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Citogenética molecular em peixes Neotropicais

Descricdo Detalhada

Resumo:

O projeto apresenta uma proposta de estudo em DNAs repetitivos de peixes
Neotropicais. Ainda, busca a fixagao de novas tecnologias no laboratério de Citogenética
e Evolucado da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Por fim, em consonancia com a
parte cientifica, buscar-se-a a formacado de alunos de iniciacao cientifica, mestrado e
doutorado, além de aprofundar o nivel de investigacao destes DNAs em peixes.

Os peixes compreendem mais da metade dos vertebrados vivos, ultrapassando
32.500 espécies conhecidas, constituindo um grupo extremamente diverso, habitando os
mais diferenciados ambientes aquaticos. Grande parcela desta diversidade de espécies
estd na regido Neotropical. Nesse grupo, sdo conhecidos eventos cariotipicos co-
relacionados aos DNAs satélites, mas ainda pouco compreendidos, justificando um
aprofundamento no tocante a esta classe de DNA, como: (1) o significado de extensivos
dominios heterocromaticos em algumas espécies, (2) a origem e a diversificagao de
sistemas recorrentes de cromossomos sexuais entre familias ou géneros e (3) a origem,
manutengédo e possiveis fungdes de cromossomos B heterocromaticos. Estudos mais
pormenorizados em familias de DNA satélite poderiam ainda contribuir com a
citotaxonomia e a sistematica em diversas familias, géneros e espécies que apresentam
taxonomia confusa e pobres relagdes filogenéticas. Neste sentido, este trabalho procura
aprofundar o nivel do conhecimento dos DNAs satélites em alguns grupos de peixes
Neotropicais, com enfoque especial no cromossomo B de Astyanax scabripinnis,
cromossomos sexuais de Parodontidae e Crenuchidae, e nas relagdes filogenéticas e
citotaxonémicas dos Loricariidae.

Com isto espera-se implementar novas tecnologias no laboratério de Citogenética
e Evolugédo da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Aumentar o numero e impacto
dos artigos publicados. Buscar por novas estratégias que sejam mais resolutivas no
entendimento do (s) possivel (eis) mecanismo (s) de diferenciagdo e fungcbes dos DNAs
repetitivos em algumas familias, géneros ou espécies de peixes Neotropicais. Atuar na
orientacdo de alunos de mestrado nos Programas de Pdés Graduagdao de Biologia
Evolutiva da UEPG, e de Genética da UFPR. Desta forma, este projeto podera contribuir
com a formacgéao social e cientifica de alunos de graduacdo e dos Programas de Pods-
Graduagao em Biologia Evolutiva da UEPG e Genética da UFPR. Com isto, contribuir
para o entendimento das caracteristicas biolégicas e de diversificagdo dos genomas e
evolugao cariotipica dos peixes regionais.
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JUSTIFICATIVA AO IAP

Essa solicitagdo é parte de um projeto maior em andamento na Universidade
Estadual de Ponta Grossa para a diversidade e conhecimento da evolugdo cariotipica
em peixes Neotropicais. Neste processo participam alunos de iniciagdo cientifica,
mestrado e doutorado, dos quais sou orientador. Especificamente no caso do Parque
Estadual de Vila Velha estamos solicitando a possibilidade de realizar 3 a 4 coletas/ano
no cérrego Quebra Perna, local com acesso pelo aceiro localizado atras da Igreja, longe
da visitacdo. Temos conhecimento que neste local ocorrem os seguintes géneros e
espécies de interesse neste estudo:

- Familia Crenuchidae — Characidium gomesi e Characidium zebra.

- Familia Trychomicteridade — Trychomicterus sp. (espécies ainda ndo descritas
ao nivel especifico). Com o tombamento destas espécies em Museu de Ictiologia pode
ser realizada estas identificagdes.

- Familia Callichthydae: Corydoras ehardhti

- Familia Glandulocaudinae: Mimagoniates microleps

- Familia Characidae: Astyanax paranae e Hyphesobricon sp.

- Outras: Ha relatos da ocorréncia de pequenos bagres da familia Pimelodidae.

Além dos estudos citogenéticos, todo o material amostrado sera fixado e enviado
para Museus de Ictiologia especializados.

Dessa forma, além da formacado de alunos de iniciagdo cientifica, mestrado e
doutorado, esse projeto viabilizara o conhecimento especifico da evolugao
cromossOmica de alguns grupos de peixes. Ainda, com a citogenética molecular ha a
possibilidade do reconhecimento de novas espécies endémicas da regidao dos Campos
Gerais.
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1. INTRODUCAO

A investigacao de DNAs satélites em peixes Neotropicais, embora relativamente
recente e ainda escassa diante da grande diversidade dessa fragdo da ictiofauna, tem
proporcionado avangos importantes na analise do componente heterocromatico do
genoma e sua relacdo com estruturas cromossdmicas, origem e diversificagcdo de
cromossomos B e sexuais, bem como inferéncias sobre a relagéo de parentesco entre
espécies. Assim, alguns estudos recentes tém sido conduzidos e sdo alvos principais da
presente investigagcdo, buscando um melhor entendimento sobre a origem e
composicao do cromossomo B de Astyanax scabripinnis, a diversificagdo do sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW na familia Crenuchidae, o agrupamento filogenético
associado a diversificagcdo dos cromossomos sexuais ZW na familia Parodontidae e a
evolugado do genoma em representantes Neotropicais de Tetraodontiformes.

Astyanax scabripinnis - No género Astyanax, Mestriner et al. (2000)
identificaram um DNA satélite 59% rico em AT no genoma de A. scabripinnis, com
unidades monoméricas de 51pb, denominado As51. Analises por hibridagdo in situ
fluorescente (FISH) mostraram que este DNA esta localizado principalmente nas
heterocromatinas distais, em alguns sitios de regides organizadoras de nucléolo (RONs)
€ no cromossomo B da populagao analisada (Mestriner et al., 2000). Essa sequéncia
apresentou 58,8% de similaridade com uma porgdo do retrotransposon RT2 de
Anopheles gambiae e menor homologia com o gene da transposase do transposon
TN4430 do Bacillus thuringiensis, sugerindo que sua origem possa ter ocorrido a partir
de um elemento transponivel de DNA.

Recentemente, Kantek et al. (2009), realizaram um mapeamento comparativo
por FISH, com sondas do DNA satélite As51, entre algumas espécies de Astyanax: A.
scabripinnis, A. paranae, A. janeiroensis, Astyanax sp. D, A. altiparanae e A. fasciatus.
A. altiparanae foi a Unica espécie entre as analisadas que nao apresentou sitios de DNA
satélite em nenhuma das populag¢des. Por outro lado, as demais espécies apresentaram
extensas variagdes no niumero de cromossdmicos marcados (1 a 16 sitios As51). Esta
familia de DNA mostra-se basal para A. scabripinnis, A. paranae, A. janeiroensis,
Astyanax sp. D, A. fasciatus, constituindo assim um grupo de espécies mais
relacionadas quanto a esta caracteristica, do que as outras espécies do género que nao
apresentam o satélite As51, como A. altiparanae (Kantek et al., 2009). Assim, a grande
variagdo em numero e posigao de sitios As51 entre diferentes populagbes de uma
mesma espécie deve ser decorrente do isolamento geografico existente entre elas.
Considerando ser o DNA satélite As51 derivado de um elemento transponivel, cada
populagdo ou espécie poderia seguir vias evolutivas independentes, quer seja para o
acumulo e invasao de outros sitios cromossdmicos, ou eliminagdo de sequéncias no
genoma, acentuando assim as divergéncias cariotipicas entre as populagdes/espécies.
Neste sentido, ndo se pode descartar um papel potencial do DNA satélite As51 nos
processos de especiagdo do género Astyanax.

Da mesma forma, a populagdo de A. scabripinnis da regido de Campos de
Jorddo, SP, Brasil, é caracterizada por apresentar uma alta frequéncia intra e
interindividual de um macrocromossomo B totalmente heterocromatico. As populagdes
com maiores frequéncias deste cromossomo sédo aquelas isoladas por quedas da agua
em altitudes geralmente acima de 1920 m em relagdo ao nivel do mar (Néo et al.,
2000). Estas populagdes endémicas, mostraram que este cromossomo B detém o
satélite As51 em posigbes equidistantes em ambos os bragos, em conformidade com os
resultados e o modelo de origem por isocromossomo proposto por Mestriner et. al.
(2000).
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Para esta populacdo de A. scabripinnis VICARI et al. (2010) obtiveram uma
sonda cromossomo B, obtida por microdisseccado posterior ao bandamento C, a qual
mostrou a composigao altamente repetitiva do cromossomo B e mantém identidade com
pequenas regides centroméricas ou terminais do complemento A. A dupla FISH sonda
B e satélite As51 evidenciou que o cromossomo B tem enormes sitios As51, a excecgao
das regides terminais e centromérica. Esta dupla FISH evidenciou a correspondéncia
sonda B e As51 na regido terminal do par acrocéntrico 20, entre outros sitios menores.
No entanto, em cinco cromossomos foi possivel observar que a sonda B e As51 sao
localizadas no mesmo cromossomo, porém em sitios distintos. Um destes
cromossomos foi 0o acrocéntrico 24, o qual apresenta As51 em regido intersticial do
braco longo e sonda cromossomo B em regido pericentromérica. Ainda, a obtencao da
sonda C,t—1 do DNA gendbmico de espécime sem cromossomo B e, posterior
localizacdo in situ desta sonda sobre os cromossomos de A. scabripinnis evidenciou
sinais pericentroméricos e terminais em varios cromossomos, entre eles o acrocéntrico
24 e o cromossomo B (PISTUNE, 2010). A localizagdo destas sondas repetitivas
corroboram a hipotese da origem do cromossomo B a partir do elemento do
complemento A 24 a partir de formagao de isocromossomos (MESTRINER et al., 2000;
NEO et al., 2000a). Ainda, demonstram que o macrocromossomo B de A. scabripinnis
tem sequéncias compartilhadas do satélite As51 e de DNAs repetitivos centromérico e
terminais em relacdo ao complemento A. No entanto, devido a baixa identidade da
sonda B com o complemento padrdo demonstram que este cromossomo B vem
sofrendo mecanismos de diferenciagdo molecular.

Além da origem, a localizagdo destas sondas cromossémica e repetitivas sobre
células meidticas paquiténicas permitem elaborar inferéncias sobre a diversificacao
molecular do cromossomo B. A localizacdo das sondas cromossomo B e As51 em
paquiteno mostraram o cromossomo B pareado braco a bragco em uma estrutura
semelhante a um bivalente (PISTUNE, 2010). Entretanto, ao contrario do relatado por
Mestriner et al. (2000), no presente estudo ndo foram encontradas evidéncias de
ocorréncias de quiasmas no cromossomo B autopareado. Gray (2000) descreveu um
mecanismo de recombinagado ectdpica entre copias de elementos repetitivos dispersos
em cromossomos ndo homodlogos, dessa forma, ndo dependentes de crossing-over.
Esse mesmo mecanismo foi utilizado por Vicari et al. (2008b) para explicar a co-
localizacdo dos DNAs repetitivos As51 e do rDNA 18S em 14 grandes dominios
heterocromaticos da espécie Astyanax janeiroensis. Dessa forma, esse mesmo
mecanismo pode ser utilizado para explicar a heterocromatinizacdo por dispersao de
sequéncias de DNAs repetitivos, principalmente o As51, entre os bragos autopareados
do cromossomo B, sem a necessidade de crossing-over. Ainda, € possivel inferir que o
cromossomo B de A. scabripinnis se mantém em populagbes endogamicas
incorporando as taxas mutacionais e consequente divergéncia molecular em relagéo
aos cromossomos do complemento A, com os quais, realiza pouca ou nenhuma troca.

Familia Crenuchidae - Na familia Crenuchidae, a ocorréncia de sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos ZZ/ZW em alguns representantes do género
Characidium propicia um bom modelo para estudos da diversificagdo dos cromossomos
sexuais em peixes. Nesse género, os cromossomos Z e W podem variar em forma e
tamanho (VICARI et al., 2008). Varias as espécies de Characidium ja estudadas
apresentaram sistemas de cromossomos sexuais diferenciados (MAISTRO et al., 1998;
2004; CENTOFANTE et al., 2001; 2003; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 20093;
PANSONATO et al., 2010). Na espécie C. lanei, os sitios de rDNA maior encontram-se
localizados nos cromossomos sexuais (NOLETO et al., 2009a), enquanto que em C.
gomesi e C. allipioi estes sitios estdo em cromossomos independentes (CENTOFANTE
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et al.,, 2001; 2003; VICARI et al.,, 2008). Considerando que nestas espécies 0s
cromossomos surgiram a partir de um par ancestral homologo, eventos estruturais tem
atuado tanto na diferenciagdo dos cromossomos Z e W, quanto na dispersdo dos rDNA
nos genomas das espécies.

Em C. gomesi o cromossomo W, totalmente heterocromatico, foi
microdissectado e amplificado por DOP-PCR. O DNA amplificado foi utilizado como
sonda para hibridizagao fluorescente in situ nos cromossomos de C. gomesi e C. lanei
(VICARI et al.,, 2010). Em C. gomesi foi evidenciado o cromossomo W totalmente
marcado, além de um pequeno sitio homdlogo proximal no brago longo do cromossomo
Z, e de pequenos sitios terminais na grande maioria dos cromossomos. Ja em C. lanei a
sonda W foi detectada nos bragos curtos dos cromossomos Z e W, além de varios sitios
terminais de outros pares cromossémicos (VICARI et al, 2010). Embora ainda parciais,
os resultados obtidos demonstram que os cromossomos sexuais de diferentes espécies
de Characidium possuem regides com sequéncias similares de DNA, indicando uma
provavel origem comum.

Buscando uma caracterizacdo molecular dos cromossomos sexuais de
Crenuchidae, o cromossomo microdissectado W foi amplificado por DOP-PCR e
submetido ao processo de microclonagem para posterior sequenciamento nucleotidico.
A analise de um destes clones, aqui denominando de CgW1, demonstrou alta
identidade com DNAs satélites dos mais diversos organismos no BLASTn. A hibridagao
in situ fluorescente com a sonda CgW1 demonstrou sitios em regido terminal do brago
longo de 3 pares autossOmicos, além de estar presente em sitios terminais do brago
longo dos cromossomos Z e W (VICARI et al., em preparagdo). Estes resultados
demonstram um composicdo molecular heterogénea, no que diz respeito a DNAs
repetitivos, para os cromossomos sexuais de C. gomesi. Ainda, a ocorréncia de sitios
CgW1 em pares autossdmicos e no par sexual evidenciam que o cromossomo W
compartilha DNAs repetitivos com demais pares do complemento. Assim, a obtengéo de
novas classes de DNAs repetitivos dos cromossomos sexuais, sua caracterizagao
molecular e localizagao in situ nos cromossomos, bem como, uma analise comparativa
em demais espécies da familia serdo extremamente Uteis na compreensao dos
mecanismos evolutivos da diversificagdo e estrutura molecular dos cromossomos
sexuais de Crenuchidae.

Familia Parodontidae - A familia Parodontidae apresenta graves problemas de
agrupamento filogenético, sendo o género Apareiodon Eigenmann, 1916 considerado
recentemente como sinénimo junior de Parodon Valenciennes, 1850 (INGENITO, 2008).
As espécies desta familia estudadas citogeneticamente apresentam um numero dipléide
conservado de 2n=54 cromossomos. No entanto, apesar da aparente conservagao,
muitas séo as divergéncias interespecificas em relagao ao cariotipo (MOREIRA-FILHO
et al. 1980; 1984, JESUS & MOREIRA-FILHO 2000a,b), assim como intraespecificas
associadas a um acentuado polimorfismo cromossémico estrutural (JORGE &
MOREIRA-FILHO 2000; 2004). Embora a maior parte das espécies estudadas na
familia sejam cromossomicamente homomorficas em relagéo ao sexo, dois sistemas de
cromossomos sexuais distintos foram descritos: (1) A. affinis, com um sistema de
cromossomos sexuais multiplos com heterogametia feminina do tipo ZZ/ZW:W,
(MOREIRA-FILHO et al., 1980; JESUS et al., 1999; JORGE & MOREIRA-FILHO, 2000),
e (2) P. hilarii, Parodon moreirai (citado como Parodon sp.), Apareiodon vladii (citado
como Apareiodon sp.); uma segunda populagdo de Apareiodon sp. (rio Verde-PR) e A.
ibitiensis, com um sistema de cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW (MOREIRA-
FILHO et al., 1993; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000; CENTOFANTE et al., 2002;
VICENTE, et al., 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al.,
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2009). Vicari et al. (2006) ja consideravam a hipbtese que as espécies que possuem
cromossomos sexuais ZZ/ZW diferenciados, duas do género Parodon: P. hilarii e P.
moreirai e, duas de Apareidon: A. vladii e Apareidon sp. formariam um grupo mais
estritamente relacionado em relagao as espécies homomorficas.

Vicente et al. (2003), isolaram e identificaram uma familia de DNA satélite
utilizando o método de restricado gendmica do DNA de P. hilarii. Este DNA, denominado
pPh2004, foi identificado como uma sequéncia monomérica de 200pb e 60% rico em
bases AT. A hibridacao in situ fluorescente, utilizando sonda deste satélite, evidenciou
14 sitios em autossomos, além de um sitio na regido terminal do brago longo do
cromossomo Z e um sitio na regido terminal do brago curto do cromossomo W de P.
hilarii (VICENTE et al., 2003). A sonda pPh2004 também foi localizada sobre os
cromossomos de Parodon moreirai (CENTOFANTE et al., 2002), onde foram
evidenciados os mesmos sitios encontrados nos cromossomos Z e W de P. hilarii, além
de dois pequenos sitios adicionais nos autossomos.

Todas as espécies de Parodontidae com um sistema ZW apresentam,
aparentemente, o0 mesmo mecanismo de diferenciagdo do cromossomo W. Um bloco
heterocromatico presente no brago curto do cromossomo Z, parece ter sofrido uma
amplificagdo em tamanho, a partir do seu homaélogo ancestral (primitivo W), originando
o braco longo do cromossomo W atual, o qual se mostra acentuadamente maior que o
cromossomo Z (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE, et al., 2003; ROSA et al., 2006;
VICARI et al.,, 2006; BELLAFRONTE et al., 2009; VICARI et al, 2010). Assim sendo,
este processo explicaria a localizagdo do satélite pPh2004 no brago curto do
cromossomo Z e no brago longo do cromossomo W nas espécies P. hilarii, Parodon
moreirai. Entretanto, Apareiodon viadii, Apareidon sp. e A. ibitiensis ndo apresentam o
DNA satélite pPh2004 (BELLAFRONTE et al., 2009). Dessa forma, considerando que
as espécies de Parodontidae que possuem cromossomos sexuais diferenciados ZW
formam um grupo derivado em relagdo as espécies homomorficas, é possivel inferir
que: (1) o DNA satélite pPh2004 nao € o unico componente do genoma implicado na
diferenciagdo do cromossomo W dessas espécies, e (2) este DNA satélite teve,
provavelmente, uma origem posterior a diferenciagdo do sistema ZW nos Parodontidae.
Assim, para o entendimento da origem e da diversificagdo dos cromossomos sexuais na
familia necessitam ainda de estudos para a identificagdo do DNA repetitivo que
diferenciou o cromossomo W. Ainda, Bellafronte et al. (submetido para publicagéo)
mostraram utilizando a FISH com a sonda pPH2004 a auséncia de sitios deste DNA
satélite nos cromossomos das espécies A. ibitiensis, Apareiodon sp., A. viadii, A.
piracicabae e A. vittatus. Ja as espécies A. affinis, P. nasus, P. pongoensis, P. moreirai
e P. hilarii apresentaram sitios de hibridagdo positivos com a sonda pPh2004. Desta
forma, com o marcador cromossdmico de DNA satélite pPh2004 é possivel inferir que
as espécies A. affinis, P. moreirai, P. hilarii, P. nasus e P. pongoensis formam um clado
diferenciado em Parodontidae em relacdo as demais espécies de Apareiodon
estudadas.

Em outro estudo, Schemberger et al. (em preparagéo) localizou nas espécies P.
hilarii, P. moreirai, Apareiodon sp., A. vladii e A. ibitiensis a presenga de sitios da sonda
do cromossomo W obtida por microdissec¢ao, denominada de WAp, em regido proximal
do braco curto de um par metacéntrico em machos, e em fémeas este sitio apresenta
um heteromorfismo de tamanho desta regido para o mesmo par cromossOmico
(cromossomo W). Este modelo esta de acordo com o acumulo de sequéncias repetitivas
para a derivagdo do cromossomo W de Parodontidae (CENTOFANTE et al., 2002;
VICENTE et al., 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006). Ainda, a sequéncia WAp
também foi verificada na mesma regidao do par cromossomo metacéntrico em P. nasus
e P. pongoensis, porém sem nenhum heteromorfismo de tamanho aparente entre
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machos e fémeas nestas espécies. Por sua vez, A. piracicabae e A. vittatus nao
apresentaram sitios WAp em regido proximal de cromossomos metacéntricos
(SCHEMBERGER et al., em preparagao).

Ainda, Schemberger et al. (em preparagao) verificaram diante dos resultados
obtidos pelos marcadores pPh2004 e WAp nos cromossomos das espécies P. hilarii, P.
moreirai, P. nasus, P. pongoensis e A. affinis que é possivel hipotetizar que o sistema
de cromossomos sexuais multipos ZZ/ZW1W2 de A. affinis deve ter origem por
translocagdo cromossémica entre os elementos cromossdmicos de um par autossémico
grande portador de sitios WAp terminal, possivelmente o primeiro par do cariétipo, e o
cromossomos sexuais Z e W portadores de sitios pPh2004 e WAp, a partir de uma
forma ancestral semelhante a encontrada em P. hilarii. Somente nestas duas espécies,
o satélite pPh2004 é encontrado também em um par metacéntrico homedlogo com
marcagdées em ambos os teldbmeros (par cromossdmico 2). Nesse modelo, uma
translocagao reciproca entre 0os cromossomos autossémicos e 0S Cromossomos sexuais
originaria um par de cromossomos portadores de sitios de DNA satélite pPh2004 na
regidao terminal, sendo correspondente ao par 13 metacéntrico de A. affinis, e o outro
par corresponderiam aos cromossomos Z e W sem a presenga de sequéncias de DNA
satélite pPh2004. Este W ancestral por sua vez sofreria rearranjos do tipo fissao
céntrica, seguido de inversdo pericéntrica originando os cromossomos W1 e W2, como
proposto por MOREIRA-FILHO et al. (1993), porém de acordo com a origem de
sistemas multiplos a partir de sistemas simples

Familia Loricariidae — A superfamilia Loricarioidea € um dos grupos de
Siluriformes mais bem estudado, onde encontramos trés das familias mais especiosas
desta ordem, Loricariidae (785 espécies), Callichthyidae (194 espécies) e
Trichomycteridae (207 espécies), entre outras (de PINNA, 1998; BRITTO, 2003; REIS,
2003; FERRARIS, 2007; ESCHMEYER e FRICKE, 2010). Os Loricariidae estao
distribuidos por toda a regido Neotropical, estendendo-se da Costa Rica a Argentina
(REIS et al., 2003). Sdo comumente reconhecidos por possuirem o corpo recoberto por
placas dérmicas (o que Ihes confere 0 nome popular de “cascudos”) e a boca em forma
de ventosa localizada na regiao ventral. No entanto, a classificacdo das subfamilias de
Loricariidae e o agrupamento dos géneros tem sido alvo de constantes reformulagdes
(ISBRUCKER, 1980; ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006). Armbruster (2004)
considera as subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae, Lithogeneinae,
Loricariinae e Neoplecostominae validas para este grupo. Nesta revisdo, a antiga
subfamilia Ancistrinae foi considerada como sinénima de Hypostominae, a qual passou
a ser constituida por cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini,
Pterygoplichthini e Ancistrini. Adicionalmente, o0s géneros Hemipsilichthys,
Isbrueckerichthys, Kronichthys e Pareiorhina foram alocados na subfamilia
Neoplecostominae (ARMBRUSTER, 2004). Posteriormente, Reis et al. (2006) criaram
uma nova subfamilia, Delturinae incorporando os géneros Delturus e Upsilodus, os
quais apresentam duas sinapomorfias irreversiveis. REIS et al. (2006) também
mantiveram Neoplecostominae, no entanto, com a necessidade de reavaliar a relagéo
de parentesco entre cada um de seus géneros propostos por Armbruster (2004) e com
a subfamilia Hypoptomatinae. Mais recentemente, Cramer (2009) usando dados
moleculares nucleares e mitocondriais e dados morfolégicos alocou o género
Hemipsilichthys dentro da subfamilia Delturinae.

Os estudos citogenéticos em Loricariidae demonstram uma ampla diversidade
de numeros, formulas e marcadores cromossdémicos. Apesar desta grande diversidade,
a analise dos caridtipos nas espécies da familia ttm demonstrado tendéncias evolutivas
bem definidas, possibilitando inferéncias de agrupamentos (ARTONI & BERTOLLO,
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2001; ALVES et al., 2005; KAVALCO et al., 2005). A variagédo do numero dipldide nos
representantes estudados da familia € de 2n=34 em Ancistrus cuiabae a 2n=96 em
Upsilodus sp. No entanto, o 2n=54 cromossomos foi considerado basal na familia
(ARTONI & BERTOLLO, 2001). Mesmo com o grande numero de espécies estudadas
citogeneticamente em Loricariidae, a grande maioria destes s&o limitados a descri¢cao
de numero e formula cromossémica. Assim, sao poucas as inferéncias evolutivas a
cerca de outros marcadores cromossémicos, como por exemplo, a heterocromatina e a
localizacao fisica dos rDNAs.

Recentemente, em um estudo de citogenética (Ziemnizack, 2011) comparou trés
espécies de Neoplecostominae (Neplecostomus yapo, Kronichthys lacerta,
Isbrueckerichthys duseni) consideradas de grupos basais em Loricariidae juntamente
com Parotonciclus maculicauda (Hypoptopomatinae) e dados da literatura. Os
resultados demonstraram que o 2n=54 cromossomos, pouca quantidade de
heterocromatina e a sintenia dos rDNAs 18S e 5S podem ser consideradas
caracteristicas primitivas em Loricaridae por estarem presentes no grupo irmao
Trichomycteridae e nas subfamilias consideradas basais Delturinae e
Neoplecostominae. Desta forma, analises cromossdmicas entre os Loricariidae
propiciam um melhor entendimento dos processos de evolugdo cromossOmica e das
relagdes filogenéticas nesse grupo de constantes reformulacdes cladisticas.

Conclusivamente, os resultados disponiveis sobre as distintas classes de DNAs
satélites investigadas ja permitem inferéncias importantes no tocante ao entendimento
de dominios cromossdmicos heterocromaticos, origem de cromossomos B,
diversificagdo de cromossomos sexuais, além de consideracbes de natureza
filogenética, dispersdo e biogeografia de populagbées naturais em diversos grupos de
peixes. Assim sendo, esses estudos evidenciam o enorme potencial que a investigagao
de DNAs satélites apresenta para aprimorar o conhecimento da diferenciagcao
cariotipica e da evolugao da ictiofauna Neotropical e, muito provavelmente, desse grupo
de vertebrados como um todo.

2. OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADOS

A citogenética de peixes Neotropicais vem aprimorando-se nos ultimos anos no
sentido de buscar respostas mais consistentes para os mecanismos de diversificagao
dos genomas das espécies. Muitos pesquisadores utilizam da fragdo heterocromatica
dos genomas para embasar suas teorias de evolugdo cariotipica. O método
tradicionalmente aplicado para isolar DNAs repetitivos em peixes Neotropicais tem sido
a restricdo do DNA gendémico. No entanto, recentemente duas novas estratégias estao
sendo utilizadas com sucesso, (1) a cinética de reassociagéo baseada no C.t-1 DNA e
(2) a microdisseccao de cromossomos submetidos ao bandamento C e a subsequente
amplificacédo de sequéncias heterocromaticas por DOP-PCR ou por “Whole Genome
Amplification”. De posse destas metodologias, buscar-se-do estratégias que possam ser
mais resolutivas no entendimento da origem e diferenciacdo de diferentes classes de
DNAs repetitivos em algumas familias ou géneros de peixes da nossa regiao,
permitindo a compreensao de mecanismos especificos de diferenciagao cariotipica ou
contribuindo com a filogenia de grupos de taxonomia confusa.

Assim, s&o objetivos do presente projeto de estudo:

a) obter familias de DNAs repetitivos em grupos de peixes Neotropicais, os quais
possuam situagdes especificas de diferenciagdo da fracdo heterocromatica
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(cromossomos sexuais, cromossomos B), ou que possuam problemas decorrentes de
dificuldades sistematicas e/ou taxonémicas;

b) estudar a composicao, estrutura e localizagcdo cromossdmica dos DNAs
repetitivos obtidos;

c) realizar uma analise comparativa dos DNAs repetitivos obtidos em diferentes
espécies do grupo em questao;

d) aprofundar a analise da diferenciagcdo dos DNAs satélites nos cromossomos
sexuais de Parodontidae e Crenuchidae, bem como do cromossomo B de Astyanax
scabripinnis;

d) identificar marcadores cromossémicos que sejam informativos para analises
comparativas entre as espécies em estudo, com especial enfoque no estudo das
relagbes filogenéticas de Loricariidae;

Os dados acima obtidos certamente possibilitardo uma melhor compreensao do
processo diversificagdo cariotipica destes grupos de peixes de nossa ictiofauna,
possibilitando também o melhor esclarecimento de suas relacdes filogenéticas.

Metas a serem alcancadas

Entre as principais metas a serem alcang¢adas estao:
- esclarecer por meio de marcadores meioticos e mitéticos a origem e diversificacdo do
cromossomo B de A. scabripinnis, dos sistemas de cromossomos sexuais ZW de
Parodontidae e Crenuchidae, bem como da origem do sistema de cromossomos
sexuais multiplo de A. affinis;
-gerar sondas de DNAs repetitivos especificas para os cromossomos sexuais de
Parodontidae e Crenuchidae;
- identificar novas familias de DNA repetitivos nestes grupos de peixes neotropicais para
que possam ser resolutivas no entendimento da diversificagdo dos genomas destas
espécies;
- Contribuir com a filogenia e entendimento dos mecanismos de diversificagao
cromossOmica em Loricariidae.
- atuar continuamente na formacao de alunos de iniciacdo cientifica, mestrado e
doutorado.

3. JUSTIFICATIVAS COMPLEMENTARES.

Além dos objetivos ja mencionados, a atual proposta visa consolidar o Grupo de
Pesquisa Genética, Conservagédo e Biologia Evolutiva dos Campos Gerais junto ao
CNPq e ao Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Evolutiva. Ainda, o projeto
viabiliza a continuidade das orientagdes de alunos de doutorado e mestrado nos
Programas de Pds-Graduagdo em Biologia Evolutiva-UEPG e Genética-UFPR. Dessa
forma, entendemos contribuir ndo somente com o desenvolvimento cientifico no tocante
a diversificacdo de peixes Neotropicais, mas também, com o desenvolvimento
humano/cientifico da regiao dos Campos Gerais-PR, a qual é considerada ter uns dos
menores indices de desenvolvimento humano do Parana.

Em termos cientificos, estudos da organizagdo, estrutura, composicdo e
localizacdo in situ de DNA repetitivos tém propiciado avangos consistentes no
entendimento da evolugdo do genoma das espécies, com enfoque especial em amplos
dominios heterocromaticos, diversificagcdo de cromossomos sexuais heteromorficos e
origem e manutengido de cromossomos B. Nossa linha de investigagdo tem atuado na
localizagao e identificagdo de novas familias de DNAs repetitivos em algumas espécies
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de peixes Neotropicais. Ja obtivemos alguns pequenos passos na identificagdo de
novas familias de DNAs repetitivos no cromossomo B de Astyanax scabripinnis e dos
cromossomos sexuais W de Parodontidae e Crenuchidade (estudos em andamento).
Diante destas novas identificacdes de DNAs repetitivos buscamos contribuir com um
melhor entendimento da diversificacdo cariotipica das espécies em questdo. Nesse
sentido, embora ainda pequeno, os passos dados motivam o aprofundamento dos
estudos nesta area de conhecimento.



12

@CNPq

Conssiie Nacional os Daseimal-mania
Clond®ioo o Teonodapiog

4. - MATERIAL e METODOS.

4.1. Material

Serdo estudadas citogeneticamente espécies, géneros ou familias de peixes
Neotropicais no tocante a diferenciacdo dos DNAs repetitivos. Em especial interesse
sera abordado alguns questionamentos especificos da diferenciagdo dos cromossomos
sexuais em Crenuchidae e Parodontidae, do cromossomo B de Astyanax scabripinnis,
da retracdo dos genomas de alguns Tetraodontiformes e das relagdes de diversificagao
cromossdmica de Loricariidae. O material cromossdmico sera obtido via preparacao de
espécimes coletados na natureza ou, eventualmente, a partir do banco de preparagdes
cromossOmicas do Laboratério de Citogenética e Evolugado da Universidade Estadual de
Ponta Grossa. Estes procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica do Uso de
Animais em Pesquisa da UEPG (Anexo 1). A captura de espécimes na natureza é
autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente/IBAMA (Licenca permanente para coleta
de material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1) Coordenador Marcelo Ricardo
Vicari, pesca para fins cientificos (Anexo 2).

4.1.1 Numero de animais, periocidade de coletas e forma de captura

Para cada populagao/espécie amostrada serdo capturados no maximo 30
animais. Nao ha como precisar 0 numero de animais amostrados por depender do
sucesso da captura. Da mesma forma, a identificacdo de espécie é realizada em Museu
de Ictiologia, por sistematas especializados, onde sdo tombados e depositados em
colecdo. Diante do exposto, durante o esforco de captura sao coletados espécimes os
quais sao reconhecidos por pertencer ao grupo em estudo. As coletas serdo realizadas
somente durante os meses de média de temperatura média a alta (setembro a maio).
No maximo uma coleta/captura ao més, sendo que, em varios meses ndo ocorrerdo
amostragens (média de 3 a 4 coletas ao ano). No caso especifico do Parque Estadual
de Vila Velha as capturas serao realizadas no cérrego Quebra Perna, com acesso pelo
aceiro localizado atras da Igreja, longe do local de visitagao. A forma de coleta € manual
utilizando peneiras, redes de arrasto e ou tarrafas. Os animais serao transportados em
condicdo de oxigenacao até a Universidade Estadual de Ponta Grossa, onde serao
mantidos em aquarios até o processamento. Para o processamento os animais sofrerdo
eutanasia em anestésicos recomendados para peixes (6leo de cravo ou benzocaina).
Posterior ao processamento os animais seréo fixados em formol 10% e armazenados
em alcool 70 v/v até serem enviados a Museus de Ictiologia especializados para a
identificagdo e tombamento.

4. 2. Métodos

4. 2. 1. Obtengao de Cromossomos Mitéticos

(BERTOLLO et al., 1978)

Injetar intra-abdominalmente no animal uma solugdo aquosa de colchicina
0,025%, na proporgao de 1 ml/100g de peso. Manter o peixe em aquario bem aerado
durante 50 - 60 minutos. Anestesiar o exemplar colocando-o0 em um recipiente contendo
benzocaina diluida a 0.01%, sacrificando-o em seguida. Retirar uma pequena porg¢ao do
rim anterior, transferindo-a para cerca de 10 ml de solugédo hipoténica (KCI 0.075M),
dissociando as células com uma seringa desprovida de agulha. Incubar em estufa a
37°C durante 25-30 minutos. Re-suspender o material com o auxilio de uma pipeta
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Pasteur, colocando-o em um tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos
nao desfeitos. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de
acido acético glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes.
Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rom. Descartar o material sobrenadante com uma
pipeta Pasteur. Adicionar 5-7 ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material e
centrifugar por mais 10 minutos, a 900 rpm. Repetir o ultimo passo. Descartar o material
sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de metanol para que se tenha uma
suspenséo celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-
suspender bem o material. Acondicionar em microtubos. Nesta etapa, o material podera
ser armazenado em freezer, para posterior utilizacao.

4.2.2 Preparacado de cromossomos meioticos
(KLIGERMAN e BLOOM, 1977, adaptada por Bertollo et al., 1978)

Anestesiar o animal e sacrificar. Retirar as gbnadas e seccionar em pequenos
fragmentos. Colocar os fragmentos em solugdo hipoténica de KCI a 0,075M por 20
minutos. Transferir o material para o fixador (metanol: acido acetico; 3:1) recém
preparado. Este processo deve ser repetido uma vez e a seguir o material sera
guardado no refrigerador a 4°C. As laminas serao preparadas com fragmentos de
gbnadas em uma placa escavada, sendo entdo adicionadas duas a trés gotas de acido
acético a 60%. Apos o material bem fragmentado, obtendo-se uma suspenséao celular
esta sera transferida entdo para uma lamina aquecida a 30-35°C, sendo imediatamente
re-aspirada. Este processo sera repetido em 2 ou 3 pontos da lamina e posteriormente
esta sera corada com Giemsa 10%.

4. 2. 3 Deteccao da Heterocromatina Constitutiva: Bandas-CBG

(SUMNER, 1972, com pequenas modificagdes).

Tratar as laminas contendo o material celular em acido cloridrico (HCI) 0,2N, a
37°C, durante 10 minutos e lavar com &gua destilada. Incubar a preparagdo em
hidroxido de Bario (Ba(OH)2 ) a 5%, recém preparada e filtrada, a 42°C, durante 1 a 2

minutos. Submergir a ldamina em solugcdo de acido cloridrico 0,2N e lavar com agua
destilada. Imergir a lamina em solug&o salina 2xSSC, a 60°C, durante 40 minutos. Lavar
bem, com agua destilada e secar ao ar. Corar com solugao de Giemsa a 2%, em
tampao fosfato pH=6,8 durante 15 minutos.

4. 2.4 Microdissecgao

Os cromossomos metafasicos serdo diluidos para a microdissec¢cdo em solugao
de metanol/acido acético 3:1, respectivamente. Essa suspensao celular sera gotejada
sobre uma laminula. O material sera corado em Giemsa 2% (v/v) por 5 minutos e,
lavados em agua destilada. As microdissec¢des cromossOmicas serdo realizadas em
microscoépio invertido (Olympus) equipado com microdissector mecanico (Eppendorf).
Os cromossomos serao microdissectados com agulhas de vidro, capilar, com pontas de
aproximadamente 0,7 pym. Apds a microdissecgdo, a ponta da agulha contendo o
material cromossémico sera quebrada no interior de um microtubo, onde sera realizada
uma primeira reagao de PCR.

4. 2.5. Reagao de DOP-PCR

As reacdes de DOP-PCR seguirdo o procedimento geral descrito por Telenius et
al. (1992), com algumas modifica¢des (Vicari et al., 2010). O procedimento consiste de
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20 pl de reagéo de PCR (tampé&o 2X = 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, 0,2% de Triton-X,
3 mM MgCI2; 500 uM dNTP; 2,5 uM de primer 5’-ccgactcgagnnnnnnatgtgg-3 — DOP =
degenerated oligonucleotide primer - e 2 U de Taq polimerase). O programa de PCR
consistira de 10 ciclos de baixa estringéncia (94°C por 1,5 min, 30°C por 3 min, e 72°C
por 4 min); seguidos por 30 ciclos de alta estringéncia (94°C por 1,5 min, 56°C por 1,5
min, e 72°C por 1,5 min). Os produtos serdo checados em gel de agarose 2%. Aliquotar
3ul do primeiro produto de PCR e proceder uma nova reagdo de amplificagdo num
volume final de 50ul (tampéo Taq polimerase 1X = 2 mM MgCI2, 200 uM dNTP, 3 ul
DOP primer = 5’-ccgactcgagnnnnnnatgtgg-3 (100uM) e 2 unidades de Taq polimerase),
de acordo com as seguintes condigdes: 30 ciclos a 90°C por 1,5 min, 56°C por 1,5 min e
72°C por 1,5 min. Checar o produto de PCR em gel de agarose 2%.

4. 2. 6 Extracao de DNA com tampao salino
(ALJANABI & MARTINEZ, 1997)

Homogeneizar o tecido (50-100mg-1cm?) em 800 uL de tampao salino (NaCl 0,4 M;
Tris-HCI 10mM pH=8,0 e EDTA 2mM pH=8,0) usando o Polytron Tissue Homogenizer
por 10-15s. Adicionar 80 puL de SDS 20% (Cf=2%) e 16 pyL de Proteinase K 20mg/mL
(Cf=400 pg/ yL) e misturar bem. Incubar as amostras a 55-65°C por pelo menos 1h ou
overnight. Adicionar 300 uL de NaCl 6M. Vortexar as amostras por 30s a velocidade
maxima e centrifugar por 20 minutos a 13.000g. Transferir o sobrenadante para outro
tubo. Adicionar igual volume de isopropanol e misturar bem. Incubar a -20° por 1h.
Centrifugar por 10 minutos a 4°C a 13.000g. Lavar o pellet com etanol 70%, 300 pL,
centrifugar por 5 minutos a 13.000g. Secar e ressuspender em 300-500 yL de H,O
estéril (100 yL =98 yL TE + 2 pyL de RNase 10 mg/mL).

4. 2. 7 Prospeccao de DNA repetitivo por restricdo genémica

Os DNAs de representantes de peixes Neotropicais serdo digeridos com
enzimas de restrigdo seguindo as orientagbes dos fabricantes. A reacdo de digestao
sera incubada por 16 h em banho Maria a 37° C. Uma aliquota da reagéo de digestao
sera entao submetida a eletroforese em gel de agarose (2%). Possiveis bandas com
padrao de repeticdo em escadas serdo selecionadas no gel.

4. 2. 8 Prospeccgao de DNA repetitivo via cinética de reassociagao Wei et al. (2005),
com modificagbées de Ferreira & Martins (2008) e Vicari et al. (2010)

Este procedimento esta baseado na técnica de Cyt-7 DNA (DNA enriquecido
com sequéncias alta e moderadamente repetitivas). Brevemente, o DNA genémico sera
diluido para uma concentragao final de 300 ng/uL em uma solugao de NaCl 0,3 mol/L. A
amostra sera autoclavada (121 °C, 1,034 x 10° Pa) por 5 min para obter fragmentos
entre 100 e 1000 pb. O DNA sera entdo desnaturado a 95 °C por 10 min e colocado a
65 °C para re-anelamento, e posteriormente tratado com nuclease S1 (Promega) a 37
°C por 8 min. Os fragmentos de DNA obtidos serédo clonados ou usados como sondas
para hibridizagao fluorescente in situ (FISH).

4.2.9 Clonagem

As amostras de DNA provenientes das amplificagdes serdo isoladas do gel de
agarose e purificadas utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System”
(Promega) ou por meio do sistema de eletroforese E-Gel, i-Base safe imager, real-time
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transiluminator (Invitrogen) e, entao serao ligadas ao plasmideo pTZ57R, utilizando-se o
Kit “InsT/Aclone PCR Product Cloning” (Fermentas), ou em plasmideo Pmos “blunt
ended PCR cloning Kit” (GE) segundo as instrugcbes dos fabricantes. As colbnias
bacterianas recombinantes (brancas) serao transferidas para tubos de 15 ml contendo 4
ml de meio LB liquido acrescidos de ampicilina (100 mg/ml). As bactérias serao
deixadas overnight sob agitacao de 200 rpm a 37°C. Os plasmideos bacterianos serao
entado extraidos por meio de mini-preparacao plasmidial e parte da cultura de bactérias
sera homogeneizada com glicerol e armazenada a -80°C.

4.2.10 Sequenciamento nucleotidico

O sequenciamento nucleotidico dos clones de interesse sera realizado
utilizando-se o kit “DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing” (Amersham
Biosciences), segundo as instrugbes do fabricante. Para cada amostra a ser
sequenciada sera preparada a seguinte reagédo: 2 ul de pré-mix (kit), 1 ul de primer
M13_F 5’ agc gga taa caa ttt cac aca gg 3’e M13_R 5’ ccc agt cac gac gtt gta aaa cg 3’
(3,3 mM), 40-100 ng de DNA (volume maximo de 5 ul), agua estéril (volume necessario
para 10 pl de reagao final). O programa de PCR de sequenciamento consistira de uma
etapa inicial de 2 minutos a 96 °C, seguida de 36 ciclos de 45 segundos a 96 °C, 30
segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C, e de uma etapa final a 4 °C. Os produtos dessa
reacao serao purificados para eliminacdo de nucleotideos terminadores néo
incorporados. Adicionar 2 ul de acetato de sodio 3M e 80 pl de etanol 95% em
temperatura ambiente em cada tubo contendo o produto da reacdo de PCR de
sequenciamento, misturar no vértex e centrifugar a 20 °C por 30 minutos a 14000 g.
Remover cuidadosamente o sobrenadante e adicionar 400 ul de etanol 70% em
temperatura ambiente e, em seguida, centrifugar a 20 °C por 5 minutos a 14000 g.
Descartar cuidadosamente o sobrenadante e deixar o pellet secar por uma hora em
temperatura ambiente protegido da luz. Ressuspender o pellet em 4 pul de tampéao de
carregamento (formamida: blue dextran, na propor¢do de 5:2). Passar os tubos pelo
vortex, desnaturar as amostras por 5 minutos a 95°C e coloca-las imediatamente no
gelo apds a desnaturagao. Utilizar até 2 ul de amostra na corrida de sequenciamento.
As sequéncias serao lidas num sequenciador automatico.

4.2.11 Analise das sequéncias nucleotidicas

Para identificagdo de possiveis homologias de genes, as sequéncias
nucleotidicas obtidas serao primeiramente submetidas a buscas online BLASTn
(ALTSCHUL et al. 1990) através do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (USA), “website” (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Posteriormente, as
sequéncias serao depositadas no GenBank.

4.2.12 Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

A. Marcagéo das sondas

As sondas serdo marcadas pela técnica de nick translation ou por PCR,
utilizando os compostos biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP (Roche). O produto
desta reacgdo sera precipitado com acetato de potassio e etanol overnight a -20° C.
Posteriormente, o material sera centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm, sera
descoartado 0 sobrenadante, deixando o DNA marcado secar completamente em estufa
a 37 C.
B. Preparagéo das laminas
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As laminas, contendo as preparagdes cromossOmicas, serdao 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, serdo tratadas com solugdo de
RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora, em camara imida a 37°C, lavadas duas vezes em
solugao de 2xSSC, por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixagdo 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 serdo entao 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.
C. Hibridacao e detecg¢éo dos sinais correspondentes

Serao aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 ul da solugdo de hibridagao
permanecendo “overnight’ a 37°C, em camara Umida contendo solugdo de 2xSSC pH
7,0. Decorrido este tempo, as laminas serao lavadas com solugdo de formamida 15%
em 0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida, lavadas com 0,1xSSC a
60°C, por 15 minutos. Em seguida serdo lavadas em Tween 20, por 5 minutos,
incubacdo em 90 pl de tampédo NFDM a 5%, por 15 minutos em cadmara umida e duas
lavagens com Tween 20, cinco minutos cada. Para a deteccdo da sonda, seréo
colocados sobre as Idminas 90 ul de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina
conjugada) a 0,25 ug/ul, permanecendo por 30 minutos a 37°C, em cadmara Umida. As
laminas serdo entao 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 serdo entdo contra corados com DAPI (0,2
pg/ml) diluido em uma solugao “antifade” (Fluka).

5. FORMA DE ANALISES DOS RESULTADOS

As preparagdes cromossémicas convencionais serao analisadas em microscépio
de campo claro Olympus Bx41. As preparagdes com hibridagao in situ serao analisadas
em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados Olympus Bx41. As
imagens seréo capturadas com utilizagdo da camera CCD DP71 (Olympus) e software
DP controller. As imagens obtidas serdo organizadas em cariétipos para a descrigao
dos marcadores cromossOmicos e analisadas de forma comparativa entre as espécies
quando for um marcador compartilhado.

Os resultados obtidos deverdao ser apresentados em congressos/simpdsios e
publicados em revistas cientificas.
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6. Custos do projeto
Os custos do projeto estdo a encargo de financiamento a ser obtido pelo Prof.
Dr. Marcelo Ricardo Vicari. Parte dos Custos ja foram financiados pela CAPES.
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Rubrica Quantidade Valor R$ Justificativa
Ano 1

Consumo Produtos para biologia molecular: 4.000,00 | Consumiveis indispensaveis para a
Tag DNA polimarase; agarose, amplificagdo e clonagem de
enzimas de restricdo, gel red, sequéncias génicas e de DNA
primers, kit genome walker, kits de repetitivo
clonagem. Kits purificagdo DNA.

Consumo Produtos para citogenética 9.000,00 | Consumiveis utilizados para
molecular:  biotina 11 dUTP, mapeamento  citogenético das
digoxigenina 16 dUTP, Anti - sequéncias repetitiva e géncias
Digoxigenina Rodamina Conjugada, obtidas neste estudo.
streptavidina alexa fluor 488; sais,
formamida, sulfato dextrano, kits de
amplificagdo de sinal, kits de
marcacgao de sondas

Servigo de Sequenciamento next generation 10.000,00 | Sequenciamento do cromossomo

terceiros sexual W total de Parodontidae

para a prospecgao de sequéncias
génicas e repetitivas.

Consumo Plasticos e Vidrarias: ponteiras, 2.000,00 | Material de uso rotineiro em
tubos, caixas, Becker, provetas, etc; experimentos de bancada.

Ano 2

Consumo Produtos para biologia molecular: 8.000,00 | Consumiveis indispensaveis para a
Tag DNA polimarase; agarose, amplificagdo e clonagem de
enzimas de restrigdo, gel red, sequéncias génicas e de DNA
primers, kit genome walker, kits de repetitivo
clonagem. Kits purificagdo DNA

Consumo Produtos para citogenética| 10.000,00 | Consumiveis utilizados para
molecular:  biotina 11 dUTP, mapeamento  citogenético das
digoxigenina 16 dUTP, Anti - sequéncias repetitiva e géncias
Digoxigenina Rodamina Conjugada, obtidas neste estudo.
streptavidina alexa fluor 488; sais,
formamida, sulfato dextrano, kits de
amplificagdo de sinal, kits de
marcagao de sondas

Consumo Plasticos e Vidrarias: ponteiras, 2.000,00 | Material de uso rotineiro em
tubos, caixas, Becker, provetas, etc; experimentos de bancada.

Servigo de Sequenciamento automatico 5.000,00 | Sequenciamento de sequéncias

terceiros 200 linhas repetitivas e génicas obtidas neste

estudo.

Total de Consumo 35.000,00

Total de Servigos de Terceiros 15.000,00

Total Geral 50.000,00
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7. CRONOGRAMA

Cronograma de execuciao em 24 meses (ap0s aprovacio IAP a Marco de 2014)

2012/1 2012/2 2013/1 2013/2 2014/1
F[NA[NJI[I[A[S[C|ME[I[E[N[A[NJI[I[A[S|[C|MNIL|[J]|F]|N
Revisdo Bibliografica |3 [ [ 3|3 |2 (D[ 3|23 2[(3[22[2[2122221222(X|X
Coletas/amostras X X X X[ X XX XX XX
Inventario Ictioldgico ) D) )
Ensaios Metodolégicos | X| X| X| X| X XI XI X X XI XI X X XI X X X X X[ X X X| X X X| X
Analise dos dados |2 |2 232 2312 PP (XX
Divulgacio Resultados X X X XX XX XX
Relatdrio J D) X
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9. Anexos

Aspectos éticos e de biosseguranga Em consonancia com a Resolugédo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, quando
couber.

O pesquisador responsavel (Marcelo Ricardo Vicari) possui a Licenga permanente para
coleta de material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1. Ainda, os
procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentagdo Animal
da Universidade Estadual de Ponta Grossa —Processo CEUA: 07/2011 (Anexo).

B B
e e PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CATIAABALS I T8 AL A U U LB ANLVIAL
CARTA DE APROVACAO
Processo CEUA = 07/2011

Protocolo UEPG — 05057/2011
Titulo - “Citogenética Molecularem Peixes Neotropicais®,

Interessado — Dr. Marcelo Ricardo Vicar.

Data de Entrada = 31/03/2011
Resultado: Aprovade

Data/Prazo - Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
02/05/2013

Consideracbes
Prezado Professor,

Em relaciio ao protocolo de pesquisa sob sua respensabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADO, por dois ancs, para a utilizagio 30 exemplares de cada espécie/populacio
dos peixes em estudo.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para 90 dias apas término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentagio de um novo protocolo.

Profes

Coofthenader Comissdo de Etica ¢

Orl Giavani Marina Favero
*Aﬂmﬂﬂ CEUA-LUEPG

O 4748, CEP B4.0 0 Can Unhirsitaria em Lvar
Ay, Gen, Carlos Gavaleartl, n” 4. #ﬁ'}iﬂ@ﬂggﬂmw uqu.;u
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