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INTRODUCAO

O conhecimento sobre a biologia dos peixes quando comparado com outros
grupos de vertebrados é pouco conhecida, notadamente sobre a evolugdo, sistemética e
distribuicdo de muitos grupos neotropicais. Possivelmente, uma das principais razdes
para essa caréncia seja o elevado nimero de espécies - cerca de 24.600 - o que equivale,
aproximadamente, ao nimero de espécies de todos os demais vertebrados (Nelson,
2006).

A grande diversidade de ambientes ecoldgicos existentes na América do Sul
permitiu uma grande irradiagdo evolutiva, possuindo hoje esta regido uma ictiofauna
muito rica, contendo cerca de 60 familias e, aproximadamente 2800 espécies conhecidas
(Schaeffer, 1998). Entretanto, estima-se que existam cerca de 8.000 espécies de peixes
de agua doce neotropicais. Essa fauna extremamente complexa é do ponto de vista
evolutivo, um grande produto do mundo bioldgico.

Nas duas ultimas décadas a Citogenética vem contribuindo significativamente
para um melhor conhecimento da biodiversidade em peixes neotropicais, apresentando
uma somatoria de informagdes e descobertas relativas a processos evolutivos nesse
grupo, tais como rearranjos cromossdémicos, polimorfismos estruturais e/ou numéricos,
poliploidia natural, sistemas de cromossomos sexuais, distribuicdo geografica de
espécies/populacbes. Hoje, estima-se que existam disponiveis para a citogenética, 475
espécies de Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de
Gymnotiformes, 199 espécies de 4gua doce, ndo peretencem a superordem Ostariophysi
e apenas 109 espécies de 4gua salgada. (Oliveira et al, 2009). Entretanto, importantes
subsidios tém sido fornecidos para um melhor entendimento das relacbes evolutivas
entre espécies e populagdes, assim como para a caracterizacdo de complexos de
espécies, em associacdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e
biologia molecular (Artoni et al., 2000).

A associacdo entre a Citogenética e a Sistematica, tem se mostrado, em muitos
casos, extremamente importante, complementando o0s estudos de identificacao,
distribuicdo e de relacionamento entre grupos naturais, normalmente baseados apenas
em caracteres morfométricos e meristicos. Além disso, o conhecimento da estrutura dos
cromossomos, através de mapeamento de sequéncicas génicas utilizando técnicas de

FISH (Hibridag&o fluoescente “in situ™) aplicados em diferentes grupos de peixes tem



contribuido grandemente para o conhecimento do genoma dessa classe de vertebrados e

suas implicagOes evolutivas.
OBJETIVOS
Objetivo Geral
Introduzir as metodologias de obtencdo de cromossomos de peixes, de técnicas
de bandamentos C e Ag-NORs (regifes organizadoras de nucléolos) e de citogenética

molecular (FISH).

Objetivos especificos

Obter cromossomos mit6ticos através da técnica de suspenséo celular.

e Caracaterizar a morfologia cromossdmica da espécie alvo.

e Empregar as técnicas de bandeamento cromossdmico como distribuicdo das
regides de heterocromatina constitutiva (banda C) e regibes organizadoras de

nucléolos (Ag-NORs).

e Conhecer as técnicas de citogenética molecular como Hibridagdo Fluorescente

“in situ” (FISH) e suas aplicagdes.

MATERIAS E METODOS

1. Analises citogenéticas

As analises citogenéticas de cromossomos mitdticos serdo feitas com base em

técnicas convencionais e de bandeamentos cromossomicos.



2. Estimulacdo de mitoses:

Para obtengcdo de um maior nimero de mitoses, sera utilizada uma técnica de
estimulacdo celular através da injecdo de uma solucdo de fermento bioldgico, descrita
inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis, utilizada por Lee e Elder
(1980) para pequenos mamiferos e por Oliveira et al. (1988) para peixes. O
procedimento utilizado foi o seguinte:

1. Preparar uma solucdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte
proporcao: 0,5 g de fermento, 0,5 g de agtcar e 7 ml de agua destilada.

2. Incubar a solugéo em banho-maria (40°C) por cerca de 20 minutos.

3. Injetar a solugéo dorso-lateralmente no peixe na proporgéo de 1 ml por 100 g
de peso do animal.

4. Deixar o animal em aquério bem aerado por 48 ou 72 horas.

3. Preparacao de Cromossomos Mitéticos:

As preparacdes do material, para andlise dos cromossomos mitdticos, serdo
feitas utilizando-se a porcdo cefalica do rim, de acordo com a técnica “air drying”

descrita por Egozcue (1971) e modificada para peixe por Bertollo (1978).

4. Teécnica “Air Drying” (BERTOLLO et al., 1978):

Injetar intraperitonialmente solugdo aquosa de colchicina (0,0025%) na
proporcdo de 1 ml/100g do peso do animal; deixar o peixe em aquéario bem aerado por
30 a 60 minutos, sacrificando-o e retirando os 6rgdos desejados; hipotonizar o tecido em
solucdo de KCI (0,075) e fixar em fixador (3 partes de alcool metilico: 1 parte de &cido
acético). ApoOs obter uma da suspensdo celular, pingar 3 a 4 gotas em uma lamina e
deixar secar. As laminas com a suspensdo celular serdo coradas com Giemsa diluido a
5% em tampdo fosfato pH 6,8, durante 5 minutos, para andlise convencional e

submetidas a diferentes tratamentos de bandeamentos cromossdmicos.
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5. Bandeamentos Cromossdmicos:

5.1 Técnica De Nitrato De Prata (AgNOR) - HOWELL e BLACK (1980)

De posse da ldmina j& contendo o material para andlise, hidrolisa-la por 3
minutos em HCI 1N a 60°C, em estufa. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Pingar
uma gota de solucdo aquosa de gelatina em dois pontos distintos da lIamina, sobre estas
gotas adicionar uma gota de agua deionizada. Adicionar sobre as gotas anteriores, duas
gotas de solucdo de nitrato de prata (AgNO3), e cobrir a lamina com laminula. Incubar
em estufa a 60°C por um periodo de 3-5 minutos, ou até que a solugdo adquira uma

coloracéo caramelada. Lavar em agua corrente e secar ao ar, analisar em microscopio.
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5.2.1 Bandeamento C - SUMNER (1972)

Tratar a lamina ja contendo as gotas do material para analise, com HCI em
temperatura ambiente em estufa, por 15 minutos. Lavar a ldmina em agua corrente e
secar ao ar. Incubar em solugéo salina de 2xSSC, a 60°C em banho-maria por 15
minutos. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Incubar a ldmina por 30 segundos em
solucdo de hidroxido de béario (BaOH),em banho-maria a 42°C, com o BaOH sendo
recém preparado e filtrado. Lavar a Iamina rapidamente em solucdo de HCI, e depois em
agua deionizavel, deixar secar ao ar. Incubar a 1dmina em solucédo salina de 2xSSC a
60°C, por 1 hora. Lavar em agua corrente e secar ao ar. Corar com Giemsa 5% durante

5-10 minutos. Lavar em agua corrente



6. Hibridacéo in situ por fluorescéncia - (FISH) com sondas de DNAr 18S e 5S -
PINKEL et al. (1986)

Serdo utilizadas duas sondas para o mapeamento fisico destas sequéncias sobre 0s
cromossomos: uma sonda de DNAr 18S, obtida do DNA nuclear de Prochilodus
argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004) e uma sonda de DNAr 5S, isolada a partir
do DNA genbmico de Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI, 1999) e uma

sonda para sequéncia telomérica de eucariotos (1JDO et al., 1991).

6.1. Marcacéo da sonda por Nick Translation (Kit Bionick Labeling System)

Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: xI &gua qsp; 7,51 de dNTP
Mix 10x com dATP mais biotina; x | de DNA sonda (equivalente a 1,6 g); 7,5 | de
Enzima (DNAse + DNA polimerase 1) (o volume final da reagdo deve ser 45 1 e 0
volume de agua a ser colocado dependem da concentracdo da sonda). Misturar,
centrifugar brevemente (cerca de 5 Seg) e incubar a 16°C durante 2 horas. Terminada as
2 horas coloque o tubo no gelo e cheque em gel o tamanho dos fragmentos (deve ser
menor que 500 pb). Adicionar 7,5 | de stop buffer. Precipitar o DNA com 5 | de acetato
de sédio 3M e 100 | de etanol PA. Incubar a —20°C overnight. Centrifugar a 14.000 rpm
por 10 min. Descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50 | etanol 70%. Centrifugar
a 14.000 rpm 5 min. Descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em xI de

agua (para uso imediato) ou TE (para ser armazenada por um periodo maior).



6.2. Marcacdo da sonda por Nick Translation (Kit Nick Translation Biotin ou
Digoxigenin)

Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x | 4gua gsp; x | sonda

(19); 4 1 mix de nick (Completar para o volume total de 20 I). Interromper com 1 | de
EDTA 0,5 M pH 8,0. Aquecer por 10 min a65 C.

6.3. Fluorescent in situ hybridization

Tratamento com RNAse: Lavar as laminas em tamp&do PBS 1x durante 5 min. em

temperatura ambiente (shaker). Desidratar as Iaminas em série alcodlica 70, 85 e 100%,
5 min cada (secar). Incubar as ldaminas em 100 | de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a
37°C por 1h em camara imida com agua milli-Q. Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC. Lavar
durante 5 min em PBS 1x.

Fixacdo: Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCI2 durante 10 min a
temperatura ambiente. Lavar em PBS 1x por 5 min. (shaker). Desidratar as laminas em
série alcodlicas (70, 85, 100 %) por 5 min cada.

Pré-hibridacdo: Simultaneamente a desidratacdo em série alcoolica desnaturar a solugéo
de hibridagdo a 100°C por um periodo de 10 min e passa-la imediatamente ao gelo.
Desnaturar o DNA cromossomico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5 min.
Desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 min cada.

Hibridacdo: Preparar a cdmara Umida a 37°C. Montar cada Iamina com 40 | de solucéo
de hibridagdo, cobrir com laminula e deixar overnight a 37°C. (Solucdo de Hibridagao:
(estringéncia 77%) duas sondas (DOUBLE FISH) (200 wpl Formamida (50% de
Formamida); 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%); 40 ul de 20xSSC
(conc final 2xSSC); 8 ul DNA de placenta 10mg/ml (1ul/ ldmina); 36 ul de H,O gsp.
Acrescentada a sonda A; 36 ul de H,O gsp. Acrescentada a sonda B; Volume final 400
ul.

Lavagens: Lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10min
cada (Shaker). Lavar durante 5min em solugdo de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente
(Shaker).



10

Blogueio: Incubar as laminas em tampéo 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos. Obs: Antes
de incubar alicotar 5 tubos com 1000 | cada do tampdo 5% NFDM/4xSSC. Lavar 2 x
5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

Deteccdo de duas sondas DOUBLE FISH: Montar um mix contendo 994 ul NFDM +

1ul de avidina FITC conjugada + 5ul de antidigoxigeninarodamina conjugada. Incubar
as laminas com 100 | cada do mix de anticorpos durante 1 h em cdmara Umida e escura,
a temperatura ambiente. Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker).
Desidratar em alcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar).

Montagem das l&minas com DAPI: Misturar 400 | de antifading mais 1 | de dapi (0,2

mg/mL). Colocar 50 | da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

7. Medidas cromossdmicas:

Os cromossomos terdo sua morfologia estabelecida de acordo com a relagdo de
bragos (RB), segundo as proporgdes propostas por Levan et al. (1964), e serdo
classificados em: metacéntricos (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntricos (RB de 1,71 a
3,00), subtelocéntrico (RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB maior que 7,00).
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7.1 Montagem dos cariotipos:

Feitas as medidas cromossdmicas e estabelecido o nimero de cromossomos
metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A),
0S Cromossomos seréo arranjados segundo o tipo (m, sm, st e a) e em ordem decrescente

de tamanho.
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RESULTADOS ESPERADOS

O presente mini-curso devera proporcionar ao aluno, um melhor entendimento
sobre a citogenética de peixes e a sua aplicabilidade, como instrumento de estudo
evolutivo e ferramenta sistematica, detectando diferencas cariotipicas na macro e
microestrutura cromossémica da espécie, buscando uma melhor compreensao das suas

relagdes genéticas.
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