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RESUMO

Gymnotus (Gymnotiformes) € um género de peixes elétricos que utilizam descargas de baixa
intensidade para comunicacdo e predacdo. Esse grupo possui uma grande diversidade
cariotipica de nimero dipldide (2n) variando de 34 até 54 cromossomos. As sequéncias
repetitivas sdo importantes marcadores que podem auxiliar na compreensdo da evolucao
cariotipica dasespécies, em especial das cripticas, como 0 Gymnotus carapo. Visando entender
a estrutura cariotipica e a evolugdo do grupo, foram realizados estudos citogenéticos utilizando
FISH com sondas sSnRNA U2, sequéncias teloméricas, rDNA 5S e rDNA 18S em amostras de
Gymnotus coletadas na APA da llha do Combu, Belém, Para, Brasil. Os resultados mostram
que Gymnotus carapo “Comb0” possui 2n = 42 e formula cariotipica de 32 m/sm e 10 st/a. A
heterocromatina constitutiva ocorrena regido centromérica dos cromossomos, com pequenas
faixas intersticiais em alguns cromossomos. O rDNA 18S é encontrado em um Gnico par
metacéntrico naregido proximal dobraco longo. O rDNA 5S também é encontrado em um Gnico
par metacéntrico na regido proximal do braco longo. O snRNA U2 foi evidenciado na regido
centromérica de um par metacéntrico. As sequéncias teloméricas ocorrem na regido distal de
todos os cromossomos, sendo encontradas sequéncias intersticiais em um par metacéntrico e um
par acrocéntrico. Estes resultados mostram que a espécie se encontra em processo de
diversificacdo, evidenciado pelosdiversos rearranjos ocorridos , pela diversidade no 2n e na

marcacao dos sinais que ocorre no grupo.

Palavras-Chave: Citogenética; DNA repetitivo; Espécie Criptica; Gymnotus carapo.



ABSTRACT

Gymnotus (Gymnotiformes) is a genus of electric fish that use low-intensity discharges for
communication and predation. This group has a great karyotypic diversity with a diploid
number (2n) ranging from 34 to 54 chromosomes. Repetitive sequences are important markers
that can help in understanding the karyotypic evolution of species, especially cryptic ones, such
as Gymnotus carapo. Aiming to understand the karyotypic structure and evolution of the group,
cytogenetic studies were carried out using FISH with U2 snRNA probes, telomeric sequences,
5S rDNA and 18S rDNA on Gymnotus samples collected in the APA of Ilha do Combu, Belém,
Pard, Brazil. The results show that Gymnotus carapo “Combu” has 2n = 42 and a karyotypic
formula of 32 m/sm and 10 st/a. Constitutive heterochromatin occurs in the centromeric region
of chromosomes, with small interstitial bands on some chromosomes. The 18S rDNA is found
in a single metacentric pair in the proximal region of the long arm. The 5S rDNA is also found
in a single metacentric pair in the proximal region of the long arm. The U2 snRNA was
evidenced in the centromeric region of a metacentric pair. Telomeric sequences occur in the
distal region of all chromosomes, with interstitial sequences being found in a metacentric pair
and an acrocentric pair. These results show that the species is in a process of diversification,
evidenced by the various rearrangements that have occurred, the diversity in 2n and the marking

of signals that occurs in the group.

Keywords: Cytogenetics; repetitive DNA; Cryptic Species; Gymnotus carapo.
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1. INTRODUCAO

Os peixes séo vertebrados extremamente diversos, de importante utilizagdo para o
entendimento do processo evolutivo como um todo. Dentre esta classificacdo, 0s peixes de dgua
doce acumulam uma grande quantidade de mudancas e tragos evolutivos especificos, pois aliado
ao processo evolutivo ja conhecido, ha a interagdo das mudancas geograficas que aconteceram
durante a histéria geoldgica terrestre (Goldblatt, 1993).

As linhagens das trés principais ordens de peixes amazonicos sdo 0s Characiformes,
Siluriformes e Gymnotiformes. Estas linhagens evolutivas sdo pertencentes a histéria de
conformacédo da Gondwana e a mais recente formacao da Cordilheira dos Andes (Ribeiro, 2006;
Dagosta, De Pinna, 2017). Dessa forma abrangendo uma grande diversidade de caracteristicas
em espécies conhecidas atualmente, mas que perpassou por demasiados eventos evolutivos
(Dagosta & Pinna 2018).

Os peixes neotropicais sdo responsaveis por 13% da biodiversidade de vertebrados
sendo 0s que apresentam a maior taxa de variacdo genética (Lowe-Mcconnell, 1999; Agostinho
et al., 2005), garantindo a América do Sul uma concentracdo de pool genético muito grande,
sendo facilmente encontrado variac6es cariotipicas distintas nas espécies. Segundo Lewinsohn
e Prado (2002), apenas 10% de espécies da fauna, flora e de microorganismos da biodiversidade
do Brasil sdo conhecidas, apresentando um grande nimero de espécies a serem descobertas.
Nesse sentido, a utilizacdo de marcadores genéticos nessas familias, possibilitam uma melhor
caracterizacao do cariotipo das espécies e auxiliam no entendimento do processo evolutivo de
cada espécie.

O avango das técnicas de citogenética molecular tém possibilitado uma ampliacao
da compreensdo da evolucdo e organizacdo do genoma em peixes, permitindo-nos obter
informacGes mais detalhadas sobre varios aspectos das questdes evolutivas. Com a citogenética
é possivel constatar a ocorréncia de espécies cripticas, que seriam espécies morfologicamente
indistinguiveis, mas geneticamente sdo incompativeis, como se propde em Gymnotus carapo
(Milhomem et al., 2008; Nagamachi et al., 2010; da Silva et al., 2019; Machado et al., 2022).
Estes resultados demonstram a importancia da citogenética como ferramenta auxiliar para uma
melhor

compreensdo da variabilidade cromossémica, como demonstrado em G. carapo
(Fernandes- Matioli et al., 1998; Milhomem et al., 2008; Utsunomia et al., 2018).

1.2. Ordem Gymnotiformes



A ordem Gymnotiformes representa um grupo de peixes neotropicais que
abrange276 espécies distribuidas em cinco familias validas que habitam desde os Pampas da
Argentina até Chiapas no México (Tagliacollo et al., 2016).: Gymnotidae, Hypopomidae,
Rhamphichthyidae, Sternopygidae e Apteronotidae (Alves-Gomes et al., 1995; Albert &
Campos-da-Paz,1998; Albert & Crampton, 2005; Tagliacollo et al., 2016; Fricke, R.et
al., 2023).

Geralmente habitam riachos, pantanos, areas costeiras e corregos, ricos em plantas
aquéticas e com baixa luminosidade. Os géneros Gymnotus e Brachyhypopomus comumente
se encontram em planicies aluviais (Albert and Crampton, 2001; Crampton, 1996, 1998;
Tagliacollo et al., 2016).

Figura 1 - Distribuicdo de peixes Gymnotiformes na América Central e do Sul.

Os Gymnotiformes apresentam a capacidade de gerar e utilizar campos elétricos,
tanto para eletrolocalizacdo de objetos e outros organismos, quanto para a interacdao social,
através de 6rgados elétricos (OES) e de eletroreceptores (formado por células musculares
diferenciadas) que se encontram distribuidos pelo corpo (Albert and Crampton, 2005b; VVon Der
Emde, 2013). Além disso, possuem 0rgdos eletroreceptores sensoriais que percebem diferencas
de voltagens no ambiente externo (Caputi et al., 2005).

O corpo dos Gymnotiformes é especializado e em associacdo com a eletro-recepgdo (Albert,



2001), s@o morfologicamente diferenciados por possuirem o corpo delgado e comprimido (ha
maioria das espécies) ou cilindrico (Gymnotidae), nadadeira anal bastante desenvolvida, com
mais de 100 raios que lhes permitem nadar para frente e para trds através de movimentos
ondulatérios, nadadeira caudal reduzida ou ausente (Apteronotidae) e auséncia de nadadeira
dorsal (Albert and Crampton, 2005).

Figura 2 - Figura representativa do campo eletrostatico gerado pelos Gymnotiformes.

Fonte: Krahe (2004). Nature Reviews Neuroscience

1.3 O Género Gymnotus

Gymnotus é um género monofilético de ampla distribuicdo na América do Sul, com
maior ocorréncia na Bacia Amazdnica, podendo também ser encontrado em assembléias
simpatricas, composto por grupos de espécies ndo monofiléticas (Albert et al., 2005). Apesar
da simpatria, as espécies podem ndo se reproduzir devido a barreiras pos-zigoticas, pré-
zigoticas e isolamento causado pelas formas da onda elétrica que sdo espécie-especificas,
colaborando para o processo de especiacdo (Crampton et al., 2011; Crampton, 2006).

Sé&o descritas 50 espécies atualmente e se caracteriza como o género mais especioso da
ordem (Ferraris Jr. et al., 2017; Craig et al., 2018a, 2018b; Campos da Paz and de Santana,
2019; Fricke et al., 2023). Sao utilizados como isca viva na pesca esportiva, sendo a mais

escolhida pelas espécies de peixes consideradas nobres, como 0s piscivoros de grande porte,
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principalmente o dourado (Salminus maxillosus) e até peixes onivoros como 0s Brycons sp.

(piracanjuba, matrinxa) (Ushizima & Bock, 2000).

A citogenética de peixes constitui-se em um campo de estudo que tem fornecido

informacdes importantes a respeito da evolugcdo cariotipica e compreensdo da fixacdo de

rearranjos cromossdmicos. Além disso, tem contribuido para o maior conhecimento da

diversidade ictioldgica auxiliando na citotaxonomia do grupo e na identificagdo de espécies

cripticas (Bertollo, Moreira-Filho, Takahashi 1978; Milnomem et al., 2008; Nagamachi et al.,

2010). Os dados citogenéticos do género mostram uma grande variagdo cromossdmica entre

2n= 34 até 2n= 54 cromossomos (Tabela 1).

Tabela 1- Variacdo cromossdmica no género Gymnotus

rDNA Tcl/mari U2
Espécie 2n FC NOR 18S rDNA 5S ner snDNA  Referéncia
2Am/sm+ Milhomem
Gymnotus arapaima 44 20st/a 19p 19p - - - etal.
(2012b)
. 30m/sm+ . - - Almeida et
Gymnotus bahianus Q36 Bst 7p int 7p int 9p int - - al. (2015)
. 32m/sm+ . - - Almeida et
Gymnotus bahianus 337 Bt 7p int 7p int 9p int - al. (2015)
Foresti et al.
Gymnotus carapo 54 54m/sm - - - - - (1984)
GVMNOLUS CArano 59 50m/sm+ i i i i i Foresti et al.
y P 2st/a (1984)
GVMNOLUS Carano 48 34m/sm+ i i i i i Foresti et al.
y P 14st/a (1984)
Gymnotus carapo 42 32{8@? - 1 par 7 pares - - Claro (2008)
Fernandes-
Gymnotus carapo 54 52?5 /ts/;n+ 1p - - - - Matioli et al.
(1998)
30m/sm+ Milhomem
Gymnotus carapo 42 19st/a 20p - - - - et al. (2007)
28m/sm+ Milhomem
Gymnotus carapo 40 12st/a 20p - - - - et al. (2008)
36m/sm+ Utsunomia
Gymnotus carapo 42 Bst/a - - 39 - 1q et al. (2014)
Utsunomia
Gymnotus carapo 42 - - - - - - et al. (2018)
Gymnotus cf. carapo 54 502;/,3;“ " 1p int l1pint 15 pares - - S;é(:(g%elttlla(;t



Tabela 1- Variagdo cromossémica no género Gymnotus

(Continuacéo)

rDNA Tcl/mari uz2
Espécie 2n FC NOR 18S rDNA 5S ner SnDNA  Referéncia
Gymnotus carapo 30m/sm+ 8q int, da Silva et
‘Cataldo’ 40 10st © 1M g - al. (2014)
1 prox,
6q dist,
7p term,
Gymnotus carapo 30m/sm+ i 10p prox, i i da Silva
Maranhéo’ 42 Tiostiaa 20pterm 320 term, (2015, 2019)
18p term,
19p term
+ 7 pares
Milhomem
Gymnotus capanema 34 201r2/i/m+ 15p 15p - - - et al.
sta (2012a)
20m/sm+ Utsunomia
Gymnotus capanema 34 14st/a - - - - - et al. (2018)
. 24m/sm+ 4,5, 9, - . Machado et
Gymnotus coatesi 50 26stla 13, 18,22 21 sitios  17q int - - al. (2017)
Gymnotus coropinae Q50 282r2§[/r2+ - 18p term 15qterm - - iell S(%i f)t
Gymnotus coropinae 349 262r2§/r2+ - 18p term 15q term - - iell S(%i f)t
Gymnotus cuia 54 - - - - - - eLthlu rzg?;llg)
Fernandes-
__ Gymnotus 52 S0m/sm+ 23p - - - - Matioli et al.
inaequilabiatus 2st/a (1998)
Gymnotus 52m/sm+ . . Scacchetti et
inaequilabiatus 54 2st/a 1p int lpint 17 pares ) ) al. (2011a)
Gymnotus 52m/sm+ Utsunomia
inaequilabiatus >4 2st/a i i 13 pares i 5] et al. (2014)
. . 20m/sm+ Utsunomia
Gymnotus javari 50 30st/a - - 14q - 11p et al. (2014)
Milhomem
Gymnotus jonasi 52 124r8§;2+ 109q1,1 9q,111 Og, - - - et al.
G.11p P (2012b)
Milhomem
Gymnotus mamiraua 54 502;{3;” 24p 24p - - - et al.
(2012b)
da Silva et
Gymnotus mamiraua 54 38{2@? - 21pint 16 pares 16 pares - al. (2016,
2019)
14m/sm+ 1qterm, Fernandes et
Gymnotus pantanal 40 26st/a  9qterm ) ) ) al. (2005)
Gymnotus pantanal Q40 142r2§/r2+ 16p term - - - M;}T%gggf t
Gymnotus pantanal 339 15;22;? 16p term - 3 F;i';’ 5 - S'ggfi)al'
Gymnotus pantanal Q40 142ng§/r2+ 16p 16p 3 ?gr’ 5 - d;ﬁ%u;f;t



Tabela 1- Variagdo cromossémica no género Gymnotus

(Continuacéo)

rDNA Tcl/mari uz2
Espécie 2n FC NOR 18S rDNA 5S ner SnDNA  Referéncia
15m/sm+ 3 per, 5 de Sousa et
Gymnotus pantanal 339 24st/a 16p 16p per - - al 2017
8,9,10,
11,12 .
14m/sm+ ' Utsunomia
Gymnotus pantanal Q40 26st/a - - 20, 4q - 13, 14, et al. (2014)
15, 18,
X1
8,9,10,
11,12 .
15m/sm+ ' Utsunomia
Gymnotus pantanal 339 24t/ - - 2q, 49 - 13, 14, etal. (2014)
15, 18,
X1
Utsunomia
Gymnotus pantanal Q40 - - - - - - et al. (2018)
Utsunomia
Gymnotus pantanal 339 - - - - - - et al. (2018)
14m/sm+ Braga et al.
Gymnotus pantanal Q40 26st/a - - - - - (2021)
15m/sm+ i i i i i Braga et al.
Gymnotus pantanal 339 2astla (2021)
Fernandes-
§z$2(r);[#js 52 462; {[7;n+ 3 - - - - Matioli et al.
P (1998)
Gymnotus 50m/sm+ . . Scacchetti et
pantherinus 52 2st 1p int lpint  3p35p i i al. (2011a)
Gymnotus 50m/sm+ Utsunomia
pantherinus 52 2st i i 3pedp i 4p et al. (2014)
Gymnotus 52m/sm+ i i i i Margarido et
paraguensis >4 2st 27p prox al. (2007)
Gymnotus 54 52m/sm+ i i 19 pares i i da Silva et
paraguensis 2st per al. (2011)
Gymnotus 54 50m/sm+ 1p i i i i La'\c/le{:idsilrgnd
paraguensis 4st (2007)
Gymnotus 50m/sm+ . de Sousa et
paraguensis 54 4st lpint 17 pares i i i al. (2017)
Gymnotus 54 48m/sm Braga et al.
paraguensis +6st/a (2021)
Gymnotus cf. 42m/sm+ . da Silva
pedanopterus 50 8st/a i 23p 244 int i i (2015, 2019)
Gymnotus cf. 48 20m/sm+ i i i i i da Silva
stenoleucus 28st/a (2015)
38m/sms+ Fernandes-
Gymnotus sylvius 40 st/ 18p - - - - Matioli et al.
sta (1998)
. 30m/sm+ Albert et al.
Gymnotus sylvius 40 10st/a - - - - (1999)
. 38m/sm+ Claro et al.
Gymnotus sylvius 40 2st/a - 1 par 1 par - - (2008)



Tabela 1- Variagdo cromossémica no género Gymnotus

(Continuacéo)

rDNA Tcl/mari U2
Espécie 2n FC NOR 18S rDNA 5S ner snDNA  Referéncia
Lacerda and
Gymnotus sylvius 40 362;5;” 19p term - - - - Maistro
(2007)
Gymnotus sylvius 40 362;/5?+ 20p term - - - - M;rg(azr(;gc;)e t
Gymnotus sylvius 40 34ng/s§[m+ 2p int 2p int 5q int - - S;ac(%%elttllae;t
Gymnotus sylvius 40 362;’32” 20p 20p 4 peri - - dZISozlgs%et
Gymnotus sylvius 40 34ng/s§[m+ - - 4q - 1q eLtJ;SIurEg(r)TZ)
Gymnotus sylvius 40 - - - - - - eLtJ;slurEggllg)
Gymnotus sylvius 40 3_?;2/5;" - - - - - Braggzelt)al.(
Silva and
Gymnotus sp. 40 1‘322?;? 16p term - - - - Margarido
(2005)
Silva and
Gymnotus sp. 39 152n2§/r2+ 16p term - - - - Margarido
(2005)
Lacerda and
Gymnotus sp. 50 ng/sSt;ng 19p term - - - - Maistro
(2007)
Gymnotus sp. 22m/sm+ 3pint, da Silva et
“‘Negro’ 50 28st i 18p term 15q int i al. (2014)
Gymnotus sp. 21m/sm+ 3p int, da Silva et
“‘Negro’ d50 29st i 18p term 15q int i al. (2014)
Gymnotus cf. 26m/sm+ . . da Silva
stenoleucus 48 22a ) 14q int 1p int ) (2019)
28m/sm+ 13q, 20 da Silva
Gymnotus ucamara 44 16st/a 18p t(zzrm P - (2015, 2019)

*p- brago curto do cromossomo; g- braco longo do cromossomo; int- regido intersticial; peri- regido pericentromérica; term-
regido terminal; m/sm- metacéntrico/submetacéntrico; st/a- sbtelocéntrico/acrocéntrico; FC- Férmula Cariotipica; NOR-
Regido Organizadora de Nucléolo; rDNA- DNA ribossomal; sp.- Espécie ainda ndo identificada.

1.1 Sequéncias Repetitivas

Os DNAs repetitivos sdo sequéncias de DNA que se repetem constantemente,

formando grandes fracdes no genoma das células eucariéticas. Podem ser classificados como

sequéncias codificantes, ao qual representam familias multigénicas que codificam proteinas

e RNAs importantes. Além disso, podem ser categorizados como nao-codificantes que

abrangem sequéncias in tandem, como minissatélites, microssatélites, DNAs satélites e

sequéncias dispersas, como 0s transposons e retrotransposons (Charlesworth et al., 1994).



Dentre as familias multigénicas, as sequéncias de genes que transcrevem 0s RNAs
ribossomais sdo conservadas evolutivamente com muita eficiéncia e nos eucariotos estdo
organizadas em dois grupos configurados in tandem. O maior conjunto é o DNAr 45S, o qual
compde genes que transcrevem 0s RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. Estes genes sdo
separados por espacgadores intergénicos transcritos internos (ITS), os clusters de DNAr 45S
separados por espacadores transcritos externos (ETS) e por espacadores intergénicos (IGS) e
estdo em regides organizadoras de nucléolos (NORs). Outro conjunto conhecido € o RNAr 5S,
sdo conservados e espacados por sequéncias ndo transcritas (NTS) e ndo esta envolvido na
formacdo de NORs (Martins et al., 2011; Eickbush & Eickbush, 2007) (Figura 1).

Figura 3 - A) Localizacdo do DNAr 45S e a conjuntura dos RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. B)

Localizacdo da familia multigénica 5
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Além disso, existe a familia multigénica sSnRNA U(n), que participa do complexo
RNA-proteina. O snRNA U2 participa da formacdo do spliceossomo, atuando no processo de
maturacdo do mRNA (Colgan et al., 1998). O gene U2 em especifico é altamente conservado
no genoma de eucariotos, no entanto, as familias multigénicas podem manter outra estratégia
para conservar suas sequéncias, podendo a sua localizacdo ser observado em diferentes
cromossomos do género Gymnotus (Matera et al., 1990; Utsunomia et al., 2014).

As marcacdes das sequéncias repetitivas ajudam a entender melhor os rearranjos
gue ocorrem entre espécies e também a mapear a diversidade cromossémica presente
(Utsunomia etal., 2014). Ainda ha muito o que compreender sobre essas sequéncias repetitivas
no genoma depeixes, principalmente no género Gymnotus, tendo em vista que este grupo €

extremamente diversificado e que esta em constante mudanga cromossémica.



2 - METODOLOGIA

2.1 Amostras Biologicas
Foram utilizadas amostras previamente armazenadas no Laboratorio de Citogenética
Animal, no Centro de Estudos Avancados da Biodiversidade (CEABIO/UFPA), com
coordenadas 1°29'25.1"S 48°27'09.7"W e armazenadas com o nimero P3327 como colecdo
zoologica.

Figura 4 — Localizacdo das coordenadas da coleta na Ilha do Comb.
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Fonte: Google Maps
Foram analisados quatro espécimes de Gymnotus carapo, caracterizados como 3
machos e 1fémea, provenientes da Area de Protecdo Ambiental (APA) da ilha do Combu,

Belém, Par4, Brasil.

2.2 Citogenética Classica

2.2.1 Coloracao convencional

A coloracdo convencional foi realizada com Giemsa a 5% diluido em tampéo fosfato
pH 6,8, durante 10 minutos. Em seguida, a lamina foi lavada com dgua destilada e deixada secar

em temperatura ambiente.

2.2.2 Bandeamento C

Para a caracterizacdo do padrdo de heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica
de bandeamento C, segundo Sumner (1972), com adaptacfes. A lamina contendo o material

citolégico foi colocada em solucdo de &cido cloridrico (HCI) 0,2 N durante 15 minutos, lavada
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com 4agua destilada e deixada secar a temperatura ambiente. Em seguida foi incubada em
solucdo de hidroxido de Bario a 5% (Ba(OH)2) a 60°C durante 1 minuto e passada rapidamente
em solucdo de HCI 0,1N.
Posteriormente, foi colocada em solugéo salina de 2xSSC a 60°C por 15 minutos. Por
fim, a lamina foi corada com Wright 3:1 durante 10 minutos.
Metéafases submetidas as técnicas de citogenética classica foram capturadas pelo
software Nis Elements em microscépio Olympus BX41 e com camera digital CCD 1300QDS.

2.3 Citogenética Molecular

2.3.1 Extracao de DNA

O DNA total foi extraido de fragmentos de tecido epitelial da nadadeira dorsal,
utilizando o kit Pure Link Genomic DNA MiniKit (Invitrogen) segundo as instrucdes do
fabricante ou utilizando o método de fenol-cloroférmio descrito por Sambrook & Russel (2001),

com modificacdes.

Para tanto, adicionou-se a um tubo de 1,5 mL 0,02 g do tecido muscular e 500 puL de
tampao de lise (8 mL de Tris-HCI 1M pH 8,0, 1 mL NaCl 0,3 M, 2 mL EDTA 0,5M e 20 mL
de SDS 10% e agua para completar 100 mL) de acordo com Estoup et al. (1993) e houve o

acréscimo de uréia

4M segundo Asahida et al. (1996). Em seguida foi acrescentado 15 pL de proteinase K (10
mg/mL) e as amostras foram incubadas a 60 °C por aproximadamente 1 hora com agitacéo.
Posteriormente as amostras foram incubadas 37 °C acrescentando-se 15 uL de RNAse (10
mg/mL).

Apos a digestdo total do tecido foram feitas lavagens sucessivas com fenol-cloroférmio
(2:1) e cloroformio. O DNA foi separado das proteinas por precipitacdo salina com
centrifugacdo a 14000 rpm e o sobrenadante foi precipitado com 600 pL de isopropanol 100%
gelado também com o auxilio de centrifugacdo. Ao final, 0 DNA precipitado foi lavado com 1
mL de etanol 70% com centrifuga¢do a 14000 rpm e hidratado com aproximadamente 100 pL

de 4gua milli-Q, dependendo do tamanho do pellet formado.

A integridade e a quantidade das amostras de DNA obtidas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampdo TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA),
corado com corante GelRed (0,1 pL/mL) (Sambrook & Russell, 2001) e visualizado em
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transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta. A quantidade e a qualidade do DNA
obtido foram também avaliadas em espectrofotdmetro (Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer -Thermo Fisher Scientific), por meio da comparacao de absorbancia a 260-
280 nm.

2.3.2 Isolamento e amplificagcdo dos DNAs repetitivos

As sequéncias de DNAs repetitivos de interesse para 0 mapeamento cromossémico
foram isoladas e amplificadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
iniciadores descritos na literatura (Tabela 2).

Tabela 2- Lista dos DNAs repetitivos e os iniciadores utilizados para amplificacdo e isolamento de sequéncias

repetitivas.
DNA Iniciadores Referéncias
repetitivo
rDNA 18S F:5’CCGCTTTGGTGACTCTTGAT Silva et al.2011
R:5°CCGAGGACCTCACTAAACCA
rDNA 58 F:5” -GCC ACA CCA CCC TGA ACA C-3’ R:5’ Martins & Galetti Jr.1999
-GCC TAC GAC ACCTGGTAT TC-3’
SNRNA U2 F:5° -TCT CGG CCT (AT)(AT)T GGC TAAR:5’ Colgan etal., 1998
-G(AC)G GTA (GC)TG CAATAC CGG
Telomérico Dahse et al., 1997;
TTAGGG Meeker et al., 2002

As sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e snRNA U2 e das sequéncias teloméricas foram
obtidas a partir da amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Saiki et al. 1988),
a mesma concentracao dos reagentes foram mantidas, porém sem a presenca de DNA molde
para as sequéncias teloméricas, devido a caracteristica de auto anelamento de dupla fita dos
primers.

As reacGes foram processadas em termociclador e os primers utilizados para a
amplificacdo destas sequéncias alvos, bem como os perfis dos ciclos de amplificacdo foram os

seguintes (Tabelas 3, 4 e 5).

Tabela 3 — Amplificacdo do rDNA 18S via PCR

Reagentes Volume Ciclos rDNA 18S
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H20

Tampdo (10x)

Tix dANTPs(8mM)

Primer F

Primer R

\A (100ng/pL)

MgCl2 (50mM)

Taq polimerase

Volume final

15,45 L

2,5 UL

1,5 uL

1,5 uL

1,5 uL

1lpuL

1,25 L

0,3 uL

25 L

Temperatura Tempo
1.
Desnaturacéo 95°C 5 min
inicial
2. 95°C 40 se
Desnaturacéo g
com temperatura
3. 550C 40 seg
Anelamento
N 72°C 2 min
4. Elongacéo
5. Repeticoes 30 x
6. Extensaofinal 72°C 5 min
7. Holding 4°C -

mM: milimetros; ng: nanogramas; pL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius.

Tabela 4 — Amplificacdo do rDNA 5S e snRNA U2 via PCR.

Reagentes Volume Ciclos rDNA 5S SNRNA u2
Temp (°C) Tempo Temp (°C) Tempo
H20 7450l | & ?nii?:f“ragao 94 1 95 5
2. Desnaturagéao
Tampéo (10x) 1,5pL | com temperatura 94 r 95 45”
dNTPs (ImM) 3,0 uL 3. Anelamento 57 r 52 45”
Primer F 0,6 uL 4. Elongacéo 72 r 72 130"
Primer R 0,6 uL Repeticoes 2-4 30x 35x
DNA (100ng/ pL) 1 uL 5. Extensdo final 72 5 72 5
MgCl2 (50mM) 1 uL 6. Holding 4 4 -
Taq polimerase 0,15
Volume final 15 uL

mM: milimetros; ng: nanogramas; pL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius.
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Tabela 5 - Amplificagdo das sequéncias teloméricas via PCR.

Reagentes Volume Ciclos Telomérica
Temperatura Tempo
H.0 8,15 uL L 94°C 1
Desnaturacéo
Tampéo (10x) 1,5ulL 2. Anelamento 55°C 3"
dNTPs (ImM) 3,0 uL 3. Extencao 72°C 1
Primer F 0,6 uL Repeticdes 1-3 10x
Primer R 0,6 uL 4. Desnaturagao 94°C 1 _
mM:
MgCl2 (50mM) 1ul 5. Anelamento 60°C 30"
Taq polimerase 0,15 6. Extenséo 72°C 1'30"
Volume final 15 uL Repeticoes 4-6 30x
7. Extensao final
72°C 5
8. Holding 4°C

milimetros; ng: nanogramas; UL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius.

Os produtos de PCR foram submetidos a Eletroforese em gel de agarose 1% para
verificacdo da amplificacdo da sequéncia desejada.
2.3.3 Marcacao das sondas
As sondas foram construidas e marcadas também através de: 1) PCR utilizando a
incorporacdo de dUTP biotinilado (Invitrogen) seguindo os protocolos de amplificacdo por PCR
para cada uma das sequéncias; 2) Nick-translation usando o kit Bionick (Invitrogen) para

marcacdo com biotina e Dig-nick (Roche) para as marcagdes com digoxigenina.
2.3.4 Hibridizacéo In Situ Fluorescente

A hibridizacdo das sondas nos cromossomos metafasicos foram realizadas segundo a

técnica descrita por Pinkel et al. (1986), com modificacdes.

As laminas de FISH foram tratadas em solucdo de Pepsina (1%) durante 10 minutos a
temperatura ambiente, 37°C. Em seguida, lavadas 2 vezes em solucdo salina concentrada
(2xSSC) por 10 minutos cada, também a temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram
submetidas a uma série alcodlica para desidratar, nesta ordem: alcool 70% por 2 vezes durante
2 minutos cada, alcool 90% por 2 vezesdurante 2 minutos cada; e alcool 100% por 1 vez durante

1 minuto. Entéo, as laminas foram envelhecidas durante 1 hora em estufa a 60°C.
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Em solucdo de Formamida 70%, as laminas com preparacdo metafasica foram
desnaturadas por 55 segundos a 65°C, e posteriormente imersas em alcool 70% gelado durante
4 minutos. Apos, as laminas foram submetidas & uma série alcoolica, na seguinte ordem: alcool
70% por 1 vez durante 2 minutos; alcool 90% por 2 vezes durante 2 minutos cada; e alcool 100%
1 vez durantel minuto. Em seguida, foram adicionados 2ul de sonda em 10ul de tampao de
hibridizacdo 77%, e entdo foram desnaturadas em termociclador a 70°C por 15 minutos e
posteriormente despejada sobre o material cromossdmico. Finalmente, a lamina foi coberta com

laminula e mantida em camara imida em estufa a 37°C por 24 horas.

Adiante, as laminas foram levadas a lavagem de estringéncia em banho Maria a
temperatura de 42°C (77% de estringéncia). No banho Maria as laminas foram imersas em
solugdo de Formamida 50% durante 5 minutos, e colocadas imediatamente em solugédo de

2xSSC por 5 minutos e por fim colocadas em solucéo de 4xTween por 5 minutos.

Os sinais de hibridizagdo foram detectados com anti-digoxigenina-FITC ou avidina-
CY3. Foi adicionado 0,2ul de anti-digoxigenina-FITC ou 0,4ul avidina-CY3 em 100ul de
4xTween. A solucéo de deteccgéo foi despejada sobre as ldaminas, e entdo cobertas com parafilme
e mantidas em camara escura por 35 minutos a 37°C. Em seguida, as ldaminas foram lavadas em

solucéo de 4xTween por 5 minutos em temperatura ambiente. Finalmente, foi despejado 7ul de

DAPI com antifade sobre a lamina, que imediatamente foi coberta com laminula, selada com

esmalte transparente e armazenada em caixa apropriada.

2.4 Obtencéo e analise de imagens

As imagens de metafases submetidas a técnicas de bandeamentos cromossémicos foram
obtidas através de microscopio Olympus BX41, com camera digital CCD 1300QDS utilizando
software GenAsis (Applied Spectral Imaging). As imagens de metafases submetidas a técnicas
fluorescentes foram obtidas utilizando o software Nis-Elements em microscépio de
fluorescéncia Nikon H550. Os cariotipos foram montados seguindo a classificacdo da
morfologia cromossdmica proposta por Levan et al. (1964) com adaptacdes: metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a). A montagem e edicdo das

imagens foi realizada utilizando software Adobe Photoshop CS23.
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Gymnotus carapo “Comb0” possui 2n = 42 e férmula cariotipica de 32 m/sm e 10

st/a. A heterocromatina constitutiva ocorre na regido centromérica dos cromossomos, com

pequenas faixas intersticiais em alguns cromossomos. O rDNA 18S é encontrado em um nico

par metacéntrico na regido proximal do braco longo. O rDNA 5S também é encontrado em um

Unico par metacéntrico na regido proximal do braco longo. O snRNA U2 marca na regido

centromérica de um par metacéntrico. As sequéncias teloméricas ocorrem na regido distal de

todos os cromossomos, porém, foram encontradas sequéncias intersticiais em um par

metacéntrico e um par acrocéntrico.

Figura 5 - A) Obtencdo de citogenética classica convencional de G. carapo, PA, Combl. B) Bandamento C
C) Cromossomos hibridizados com 18S, 5S, U2 e Telomérica.
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m/sm = Metacéntrico/submetacéntrico; st/a = subtelocéntrico/acrocéntrico.

4. DISCUSSAO

Devido a complexidade genética da familia Gymnotidae, foi estabelecida uma

subdiviséo em seis clados: clado Electrophorus, clado G1, clado Pantherinus, clado G2, clado

cylindricus e clado carapo (Lovejoy et al., 2010). A espécie presente, Gymnotus carapo
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pertence ao clado carapo e confirma a abundante plasticidade e diversidade do género.

A férmula cariotipica de 2n = 42, com a conformacao 32 m/sm e 10 st/a encontrada para
0 espécime do “Combu” apresenta 0 mesmo 2n encontrado por Milhomem et al. (2008), porém
com a férmula cariotipica diferente (30 m/sm e 12 st/a). Gymnotus carapo “Combt” (2n=42,
FC 32 m/sm, 10 st/a) ocorre em uma ilha préximo ao Rio Guama, onde ocorre G. carapo “Séo
Miguel do Guama” (2n=42, FC 30 m/sm e 12 st/a) (Milhomem et al., 2008). No mesmo estudo,
a populacdo de Almeirim apresenta a formula cariotipica diferente, porém, apresenta um par de
ITS diferente da encontrada na populagdo do Combd, com duas marcacdes ITS. Logo, a
existéncia de ITS na populacdo do Combu pode ser um indicativo de polimorfismo na populagéo
evidenciando um rearranjo cromossOmico ou a caracterizagdo de uma espécie criptica no
complexo de espécies Gymnotus carapo. Em Gymnotidae, as regides organizadoras de nucléolo
(NOR) encontram, em sua maioria, localizados em um Unico par cromossémico com excecao
de G. jonasi (Milhomem et al., 2012), G. pantanal (Fernandes et al., 2005), G. coatesi
(Machado et al. 2017) e em um cit6tipo de E. electricus (Fonteles et al. 2008). Milhomem et
al. (2013) demonstraram por pintura cromossdmica o par portador da NOR de G. carapo em
associacdo com sondas de rDNA 18S, que dentro doclado G. carapo o cromossomo portador
da NOR é considerado uma sinapomorfia.

A hibridizacéo in situ do gene ribossdmico 18S corroborou dados previamente obtidos
para coloracdo por nitrato de prata (Fernandes-Matioli, 1996), confirmando a existéncia de
apenas um unico locus para essa familia génica em G. carapo. Nesse sentido, a maioria das
marcacdes se concentram na regido distal do cromossomo e na espécie do Combd, esta na forma
interticial, possivelmente derivado de um rearranjo do tipo inversao.

A caracterizacdo das sequéncias de rDNA 5S na familia Gymnotidae vem sendo
explorada em recentes trabalhos (Scacchetti et al., 2011; da Silva et al, 2011, 2014a, 2015,
2019; Utsunomia et al., 2014; Almeida et al., 2015; da Silva et al., 2016; Machado et al. 2017,
da Silva et al. 2019), onde se observa uma grande variacdo de nimero e distribuicdo dessas
sequéncias, desde um Unico par até 19 pares. Da Silva et al. (2016) também observaram que as
espécies localizadas na base da filogenia possuem a tendéncia de ter apenas um ou dois pares,
como observado em G. javari (Utsunomia et al., 2014), G. coropinae, Gymnotus sp. ‘Negro’
(da Silva et al., 2014), G. cf. stenoleucus, G. cf. pedanopterus (da Silva, 2015) e G. coatesi
(Machado et al. 2017) e um aumento no nimero de pares, observados no clado carapo. Ainda
assim, no presente estudo foi observado um unico par metacéntrico, um namero diferente dos

encontrados para essa espécie na Bacia Amazdnica, que geralmente se apresentam em mais de
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um par. Essas sequéncias também foram associadas a transposons (Claro, 2008; da Silva et al.,
2011) e regides regulatorias (Scacchetti et al., 2012), além de serem marcadores biogeograficos
(da Silva et al., 2019, da Silva et al., 2021).

A localizacdo da sonda snRNA U2 na regido centromérica de um par metacéntrico é
analoga a encontrada por Utsunomia et al. (2014) e contribui com a teoria de que cromossomos
portadores de SnRNA sdo conservados no género Gymnotus, sendo um marcador citogenético
atil para entender as interacfes cromossémicas do género.

De acordo com os resultados é evidente a presenca de sequéncias teloméricas
intersticiais (ITSs), podendo ser classificadas em dois tipos: ITS heterocromatico (het-ITS) e
ITS curto (s-1TS). Fica evidente que a evolugdo cromossdmica nesta espécie esta ocorrendo por
rearranjos cromossémicos, como inversdes, translocacoes, fusdes e fissdes fazendo mudancas
na conjuntura do cariotipo.

O par metacéntrico encontrado com pontos intersticiais proximos aos centrémeros
sugerem a possibilidade de ser um rearranjo cromossdmico do tipo Fusdo Robertsoniana (Rb),
em que dois cromossomos acrocéntricos sofrem fus@o originando um metacéntrico sem perda
de sequéncias teloméricas. Por fim, no par acrocéntrico, ha a possibilidade de inversdes em
ambos 0S cromossomos.

Os dados citogenéticos disponiveis para 0 género Gymnotus reforcam a existéncia de
ampla e interessante variagdo cariotipica neste grupo. O estudo por meio de citogenética
molecular permitiu a obtencdo de informacdes de interesse para a melhor compreensdo da

estrutura cariotipica e esclarecimentos acerca do processo evolutivo envolvendo esse género.

. CONCLUSAO

O género Gymnotus apresenta uma intensa plasticidade cariotipica, apresentando uma
caracteristica criptica dentro do conjunto de espécies encontradas na Amazonia Oriental. A
presenca de sitios teloméricos intersticiais e novos dados para sequéncias repetitivas de rDNA
18S, rDNA 5S e snRNA U2 demonstram que a espécie Gymnotus carapo “Combu” apresenta
caracteristicas cariotipicas diferentes das observadas em outras populagdes de “Gymnotus

carapo” refor¢ando a existéncia de uma espécies criptica em potencial.
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