SP e bacia do Rio Ivai 3) Cérrego
Tatupeba (400 m de altitude), Maringd (coordenadas S 23°29'592" e WO
52°01'041") —PR (Figura 3). Os exemplares foram identificados pelo Dr. Oscar A.
Shibatta e receberam numero de depdsito no Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina (MZUEL n° 5654, 5657).
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Figura 2 - Exemplares de Astyanax scabripinnis das respectivas populacdes: a) Corrego da Fazenda
Lavrinha; b) Ribeirdo Grande e c) Cérrego Tatupeba. Barra: 1 cm.

Fonte: A autora



Figura 3 — Mapa com a localizacdo dos pontos de coleta: a) Cérrego da Fazenda Lavrinha; b)

tes ¥ 2T

(@)

Fonte: A autora

3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Citogenética convencional

Preparacdes cromossomicas e Ag-RONs

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitéticos foi a descrita por

Ribeirdo Grande e c) Corrego Tatupeba.

Estado
de
Sho Paulo
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Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978) (anexo 5.1.1). As regides organizadoras

de nucléolo (RONSs) foram localizadas segundo o método de Howell e Black (1980)

(anexo 5.1.3).

3.2.2 Citogenética molecular

Obtencéo de DNA, DNA repetitivo e clonagem

A extracdo de DNA genbmico foi realizada através do meétodo CTAB
(MURRAY; THOMPSON, 1980) com modificagdes (anexo 5.2.1). O DNA gendmico
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total das espécies de A. scabripinnis foi utilizado no procedimento do DNA Cy-1
(ZWICK et al., 1997) adaptado para obtencdo de DNA repetitivo em peixes
(FERREIRA; MARTINS, 2008; VICARI et al., 2010) (anexo 5.2.2). O produto DNA
Cot-1 foi ligado ao plasmideo pMOS (Promega®) para posterior transformacao de
células competentes de Escherichia coli DH5a (Gibco.Brl Life Technologies®),
segundo as instrugdes do fabricante (anexo 5.2.3). Os clones de interesse foram
identificados através de reacbes de amplificacao utilizando primers especificos para o
plasmideo. A reac¢éo final com volume total de 50 ul (50 pmol de cada primer — T7 Fw
5- TAA TAC GAC TCA CTATAG GG -3 e U19 Rv 5- AGG GTT TTC CCA GTC
ACG A - 3’, tampao de reacéo 1x (KCI 50 mM; MgCl, 1,5mM; Tris-HCI 10 mM), 2 mM
de cada dNTP e 0,5 U de Taq DNA polimerase (Amersham Biosciences®)).

Amplificacao parcial do retrotransposon LINE

Regides parciais dos retrotransposons foram amplificadas por PCR
(Polimerase Chain Reaction) usando primers para o LINE construidos a partir dos
alinhamentos dos clones, primer LINEAng Fw 5" - CAGTGTGCATCTGATTGTGT -
3" e primer LINEAng Rv 5" - CGCAGACGCTTTTATCCA - 3".

As reacles de PCR foram feitas utilizando 80 ng de DNA molde em volume
final de 50 pl. Cada reacéo foi composta de tampé&o 1x (100 mM Tris-HCI pH 8.6,
500 mM KCI, 15 mM MgCl2), 300 uM de dNTP, 1 uM de cada primer (100 pMol) e 1
U de FideliTag DNA polimerase (USB®). As sequéncias de LINE foram submetidas
a PCR em 30 ciclos de amplificacdo no termociclador BJI® (2 min a 95 °C, 30 s a 94
°C,45sa52°C, 12min a68 °C e 5min a 68 °C).

A purificacdo dos fragmentos de DNA de interesse do gel de agarose foi
realizada utilizando o kit High Pure PCR Cleanup Micro Kit (GE Healthcare

Amersham Biosciences®), seguindo as especificacdes do fabricante (anexo 5.2.4).

Sequenciamento
O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse e dos fragmentos de
DNA foi realizado utilizando o kit DYEnamic ™ ET Terminator Cycle Sequencing

(Amersham Biosciences®), segundo as instru¢gdes do fabricante (anexo 5.2.5).
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Andlise das sequéncias nucleotidicas

Para identificacdo de possiveis homologias de genes, as sequéncias
nucleotidicas foram submetidas a buscas online através do Genetic Information
Research Institute “Repbase”, “website” (http://www.girinst.org/). As sequéncias
foram editadas e alinhadas online através do Multiple sequence alignment
(CORPET, 1988), “website” (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Marcagéo de sondas cromossOmicas

As sondas As51, DNAr 18S e DNAr 5S foram marcadas pela técnica de nick
translation, utilizando biotina 14 - dATP (Bionick Labeling System - Invitrogen) ou por
PCR utilizando concentracbes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma
molécula repérter (biotina 14 dATP, Invitrogen®). Os produtos de PCR do LINE e do
DNAr 18S foram marcados utilizando a digoxigenina 16 — dUTP (Dignick mix -
Roche®) em banho tipo bloco seco Loccus Biotecnologia® (1h e 30 min a 65°C e 15
min a 15°C).

Para a obtencdo da sonda de DNAr 18S foram utilizados os primers 18S Fw
5 — CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT -3’ e 18S Rv 5'- CCG AGG ACC TCA CTA
AAC CA -3’ isolados de Ictalurus punctatus segundo Gross et al. (2010) utilizando o
DNA nuclear das espécies em estudo. Para sondas de DNAr 5S foram utilizados os
primers isolados da truta arco-iris (Fw 5 — TACGCCCGATCTCGTCCGATC - 3’ e
Rv 5 — CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC - 3’) de acordo com Martins e Galetti Jr.,
1999).

A sonda do DNA satélite As51, descrito por Mestriner et al. (1999), foi obtida
do DNA nuclear de Astyanax scabripinnis utilizando os primers As51 Fw 5 -
GGTCAAAAAGTCGAAAAA — 3’ e As51l Rv 5" - GTACCAATGGTAGACCAA - 3
durante 35 ciclos de amplificacdo no termociclador BJI® (1 min a 95 °C, 45 s a 56
°C,1mina72°Ce5mina72°C).

Hibridac&o Fluorescente in situ (FISH e fiber-FISH)

A FISH foi realizada pela utilizacdo do protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986) com modificagbes, enquanto que a fiber-FISH foi realizada de acordo com o
protocolo adaptado para peixes por Barros et al. (2011) em condicbes de alta
estringéncia (2.5 ng/ml sonda, 50% formamida deionizada, 10% sulfato dextrano,

2xXSSC a 37 °C overnight). Depois da hibridagéo, as laminas foram lavadas em 15%


http://www.loccus.com.br/images/produtos/especificacoes/produto_1.pdf
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formamida/0.2xSSC a 42 °C por 20 min e 4xSSC/0.05% Tween a temperatura
ambiente por 10 min. A deteccdo do sinal foi realizado através do uso de
streptavidina-alexa fluor 488 (Molecular Probes®) para As51, 18S e 5S, enquanto
gue a anti-digoxigenina-rhodamina (Roche®) foi usada para deteccao das sondas do
LINE. Os cromossomos foram entdo contra-corados com DAPI (0,2 pug/ml) diluido
em uma solucdo “antifade” (Fluka®). Os cromossomos foram analisados sobre um
microscépio de epifluorescéncia (Olympus® BX41) acoplados a um sistema de

captura de imagem (Olympus® DP71).

4 RESULTADOS
Os resultados estdo organizados na forma de capitulo correspondente ao

artigo cientifico.
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Capitulo |
Elementos gendmicos repetitivos no complexo Astyanax scabripinnis

(Teleostei, Characidae)

RESUMO

A maior parte do genoma dos eucariotos € constituida por DNA repetitivo ou DNA de
multiplas cépias, o qual ja foi considerado “lixo”, podendo estar associado a
heterocromatina. Neste estudo foram analisadas trés populacdes de Astyanax
scabripinnis provenientes de rios e cérregos de Guaratinguetd e Pindamonhangaba
(SP, Brasil) e uma populacéo da cidade de Maring& (PR, Brasil) quanto a localizagédo
das regides organizadoras de nucléolo (RONs), DNA satélite As51, DNA ribossomal
(DNAr) 18S e DNAr 5S. Ainda, foram isoladas e mapeadas sequéncias repetitivas
por meio da técnica de Cyt-1, que mostrou homologia com UnalL2, retrotransposon
do tipo LINE. A hibridacédo in situ fluorescente (FISH), com sonda construida para o
retrotransposon isolado, evidenciou marcacdes dispersas e mais concentradas em
regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos, co-localizadas e
interespacadas com DNAr 18S e As51, comprovada pela técnica de fiber-FISH. O
cromossomo B das populagbes mostrou marcacdes bastante conspicuas com a
sonda LINE, também co-localizada com sequéncias As51. As RONs apresentaram-
se ativas em sitios Unicos de um par homélogo nas trés populacdes, ndo havendo
indicios de que elementos transponiveis e DNA repetitivo tenham influéncia na sua
regulacdo ao nivel das andlises realizadas.

Palavras-chave: DNAr, retrotransposon, DNA satélite, FISH, cromossomo B.
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ABSTRACT

The most part of the eukaryote genomes is constituted for repetitive DNA or multiple
copies DNA, which has already been considered as “junk”, may be associated to the
heterochromatin. In this study three Astyanax scabripinnis populations from
Guaratingueta (SP, Brazil) rivers and stream and one population from Maringa (PR,
Brazil) were analyzed about the nucleolar organizing region (NORs), As51 satellite
DNA, 18S and 5S rDNA location. Moreover, repetitive sequences were isolated and
mapped through Cpt-1 technique, which showed homology with UnalL2, a LINE type
retrotransposon. The fluorescent in situ hybridization (FISH), with the isolated built
retrotransposon probe, evidenced disperse labeled and stronger in centromeric and
telomeric chromosomes regions, co-located and interspersed with the 18S DNAr and
As51, proven by the fiber-FISH technique. The B chromosome of those populations
showed very conspicuous labeled with the LINE probe, also co-located with the As51
sequences. The NORs were actives in a single site of a homologue pair in all three
populations, with no evidence that the transposable elements and repetitve DNA
have influence in its regulation at the performed analyzes level.

Key-words: rDNA, retrotransposon, satellite DNA, FISH, chromosome B.
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Introducao

Astyanax € uma grande unidade taxondmica entre os peixes, com mais de
100 espécies descritas (MIRANDE, 2010). Encontra-se amplamente distribuida pela
regido Neotropical e atualmente é reconhecida como género incertae sedis, devido a
falta de dados que comprovem seu monofiletismo (LIMA et al., 2003).

Além da variabilidade na férmula cariotipica e na morfologia externa,
algumas populacdes de A. scabripinnis apresentam cromossomos B (revisado em
MOREIRA-FILHO; GALETTI JR.; BERTOLLO, 2004), os quais sédo descritos como
elementos supranumerérios ou acessoérios (CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM,
2000). Esses cromossomos séo considerados dispensaveis, pois para que haja um
ciclo de vida normal do genoma nao precisam estar obrigatoriamente presentes,
além disso, podem ter sido originados de cromossomos do complemento A devido
as sequéncias homologas, mas ndo se recombinam com esses (CAMACHO;
PARKER, 1994). O cromossomo B de A. scabripinnis é um isocromossomo, total ou
parcialmente heterocromatico, que acumula pelo menos uma familia de DNA
repetitivo identificado como As51 (MESTRINER et al., 1999; VICARI et al., 2011).

DNA repetitivo, também chamado de DNA de multiplas copias, e sequéncias
multigénicas codificantes de RNA ribossomal (RNAr) sdo abundantes no genoma
dos eucariotos. Os DNAs ribossomais (DNAr) estao organizadas em duas familias: a
5S (DNAr menor) que transcreve para RNAr 5S e a 45S (DNAr maior) que codifica
0os RNAr 28S, 5,8S e 18S. Essa ultima pode ser identificada pela coloracdo com
prata quando ativa e correspondem as regifes organizadoras de nucléolo (RONSs),
por outro lado, o DNAr 5S s6 pode ser localizado nos cromossomos pela hibridacao
in situ com sonda especifica (MARTINS, 2007).

Sequéncias de DNA repetitivo podem ser distribuidas em dois grupos: em
tandem ou dispersas (SUMNER, 2003; CIOFFI; BERTOLLO, 2012). Quando em
tandem, a unidade de repeticdo esta disposta uma ao lado da outra, como € o caso
dos DNAs satélites, microssatélites e minissatélites, dependendo do grau de
repeticdo. Ja as repeticdes dispersas sdo os elementos moveis: retrotransposons ou
transposons (JURKA et al., 2005).

O comportamento de replicacdo dos elementos transponiveis assim como
outras sequéncias de DNA repetitivas ja foram considerados como DNA egoista

(selfish DNA) ou parasitas gendmicos devido a sua capacidade de acumulacéo no
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genoma. A classe | (retrotransposons) é dividida em retroelementos LTR (Long
terminal repeats) que inclui, por exemplo, os grupos Tyl-copia, BEL, DIRS e Ty-3
gypsy; e os retroelementos ndo-LTR, onde estdo incluidos os LINEs (long
interspersed nuclear elements) e os SINEs (short interspersed nuclear elements)
(KIDWELL, 2002). Os elementos transponiveis possuem o chamado “ciclo de vida”,
0 qual se inicia com uma pequena fase de invasdo, onde ocorre a amplificacédo do
namero de coOpias; acompanhado por mutacdo, tornando alguns elementos inativos
e por ultimo a eliminacdo e perda de algumas copias (KIDWELL; LISH, 2001).

A espécie Astyanax scabripinnis € consolidado como um interessante modelo
para estudos genéticos e evolutivos. Esse pequeno peixe € tipico de cabeceiras de
rios onde formam populacbes isoladas (AGOSTINHO; JULIO JR., 1999), o que
oportuniza uma alta diversidade genética (MOREIRA-FILHO; GALETTI JR,;
BERTOLLO, 2004).

Sabendo da existéncia da grande quantidade de DNA repetitivo no genoma e
da extrema importancia desses elementos para a evolucao cariotipica, estrutura de
cromossomos, regulacdo génica, entre outras funcbes, o presente trabalho teve
como objetivo a identificacdo e caracterizacdo do DNA satélite As51, DNAr maior e
do retrotransposon ndo-LTR LINE no genoma de Astyanax scabripinnis portadores

de cromossomos B.

Material e métodos

Amostras

Os exemplares de Astyanax scabripinnis empregados no estudo pertencem:
a) ao Cérrego da Fazenda Lavrinha, bacia do rio Paraiba do Sul (S 22° 40’ 49,5” e
WO 45° 237, 1900 m de altitude), na cidade de Guaratingueta, Sao Paulo, Brasil; b)
ao Ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul (S 22° 43' 378” e WO 45° 27' 128”,
1850 m de altitude), na cidade de Pindamonhangaba, S&o Paulo, Brasil; c) ao
Corrego Tatupeba, bacia do rio Ivai (S 23° 29' 592" e WO 52° 01' 041", 400 m de
altitude), na cidade de Maringa, Parana, Brasil. Os exemplares foram identificados
pelo Dr. Oscar A. Shibatta e receberam numero de depdsito no Museu de Zoologia
da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL n° 5654, 5657).



33

Preparacdes cromossdmicas, Ag-RONs e obtencdo de DNA

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitéticos foi a descrita
por Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978). As regides organizadoras de nucléolo
(RONSs) foram localizadas segundo o método de Howell e Black (1980). A extracao
de DNA genbmico foi realizada através do método CTAB (MURRAY; THOMPSON,
1980) com modificagbes.

Obtencdo do DNA repetitivo e clonagem

O DNA gendmico total das espécies de A. scabripinnis foi utilizado no
procedimento do DNA Cu-1 (ZWICK et al., 1997) adaptado para obtengcdo de DNA
repetitivo em peixes (FERREIRA; MARTINS, 2008; VICARI et al., 2010). O produto
DNA Cq-1 foi ligado ao plasmideo pMOS (Promega®) para posterior transformacéao
de células competentes de Escherichia coli DH5a (Gibco.Brl Life Technologies®),
segundo as instrucdes do fabricante. Os clones de interesse foram identificados
através de reacdes de amplificacdo utilizando primers especificos para o plasmideo. A
reacao final com volume total de 50 ul (50 pmol de cada primer — T7 Fw 5’- TAA TAC
GAC TCA CTATAG GG —3 e U19 Rv 5- AGG GTT TTC CCA GTC ACG A - 3,
tampéo de reacao 1x (KCl 50 mM; MgCl, 1,5mM; Tris-HCI 10 mM), 2 mM de cada
dNTP e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Amersham Biosciences®)).

Amplificacao parcial do retrotransposon LINE

Regides parciais dos retrotransposons foram amplificadas por PCR
(Polimerase Chain Reaction) usando primers para o LINE construidos a partir dos
alinhamentos dos clones, primer LINEAng Fw 5" - CAGTGTGCATCTGATTGTGT -
3" e primer LINEAng Rv 5" - CGCAGACGCTTTTATCCA - 3".

As reacdes de PCR foram feitas utilizando 80 ng de DNA molde em volume
final de 50 pl. Cada reacao foi composta de tampao 1x (100 mM Tris-HCI pH 8.6,
500 mM KCI, 15 mM MgCl2), 300 uM de dNTP, 1 uM de cada primer (100 pMol) e 1
U de FideliTag DNA polimerase (USB®). As sequéncias de LINE foram submetidas
a PCR em 30 ciclos de amplificagdo no termociclador BJI® (2 min a 95 °C, 30 s a 94
°C,45sab52°C, 12 mina 68 °C e 5min a 68 °C).

A purificacdo dos fragmentos de DNA de interesse do gel de agarose foi
realizada utilizando o kit High Pure PCR Cleanup Micro Kit (GE Healthcare

Amersham Biosciences®), seguindo as especificacdes do fabricante.
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Sequenciamento
O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse e dos fragmentos de
DNA foi realizado utilizando o kit DYEnamic ™ ET Terminator Cycle Sequencing

(Amersham Biosciences®), segundo as instru¢des do fabricante.

Andlise das sequéncias nucleotidicas

Para identificagdo de possiveis homologias de genes, as sequéncias
nucleotidicas foram submetidas a buscas online através do Genetic Information
Research Institute “Repbase”, “website” (http://www.girinst.org/). As sequéncias
foram editadas e alinhadas online através do Multiple sequence alignment
(CORPET, 1988), “website” (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Marcagéo de sondas cromossOmicas

As sondas As51, DNAr 18S e DNAr 5S foram marcadas pela técnica de nick
translation, utilizando biotina 14 - dATP (Bionick Labeling System - Invitrogen) ou por
PCR utilizando concentracfes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma
molécula repérter (biotina 14 dATP, Invitrogen®). Os produtos da PCR do LINE e do
DNAr 18S foram marcados utilizando a digoxigenina 16 — dUTP (Dignick mix -
Roche®) em banho tipo bloco seco Loccus Biotecnologia® (1h e 30 min a 65°C e 15
min a 15°C).

Para a obtencdo da sonda de DNAr 18S foram utilizados os primers 18S Fw
5 — CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT -3’ e 18S Rv 5'- CCG AGG ACC TCA CTA
AAC CA -3’ isolados de Ictalurus punctatus segundo Gross et al. (2010) utilizando o
DNA nuclear das espécies em estudo. Para sondas de DNAr 5S foram utilizados os
primers isolados da truta arco-iris (Fw 5 — TACGCCCGATCTCGTCCGATC - 3’ e
Rv 5 — CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC - 3’) de acordo com Martins e Galetti Jr.,
1999).

A sonda do DNA satélite As51, descrito por Mestriner et al. (1999), foi obtida
do DNA nuclear de Astyanax scabripinnis utilizando os primers As51 Fw 5 -
GGTCAAAAAGTCGAAAAA — 3 e Asbl Rv 5 - GTACCAATGGTAGACCAA - 3
durante 35 ciclos de amplificacdo no termociclador BJI® (1 min a 95 °C, 45 s a 56
°C,1mina72°Ce5mina72 °C).


http://www.loccus.com.br/images/produtos/especificacoes/produto_1.pdf
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Hibridagc&o Fluorescente in situ (FISH e fiber-FISH)

A FISH foi realizada pela utilizagdo do protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986) com modificacbes, enquanto que a fiber-FISH foi realizada de acordo com o
protocolo adaptado para peixes por Barros et al. (2011) em condicfes de alta
estringéncia (2.5 ng/ml sonda, 50% formamida deionizada, 10% sulfato dextrano,
2XSSC a 37 °C overnight). Depois da hibridacéo, as laminas foram lavadas em 15%
formamida/0.2xSSC a 42 °C por 20 min e 4xSSC/0.05% Tween a temperatura
ambiente por 10 min. A deteccdo do sinal foi realizado através do uso de
streptavidina-alexa fluor 488 (Molecular Probes®) para As51, 18S e 5S, enquanto
gue a anti-digoxigenina-rhodamina (Roche®) foi usada para deteccao das sondas do
LINE. Os cromossomos foram entdo contra-corados com DAPI (0,2 pg/ml) diluido
em uma solucao “antifade” (Fluka®). Os cromossomos foram analisados sobre um
microscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX41) acoplados a um sistema de

captura de imagem (Olympus® DP71).

Resultados

Trés populagbes alopétricas de Astyanax scabripinnis foram analisadas e os
resultados obtidos separados de acordo com as localidades em que os espécimes
foram capturados.

Cérrego da Fazenda Lavrinha

O nuamero diploide apresentou 50 cromossomos com a férmula cariotipica: 6
metacéntricos (m) + 22 submetacéntricos (sm) + 10 subtelocéntricos (st) + 12
acrocéntricos (a), confirmando dados obtidos para a espécie nesta populacéo (NEO;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2000). Entre os individuos analisados (n = 39), 8
fémeas e 2 machos apresentaram numero diploide igual a 51 cromossomos,
apresentando um macrocromossomo B metacéntrico. O DNA satélite As51 foi
evidenciado em cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos, variando de 10-12
sitios em bragos longos ou curtos, nos pares cromossdmicos submetacéntricos 4, 6
e 10 e acrocéntrico 22, co-localizados com o DNAr 18S. Marcacdes individuais de
Asb51 foram detectadas na regido centromérica dos pares acrocéntricos 23 e 25

(Figura 1a). O cromossomo B possui marcagdo mais evidente de DNA satélite As51
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em regides pericentromérica equilocais entre os bracos curto e longo, enquanto nas
regibes teloméricas foram observadas marcagcfes mais fracas (Figura 5a).

A impregnacéo pelo ion prata mostrou sitios simples de Ag-RONs localizado
no braco curto do submetacéntrico 10 (Figura 1a’) coincidindo com os sitios de DNAr
18S e As51 evidenciados pela FISH, além de sitios adicionais de marcacfes 18S
localizadas no brago curto do cromossomo 6 e em regides teloméricas no braco
longo dos cromossomos 4 e 22 (Figura 1a). O DNAr 5S foi localizado nos
cromossomos submetacéntricos 5 e 6, em regido terminal e proximal,
respectivamente (Figura 5b).

As sequéncias parciais do retrotransposon LINE em A. scabripinnis foram
obtidas a partir de exemplares dessa populagéo. As sequéncias nucleotidicas de tais
clones obtidos pelo Cqt-1 foram submetidas a buscas online através do Genetic
Information Research Institute “Repbase” apresentando homologia com o
retrotransposon UnalL2 pertencente a superfamilia LINE da espécie Anguilla
japonica, posteriormente foram alinhadas com a sequéncia completa do
retrotransposon por meio do Multiple sequence alignment. Dois dos clones foram
analisados, enquanto o clone 16 teve homologia com o comeco da sequéncia
completa do retrotransposon UnalL2 (Figura 2b), o clone 13 teve homologia com o
final da sequéncia completa (Figura 2a).

A reacdo de PCR realizada utilizando-se os primers construidos a partir do
alinhamento dos clones gerou um produto que apresentou um padrdo de mdultiplas
bandas, quando analisado em gel de eletroforese (Figura 3). Esse produto gerou
bandas de 300 pares de base (pb), 400 pb, 500 pb e 700 pb, o qual foi utilizado
como sonda para localizagcdo in situ e apresentou marcacdes dispersas nos
cromossomos do complemento A e também no cromossomo B, com relativa
predominancia nas regides terminais e centroméricas (Figura 4a). A double FISH
utilizando sondas de DNA repetitivo mostrou a ocorréncia de sobreposicdo do
LINE/As51 (Figura 5a), LINE/DNAr 5S (Figura 5b) e LINE/18S (Figura 5c). O
cromossomo B também apresentou sobreposicédo em relacéo as sondas LINE/As51.

As fibras cromatinicas estendidas submetidas a técnica da fiber-FISH
utilizando sondas do LINE e do DNA satélite As51 mostrou padrédo de marcagbes

independentes e com localizacao interespacada (Figura 6).
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Ribeirdo Grande

Os cariotipos de A. scabripinnis analisados da populacdo de Ribeirdo
Grande apresentou 2n = 50 cromossomos, com a mesma férmula cariotipica
descrita na populacdo anterior, organizados em 6 m + 22 sm + 10 st + 12 a,
confirmando os dados obtidos para a espécie nessa localidade (FERRO et al.,
2001). A populacdo teve 63 exemplares analisados, onde 14 individuos
apresentaram numero diploide igual a 51, sendo 12 fémeas e 2 machos portando um
cromossomo B metacéntrico. O DNA satélite As51 mostrou marcac¢des terminais,
nos bracos longos e curtos, do par subtelocéntrico 16, e dos pares acrocéntricos 20
e 21 (Figura 1b).

A impregnacéo pelo ion prata mostrou sitios simples de Ag-RONs localizado
no braco curto do par subtelocéntrico 16 (Figura 1b') coincidindo com os sitios de
DNAr 18S e Asb1 evidenciados pela FISH.

A localizacdo in situ com sonda do retrotransposon LINE apresentou
marcacdes dispersas nos cromossomos do complemento A e também no
cromossomo B, com relativa predominancia nas regifes terminais e centroméricas
(Figura 4b).

Corrego Tatupeba

A populacao de A. scabripinnis proveniente de Maringa apresentou nimero
diploide de 50 cromossomos com férmula cariotipica 6 m + 22 sm + 6 st + 16 a,
corroborando dados obtidos por Fernandes e Martins-Santos (2005) para a espécie
nessa localidade. Do total dos individuos analisados (n = 32), 4 machos e 3 fémeas
apresentaram um cromossomo B metacéntrico. O DNA satélite As51 foi localizado
em regides terminais, no braco curto do par 15 subtelocéntrico e, no braco longo do
par 18 acrocéntrico (Figura 1c).

A impregnacéo pelo ion prata mostrou sitios simples de Ag-RONs localizado
no braco curto do par subtelocéntrico 15 (Figura 1c’), confirmado pela FISH com
sonda 18S e co-localizado com o As51.

A localizacdo in situ com sonda do retrotransposon LINE apresentou
marcacdes dispersas nos cromossomos do complemento A com predominancia em
regides terminais e centroméricas (Figura 4c).

Nenhuma das populacdes estudadas de Astyanax scabripinnis apresentou

heteromorfismo sexual cromossémico detectavel ao nivel das andlises empregadas.
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Discussao

O presente trabalho evidenciou 2n = 50 cromossomos nas trés populagbes de
Astyanax scabripinnis estudadas, com a presenga de um macrocromossomo
supranumerario polimoérfico nessas populagées. Os achados corroboram com a maioria
dos dados da literatura para este complexo de espécies (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2000; MAISTRO; OLIVEIRA;
FORESTI, 2000; MANTOVANI et al., 2000; FERRO et al., 2001; MOREIRA-FILHO et
al., 2001; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 2003; VICARI et al., 2008a; NEO; SANTOS
et al., 2012). Ainda foi possivel constatar diferencas entre as férmulas cariotipicas das
diferentes populagbes sugerindo que a condicdo de alopatria dos isolados
populacionais facilita a fixagdo de rearranjos cromossOémicos no complexo A.
scabripinnis (MOREIRA-FILHO et al.,, 2004) seguindo trajetos independentes na
diferenciagcdo cromossémica (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991).

Em A. scabripinnis € comum a ocorréncia de mdultiplos sitios de RONs, como
descrito por Ferro et al. (2001), onde populacdes pertencentes a regiao de Campos do
Jorddo (SP) apresentaram o par submetacéntrico nimero 10 como o principal
organizador nucleolar carregando a RON no braco curto. A situacédo verificada no
presente estudo é bastante diversa. Enquanto a coloracdo com prata evidencia um
anico par cromossdmico com RONSs ativas em todas as populagbes, a FISH permitiu
localizar sitios multiplos de DNAr 18S, incluindo aquele das RONs ativas, em duas das
populacdes (Cérrego Lavrinha e Corrego Tatupeba). Esta situacdo, que é polimoérfica
nessas populacfes, sugere que alguns sitios de DNAr 18S ndo estejam ativos, ao
menos nas condicdes de andlise do presente estudo. Somente a populacdo do
Ribeirdo Grande possui um unico par cromossémico com genes ribossomais 18S,
devendo ser esta uma condicdo plesiomorfica a ser considerada sobre origem e
dispersdo do DNAr 18S em A. scabripinnis. Variacdes e polimorfismos relacionados as
RONs sao comuns em peixes. Gross et al. (2010) estudando trés espécies de peixes
ciclideos do género Symphysodon demonstrou variacdo intraespecifica e
interespecifica quanto a localizagcdo dos sitios de rDNA 18S, onde a impregnagao por
prata revelou sistemas multiplos de RONs. Essa variacdo é explicada e pode estar
associada a atividade de cistrons ribossomais, segundo 0s autores.

O retrotransposon LINE com sequéncias de DNA classificadas como

altamente ou moderadamente repetitivos foram descobertas com base na cinética
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de reassociacdo DNA C-1. Grandes quantidades de DNA repetitivo no genoma dos
eucariotos séo devido ao acumulo de elementos transponiveis, que podem participar
da regulacdo epigenética, tendo impacto na estabilidade e evolu¢cdo gendmica
(JURKA et al., 2007). E documentado que elementos transponiveis s&o
responsaveis por variacbes genéticas e por provocar rearranjos cromossémicos
(duplicagBes génicas, delecbes, inversdes e translocagbes). A manutencdo da cépia
ndo alterada do gene reduz os efeitos deletérios das mudancas causadas pelos
elementos transponiveis, permitindo a evolucdo e fixacdo destes elementos no
genoma dos organismos (MILLER, MCDONALD; PINSKER, 1997). E bem provavel
gue essa seja uma condicdo vantajosa as espécies do complexo A. scabripinnis, que
sao tipicamente isoladas em demes populacionais e deveria sofrer com a eroséo
genética e perda de variabilidade, o que nédo foi observado até o momento.

O DNA repetitivo LINE, aqui descrito pela primeira vez em A. scabripinnis,
possui distribuicdo dispersa pelos cromossomos do complemento A e bastante
conspicua no cromossomo B, enquanto a sequéncia As51 possui um padrdo de
localizac&o variavel entre as populacdes, embora sensivelmente mais concentrada
em alguns cromossomos do que o LINE. Contudo, esses DNAs repetitivos estdo
intimamente associados no cromossomo B, e essa deve ser uma caracteristica
anterior a sua origem pela formacéo de um isocromossomo a partir de um elemento
do complemento padrao (MESTRINER et al., 1999; VICARI et al., 2011). Uma
correspondéncia bastante interessante também ocorre em relacdo a co-localizacéo
de alguns cistrons de DNAr interespacados com sequéncias As51, como
anteriormente descrito para Astyanax janeiroensis (VICARI et al., 2008b; BARROS
et al.,, 2011), e também interespacados ao LINE agora também descrito em A.
scabripinnis do Cérrego da Fazenda Lavrinha.

A co-localizacdo do DNA satélite As51 com os sitios de DNAr maior,
evidenciado por Vicari et al. (2008b) em A. janeiroensis foi proposta como uma
invasdo do As51 em alguns clusters do DNAr 18S, sendo responsavel pelo
silenciamento génico destes cistrons invadidos. No presente caso, ndo houve
evidéncias diretas de silenciamento do DNAr maior quando co-localizado com o
As51, visto que ao menos um par cromossdmico de cada populacdo analisada se
manteve com RONs ativas marcadas pela prata, mesmo sendo estas sinténicas e

co-localizadas ao As51.
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De acordo com Zhang, Eickbush, M. e Eickbush, T. (2008) regides de DNAr
sdo considerados nichos ideais para sobrevivéncia e manutencdo de elementos
transponiveis, com envolvimento na regulagcdo desses genes. A maioria dos
elementos transponiveis atingem regides de heterocromatina (DIMITRI;
JUKANOVIC; ARCA, 2003). Regibes como essa, assim como centrdmeros e
teldbmeros séo lugares que possuem baixo nimero de genes e recombinacao baixa
e/ou suprimida (REBUZZINI et al., 2009) sofrendo poucas mudancgas, assim existem
poucas chances de que 0s elementos repetitivos que se instalem nessas regifes
sejam eliminados pela recombinacéo (SZAUTER, 1984). Pieczarka e Mattevi (1998)
afirmam que LINEs e SINEs estdo distribuidos pela eucromatina. No presente
trabalho as marcagfes do LINE foi observada inclusive em regides eucrométicas,
além de sua predominancia em regifes de heterocromatina e teloméricas. Condicao
evidenciada também em outros trabalhos onde ocorre a presenca de elementos
mobveis em regides de eucromatina. Isso sugere que a eucromatina tolera a
presenca desses elementos, como no gafanhoto Eyprepocnemis plorans, tal
condicdo é considerada ancestral para a espécie (MONTIEL et al., 2012).

Nos trabalhos de Abel, Mantovani e Moreira-Filho (2006) e Kantek et al.
(2009), diferentes espécies de Astyanax evidenciaram o DNA satélite As51 em
regides heterocrométicas localizadas intersticialmente e em blocos terminais de
cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos, também apresentando marcacdes
em cromossomos B. No presente estudo, a sequéncia do DNA satélite As51 foi
localizada em regides terminais de cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos,
além de marcacfes em cromossomos submetacéntricos de A. scabripinnis do
Cérrego da Fazenda Lavrinha. Com isso, amplia-se o quadro de dispersao
cariotipica dessa sequéncia em espécies do complexo A. scabripinnis também para
cromossomos de dois bracos, reforcando a hipotese de que este DNA repetitivo, que
tem homologia com o retrotransposon RT2 de Anopheles gambiae (MESTRINER et
al., 1999) tenha, provavelmente, envolvimento na diversificagdo cariotipica em
Astyanax.

Em sintese, a condicdo mais intrigante encontrada no presente estudo foi a
intima co-localizacdo de diferentes classes de DNAs repetitivos, expressos
(unidades repetitivas ribossomais) e nao codificantes. E que embora sugiram
diferentes situagbes relacionadas a evolucdo do genoma e do cariotipo, ainda

deixam em aberto muitas questdes sobre aspectos funcionais.
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Figura 1 — Cariétipos de Astyanax scabripinnis com metafases submetidas a FISH com sondas de
DNAr 18S (vermelho) e de DNA satélite As51 (verde) com as respectivas RONs das populacdes; a)
Cérrego da Fazenda Lavrinha; b) Ribeirdo Grande e ¢) Corrego Tatupeba. Barra: 10 um.
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Figura 2 — Alinhamento das sequéncias dos clones do produto do C.t-1 com a sequéncia Unal?2 da
Anguilla japonica; a) clone 13 e b) clone 16. As bases em vermelho sado idénticas.
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Figura 3 — Gel de agarose 1%. Resultado da PCR utilizando os primers de LINE construidos a partir
do alinhamento das sequéncias.




43

Figura 4 — Hibridac&o in situ fluorescente com a sonda do LINE (vermelho) em metafases de A.
scabripinnis das respectivas populacdes; a) Cérrego da Fazenda Lavrinha; b) Ribeirdo Grande e c)
Maringa. Barra: 10 um.




Figura 5 — Double FISH realizada com sondas de DNA repetitivo em fémeas portadoras de
cromossomos B; a) LINE (vermelho) + DNA satélite As51 (verde); b) LINE (vermelho) + DNAr 5s
(verde) e c¢) LINE (vermelho) + DNAr 18S (verde). Barra: 10 um.
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Figura 6 — Double fiber- FISH em fibras cromatinicas estendidas de A. scabripinnis utilizando sondas
de LINE (vermelho) e DNA satélite As51 (verde); a) LINE; b) As51; c) LINE + As51 e d) LINE + As51
+ DAPI. Barra: 10 pm.
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Conclusdes

¢ No presente trabalho as trés popula¢des analisadas de Astyanax scabripinnis
- provenientes da bacia do rio Paraiba do Sul — SP (Ribeirdo Grande e Cérrego da
Fazenda Lavrinha) e da bacia do rio Ivai — PR (Cdérrego Tatupeba) — apresentaram
namero diploide de 50 cromossomos com alguns individuos carregando um
cromossomo B metacéntrico;

e A coloragdo com prata evidenciou um Unico par cromossdmico com RONs
ativas em todas as populacdes, enquanto a FISH permitiu localizar sitios multiplos
de DNAr 18S, incluindo aquele das RONs ativas nas populacdes do Coérrego
Lavrinha e do Corrego Tatupeba. Somente a populacdo do Ribeirdo Grande possui
um Unico par cromossdmico com genes ribossomais 18S, devendo ser esta uma
condicao plesiomoérfica a ser considerada a origem que permitiu a dispersdo do
DNAr 18S em A. scabripinnis;

¢O mapeamento do DNA satélite As51 com a deteccdo das RONs néo
apresentou evidéncias diretas de efeito de silenciamento do DNAr maior, mesmo
sendo estas sinténicas e co-localizadas ao As51;

e Na populagdo do Corrego da Fazenda Lavrinha, o DNAr 5S foi localizado
nos cromossomos submetacéntricos 5 e 6, em regido terminal e proximal,
respectivamente;

¢ O isolamento de sequéncias repetitivas através da técnica do Cot-1 permitiu
isolar e clonar sequéncias homdlogas com o retrotransposon pertencente a
superfamilia LINE, UnalL2 da Anguilla japonica, apresentando marcagcdo em regides
centroméricas e teloméricas dispersa pelos cromossomos A e também no
cromossomo B, quando submetidas a FISH. O DNA satélite As51 apresentou um
padrdo variavel de localizacdo mais conspicua em alguns cromossomos, mas
intimamente ligada com o cromossomo B. A técnica da fiber-FISH mostrou sinais
interespacados entre esses dois DNAs repetitivos.

¢ Os estudos de localizacao fisica e também funcional desses DNAS repetitivos
em A. scabripinnis auxiliam no esclarecimento da importancia desses na evolucao

do genoma e da diversificagao cariotipica em peixes.
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5 - Anexos

5.1 — Protocolos — Citogenética Convencional

5.1.1 - Obtencdo de metafases mitdéticas — método direto (BERTOLLO;
TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978)

1. Injetar intraperitonealmente colchicina 0,0025% na proporc¢éo de 0,1 ml para cada
100 g de massa corpoérea do animal;

2. Deixar o peixe em aquério bem aerado por 40 minutos. Em seguida sacrifica-lo e
retirar a porgédo anterior do rim transferindo-a para uma solucéo hipoténica de KCI
0,075 M (6-8 ml);

3. Divulsionar bem o material com o auxilio de uma seringa de vidro até o material
ficar homogéneo. Retirar o sobrenadante (suspenséo celular) com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e colocar em tubo de centrifuga;

4. Incubar a suspenséo celular obtida em estufa a 37 °C por 20 minutos;

5. Pré-fixar com 6 gotas de Fixador Carnoy recém-preparado - metanol: acido
acético (3:1) e ressuspender o material pipetando bem devagar;

6. Deixar descansar por 5 minutos;

7. Centrifugar por 10 minutos a 900 rpm. Desprezar o sobrenadante e completar
para 6 ml com fixador pipetando e homogeneizando novamente;

8. Centrifugar durante 10 minutos a 1.000 rpm, desprezar o sobrenadante e
completar novamente para 6 ml de fixador, repetindo essa lavagem por mais duas
vezes;

9. Apos a ultima lavagem, diluir o material acrescentando fixador, de forma que este
apresente um aspecto um pouco turvo;

10. Preparar as laminas que deveréo estar previamente aquecidas em banho-maria
a 60°C.

11. O material deveréa ser guardado em tubos e mantidos em freezer a - 20°C.

5.1.2 — Método de coloracdo com Giemsa

As andlises e preparacdes das laminas preparadas com suspensao celular

foram coradas com solucdo do corante Giemsa, diluido em tampé&o fosfato pH 6,8
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(KH2PO4 + Na;HPO,4) 5% a 7 minutos e em seguidas lavadas com agua corrente e

secadas ao ar.

5.1.3 — Coloracéo das regifdes organizadoras de nucléolo - Ag-RONs (HOWELL;
BLACK, 1980)

1. Em laminas preparadas para a obtencdo de cromossomos mitéticos pingar uma
gota da solucdo coloidal reveladora (1 g de gelatina dissolvida em 50 ml de agua
destilada com 0,5 ml de acido férmico) e duas gotas da solucdo de nitrato de prata
(1 g de AgNOs dissolvida em 2 ml de 4gua destilada) sobre a l[amina;

2. Colocar a laminula em cima da solucéo;

3. Levar a lamina a estufa a 60 °C até que atinja uma colora¢cdo marrom-dourada;

4. Lavar a lamina com agua corrente e secar ao ar;

5. Se necessario, corar com Giemsa diluida a 1% em tampéo fosfato pH 6,8 durante
30 s aproximadamente.

5.1.4 — Identificagcdo cromossémica

A identificacdo cromossdmica para montagem dos cariétipos foi proposta por
Levan et al. (1964) e é baseada nos critérios da relacdo de bracos (RB). Foram
entdo classificados em metacéntricos (m) (RB = 1,00 a 1,70); submetacéntricos (sm)
(RB = 1,71 a 3,00); subtelocéntricos (st) (RB = 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB >
7,00). As metéfases foram capturadas pelo sistema de captura de Imagens CCD
Olympus DP 71® e software DP-Controller versdo 3.2.1.276.

5.2 — Protocolos — Citogenética molecular

5.2.1 — Extracdao de DNA gendmico método CTAB (MURRAY; THOMPSON,

1080) com modificagcdes

1. Preparar o tampéo CTAB para um volume final de 15 ml seguindo a formulacéo:
6 ml de CTAB 5% (concentracéao final 2%);

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

3 ml de EDTA 0,5M (concentracéo final 0,1M);
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3 ml de TRIS-HCL 1M pH 8,0 (concentracéo final 0,1M).

Guardar em temperatura ambiente.

2. Processo de extracdo: Colocar o tecido muscular picotado em um tubo, adicionar
360 pl de tampdo sem CTAB; 13 pl de proteinase K (10 mg/ml) e 5 pl de B-
mercaptoetanol. Por altimo, adicionar 240 ul do tampéo CTAB preparado;

. Deixar o tecido overnight a 55 °C (banho) até que esteja totalmente digerido.

. Adicionar 600 pl de cloroférmio;

. Agitar durante 5 min (vértex suave). Centrifugar a 8.000 rpm por 5 min;

. Retirar sobrenadante e transferir para novo tubo;

. Adicionar 600 pl de etanol absoluto (100%) e deixar a -20 °C por 2 horas;

0 N oo 00 b~ W

. Centrifugar a 14.000 rpm por 15 min a 11 °C. Descarta-se sobrenadante;

9. Lavar o pellet com 500 pl de etanol 70%. Centrifugar por 2 min (14.000 rpm 11 °C)
e retirar sobrenadante;

10. Secar na estufa a 37 °C;

11. Adicionar 15 pl de H,O + 5 pl RNAse (10 mg/ml): deixar durante 1 hora a 37 °C;

depois durante 15 min a 65 °C.

5.2.2 - Isolamento de sequéncias repetitivas obtidas pela cinética de
reassociacdo do DNA (Cot-1) (ZWICK et al., 1997)

1. Diluir o DNA genbmico a 100-500 ng/ul em 0,3M NacCl;

2. Colocar 500 pl em tubos de 1,5 mi;

3. Autoclavar por 3 a 5 min a 1.0 atm/120 °C;

4. Aplicar 3 pl do DNA autoclavado em gel de agarose 1% para checar se o tamanho
dos fragmentos obtiveram entre 100 e 1.000 pb;

5. Desnaturar 3 aliguotas — tubos 0, 1 e 5 — com 50 pl do DNA autoclavado em
banho a 95 °C por 10 min;

6. Passar os tubos para o gelo por 10 s, o tubo 0 é tratado imediatamente com S1
nuclease e colocar os tubos 1 e 5 para renaturacao;

7. Ap6s 1 min, retirar o tubo 1 e tratar com S1 nuclease e apds 5 min, retirar o tubo 5
e tratar com S1 nuclease;

8. Para o tratamento com S1 nuclease, usar 1U da enzima para 1 pg de DNA e usar
5,5 ul de tampé&o 10x para o volume final de 50 pl;

9. Incubar a 37 °C durante 8 min;
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10. Congelar imediatamente em nitrogénio liquido;

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

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

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

14. Deixar no freezer a -80 °C por 30 min;

15. Centrifugar por 15 min a 18,75x1011g a 4 °C. Secar e ressuspender em 50ul de
agua miliQ autoclavada,;

16. Checar o DNA em gel de agarose 1%.
5.2.3 - Clonagem

1. O produto do Cqt-1 foi ligado ao plasmideo pMOS (Amersham Biociences) para
posterior transformacado de células competentes de Escherichia coli DH5a (Gibco.Brl
Life Technologies), segundo as instru¢des do fabricante;

2. Em um tubo de 0,5 ml, adicionar 3 ul do inserto de interesse (fragmento de DNA),
1 ul de T4 DNA ligase, 5 ul de tampéo de reagédo 2x, 1 ul do plasmideo pMOS (54
ng/ul);

3. Misturar cuidadosamente com uma micropipeta e incubar a reacdo a 4°C durante
12-16 horas;

4. Descongelar as células competentes em gelo;

5. Aliquotar 50 ul das células competentes e transferir para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e manter em gelo;

6. Recolocar o restante das células competentes em freezer —=70°C;

7. Adicionar 4 ul do produto de ligacao (inserto-plasmideo) ao tubo contendo os 50 pl
de células competentes, misturando cuidadosamente com uma micropipeta;

8. Manter o tubo em gelo por 30 minutos;

9. Aplicar um choque térmico de 20 segundos em banho-maria a 37°C;

10. Colocar o tubo imediatamente em gelo e manter por 2 minutos;

11. Adicionar ao tubo 950 ul de meio liquido LB (peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato
de levedura 0,5%) a temperatura ambiente e agitar a 225 rpm por uma hora a 37°C;
12. Centrifugar por 10 segundos a 14000 rpm e descartar parte do sobrenadante;

13. Espalhar 150 ul do produto de transformacdo em placas de Petri estéreis
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contendo meio sélido LB (peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato de levedura 0,5%, agar
1,5%, ph 7,5), contendo 2 ul de ampicilina (50 mg/ml) por mililitro de meio LB e 50 pl
de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside) (50 mg/ml);

14. Incubar as placas com o meio voltado para baixo overnight a 37 °C.

15. As colbnias brancas seréo transferidas para tubos de 15 ml contendo 4 ml de
meio LB liquido acrescido de ampicilina com ajuda de palitos ou ponteiras de
micropipeta autoclavados;

16. Os tubos com as bactérias serdo mantidos overnight sob agitacao (300 rpm) a
37 °C;

17. Transferir 0,8 ml do meio com as bactérias para tubos de microcentrifuga de 1,5
ml contendo aproximadamente 200 ul de glicerol estéril;

18. O material deve ser homogeneizado e armazenado a —70 °C.

5.2.4 - Purificacdo de fragmentos DNA de gel de agarose

A purificacdo dos fragmentos de DNA de interesse de gel de agarose foi
realizada utilizando o kit High Pure PCR Cleanup Micro Kit (GE Healthcare
Amersham Biosciences), seguindo as especificagcbes do fabricante, conforme
descrito a seguir:

1. Isolar a banda de interesse com bisturi ou lamina estéril;

2. Pré-pesar o eppendorf vazio (1,5 ml);

3. Pesar o tubo com o gel recortado e determinar o peso do gel;
4. Adicionar 300 ul de binding buffer para cada 100 mg de gel,
5. Dissolver o gel:

Vortexar 15-30 s para ressuspender o gel no binding buffer;
Incubar a suspenséao por 10 min a 56°C (estufa das vidrarias);
Vortexar o tudo a cada 2-3 min durante a incubacao;

6. Depois de o gel estar completamente dissolvido:

Adicionar 100 ul de binding enhancer para cada 100 mg de agarose;
Vortexar,

Centrifugar;

7. Inserir um High Pure Filter Tube em um tubo coletor;

Com uma pipeta transferir a amostra para o reservatorio;
Centrifugar 30-60 s a 8.000 rpm;
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8. Tirar o filter tube e descartar o flow- through. Retornar o filter tube no mesmo tubo
coletor;

9. Adicionar 400 pl de Wash Buffer e centrifugar por 30-60 s 8.000 rpm,;

10. Descartar o flow- through. Retornar o filter tube no mesmo tubo coletor;

11. Adicionar 300 pL de Wash Buffer e centrifugar por 30-60 s 8.000 rpm;

12. Descartar o flow- through. Retornar o filter tube no mesmo tubo coletor;

13. Centrifugar 1 min na velocidade méaxima;

14. Descartar o flow- through e o tubo coletor;

15. Conectar o filter tube em um novo tubo coletor;

16. Adicionar 20 pl de Elution Buffer no centro do filter tube e centrifugar 1 min 8.000
rpm;

Foi estimada a concentracdo do produto final através da utilizacdo do NanoVue
(GE).

5.2.5 - Sequenciamento de DNA

Devido a nao disponibilidade de equipamento, as sequéncias nucleotidicas
foram realizadas mediante servico de contratacdo de terceiros, pessoa juridica.

O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse e dos fragmentos de
DNA foi realizado utilizando o kit DYEnamic ™ ET Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences®), segundo as instrucdes do fabricante. As amostras a
serem sequenciadas foram preparadas com 30 a 60 ng de produto purificado, 100

pmol de primer e agua estéril (volume necessario para 6,0 pl de reacao final).

5.2.6 - Analise das sequéncias nucleotidicas

Para identificacdo de possiveis homologias de genes, as sequéncias
nucleotidicas foram submetidas a buscas online através do Genetic Information
Research Institute “Repbase”, “website” (http://www.girinst.org/). As sequéncias
foram editadas e alinhadas online através do Multiple sequence alignment
(CORPET, 1988), “website” (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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5.2.7 - Marcacéao das sondas

As sondas As51, DNAr 18S e DNAr 5S foram marcadas pela técnica de nick
translation, utilizando os compostos biotina 14 - dATP (Bionick Labeling System -
Invitrogen) ou por PCR utilizando concentracdes adequadas de dNTPs e um dNTP
acoplado a uma molécula repérter (biotina 14 dATP, Invitrogen®). O LINE e o DNAr

18S foram marcados utilizando a digoxigenina 16 — dUTP (Dignick mix - Roche®).

5.2.8 - Hibridacdo florescente in situ (FISH) (PINKEL et al.,, 1986) com

modificacoes

HibridacbGes foram realizadas sobre condi¢des de alta estringéncia (77%).
Preparacao das laminas

As laminas, contendo as preparagbes cromossOmicas, foram lavadas em
PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de
etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com
solugdo de RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora, em camara umida a 37°C, lavadas
duas vezes em solucdo de 2xSSC, por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em
seguida a fixacdo com formaldeido 1% / PBS 1x / MgCl, 50mM, por 10 minutos, a
temperatura ambiente, lavagem em PBS 1x por 5 minutos e desidratacdo em série
de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a temperatura ambiente. As
laminas foram entéo tratadas com formamida 70% dissolvida em 2xSSC, a 70°C, por
5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5

minutos cada banho.

Hibridac&o e deteccao dos sinais correspondentes

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 ul da solucédo de hibridagao
permanecendo overnight a 37°C, em camara umida contendo solucédo de 2xSSC pH
7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solucdo de formamida
15% em 0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C. Em seguida foram lavadas em
Tween 20, por 5 minutos, incubadas em tampao NFDM a 5%, por 15 minutos. Apos,
as laminas foram lavadas com Tween 20, cinco minutos cada. Para a deteccdo da

sonda, foram colocados sobre as laminas 90ul de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil
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Cianato-avidina conjugada) a 0,25ug/ul, permanecendo por 1 hora a 37°C, em
camara umida. As laminas foram lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada.
Em seguida a desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura
ambiente, 5 minutos em cada banho. Os cromossomos foram contra corados com

DAPI (0,2 pg/ml) diluido em uma solugéo antifade (Fluka).

5.2.9 — Fiber- FISH (BARROS et al., 2011)

1. Gotejar sobre as laminas de microscopia, as preparacdes cromossomicas;
2. Lavar em tampédo PBS (phosphate buffered saline) por 2 minutos a temperatura
ambiente (25°C);
3. Na parte superior da lamina adicionar solucdo de hidroxido de sodio 0,15 M/etanol
30% para posterior arrasto utilizando uma lamina de vidro com inclinacdo de 30 a
45°;
4. Aplicar 500 pl de etanol 100%, mantendo a lamina inclinada até completa
evaporacao.
As laminas tratadas foram posteriormente submetidas a FISH de acordo com

o protocolo de Pinkel et al. (1986).

As preparacfes cromossdmicas submetidas a FISH e fiber FISH foram analisadas
em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados Olympus Bx41. As
imagens foram capturadas com utilizacdo do software Image Pro Plus - CoolSNAP-

pro (Media Cybernetic) em Camara de Captura Olympus DP71 12 mp.



