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RESUMO

Os igarapés da cidade de Manaus, assim como os demais rios de grandes
centros urbanos, vém sofrendo alteracbes em consequéncia de acles
domésticas e industriais. Algumas espécies de peixes adaptaram-se a tais
variacbes, como os tamoatas (Hoplosternum littorale, familia Callichthyidae).
Estes peixes podem ser encontradas tanto em ambientes antropizados quanto
ndo antropizados, sendo interessante avaliar se existe diferenca na
organizagdo gendmica de individuos provenientes destes dois ambientes, uma
vez que macro-alteracbes cariotipicas ndo sdo evidentes. Para tanto, os
cromossomos foram obtidos a partir de células renais, de tamoatas
provenientes dos igarapés Sdo Raimundo e do Educandos (poluidos) e lagos
Cataldo e Marchantaria (ndo poluidos) da regido de Manaus, AM. Hibridizacdes
fluorescente in situ foram realizadas para determinar o numero de sitios
ribossomais 18S e 5S, bem como o padrdo de distribuicdo do retroelemento
Rex 3. Numero dipléide igual a 60 cromossomos (2n=4m+4sm+52a) e
auséncia de cromossomos sexuais foi observada para todos os individuos de
ambos os ambientes, sendo que o sitios ribossomal 18S foi evidenciado nos
homologos do sétimo par, enquanto que o DNAr 5S apresentou-se localizado
em ambos 0s homodlogos dos pares 18 e 25 e em apenas um homologo do par
8. Tanto em tamoatds do ambiente natural quanto dos igarapés urbanos de
Manaus, 0 Rex 3 apresenta-se distribuido de maneira dispersa nos
cromossomos, porém nos individuos provenientes dos ambientes poluidos
estes parecem estar sendo acumulados, com sinais mais evidentes. Com estes
dados € possivel afirmar que, apesar da macroestrutura cromossomica
permanecer estavel, a presenca de poluicdo ambiental pode estar atuando na

diferenciacéo da organizacdo do genoma desta espécie.



Abstract

The freshwaters of Manaus city, as well as others rivers of big urban centers,
has been changed because of industrial and domestic actions. Some fish
species have adapted in these situations, like tamoatds (Hoplosternum littorale,
Callichthyidae), that may be found in two types of environments: polluted and
non polutted. Thus, is necessary to evaluate if there are differences in
karyotype composition between specimens from these polluted and non
polluted environments. In this study, metaphase cells of tamoatas, from Sao
Raimundo and Educando stream (polluted) and, Cataldo and Marchantaria
lakes (non polluted) were analyzed. The chromosomes were obtained from
renal cells and stained with Giemsa. Patterns of constitutive chromatin were
obtained by action of barium hydroxide and nucleolus organizers regions by
silver nitrate impregnation. Fluorescent in situ hybridization was performed to
determinate 18S and 5S ribosomal sites and pattern distribution of Rex 3
retroelement. Diploid number of 60 chromosomes (2n=4m+4sm+52a) and
absent sex chromosomes were observed for all specimens. Nucleolus organizer
regions were simple and were located on the seventh pair, which was confirmed
by 18S rDNA probe hybridization. The the 5S rDNA is located in both of
homologous pairs 18 and 25 and in one same pair 8. In both tamoatas from
polluted and non polluted urban freshwaters of Manaus, the retroelement Rex 3
is dispersed in chromosomes. However in specimens of polluted environment
the sites are conspicuous and suggest an accumulation of this element in
genome. Despite of chromosome macrostructure has been stable; the mapping
of retroelement Rex 3 indicated that polluted environment may be acting in

differentiation of genome organization of Hoplosternun littorale .



Lista de figuras

Figura 1: Células metafasicas de Hoplosternun littorale provenientes de
ambientes antropizados (a) e ndo antropizados (b) das proximidades de
Manaus. a-c) Retroelemento Rex 3 (sitios avermelhados) nos cromossomos
mitéticos (seta) e nucleos celulares (cabeca de seta) de individuos proveniente
de igarapé urbano poluido de Manaus (a, c) e de ambiente natural nao
antropizado (b). d) Localizacdo fisica cromossémica do DNAr 5S (sitios
avermelhados) e do DNAr 18S (sitios avermelhados — cabeca de seta). Barras:
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1. Introducéao

1.1 Apresentacgao geral do problema

Os seres vivos sédo afetados por substancias presentes no ambiente.
Essas substancias podem ser classificadas como provenientes de elementos e
compostos naturais ou compostos toxicos que sdo sintetizados pela indastria.
Sob condi¢Bes naturais, os elementos deslocam-se no ambiente através dos
ciclos biogeoquimicos e se tornam disponiveis para a biota. Contudo, os ciclos
biogeoquimicos sao influenciados pelas atividades humanas, providenciando
novas fontes de elementos e, consequentemente, alterando disponibilidade
desses para a biota (Wood, 1974).

A quantificagdo destes elementos na natureza é fundamental, porém ha
uma necessidade em se detectar e avaliar o impacto dos mesmos nhos
organismos devido ao fato de existirem diferencas na forma de metabolizar os
compostos. Desta forma, durante as Ultimas trés décadas, a comunidade
cientifica e agéncias regulatérias tém tomado consciéncia dos impactos
ambientais sobre a saude humana e a sustentabilidade dos ecossistemas
(Bickham et al., 2000), uma vez que a interferéncia antrépica pode resultar em
consequéncias muitas vezes irreversiveis para os organismos que habitam
estes ambientes (Ribeiro et al., 2003).

Todos 0s organismos vivos estdo em interacdo com o ambiente, de
maneira que seu material genético se encontra exposto as alteracdes que este
ambiente sofre. Quando estas alteracBes sao positivas, levam a uma maior
adaptacao dos organismos ao ambiente, de forma a explora-los de uma melhor
forma, modificando-o também (Minissi & Lombi, 1997; Bombassaro, 2007).
Porém, algumas alteracbes podem ser prejudiciais, uma vez que sao capazes
de alterar processos vitais e resultam no funcionamento incorreto da
maquinaria celular, o que leva a mutagénese devido a multiplicacéo das células
com informac0es alteradas (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Bombassaro, 2007).

Estes organismos expostos a mutagenos de origem natural ou
antrépica, tais como alterac6es nos niveis de CO2, pH, presenca de metais
pesados e outros produtos quimicos, incidéncia de raios ultra violeta, entre

outros, tendem a apresentar alteragbes cromossOmicas ou mudancas a



organizacdo do seu genoma. A deteccdo destas alteracbes nos organismos €
importante devido ao impacto que podem trazer para as populagdes,
especialmente a humana (Rabelo-Gay et al., 1993).

Como a principal via de contaminacdo nos seres humanos é através da
ingestao de alimentos, principalmente peixe, estes organismos receberam uma
atencao especial por serem capazes de metabolizar xenobioticos e poluentes
acumulados no meio aquatico (De Flora et al., 1993; Grisolia & Cordeiro,
2000). Alguns desses compostos apresentam efeito cumulativo, tornando-se
cada vez mais danoso quando inserido em uma cadeia alimentar (Ribeiro et
al., 2003).

Contudo, até o momento ndo existe nenhuma informacdo acerca de
alteracdes na organizacdo de genoma de espécies de peixes encontrados em

diferentes ambientes amazonicos, sendo esta abordagem de fundamental.

1.2 Desenvolvimento do problema

A bacia amazo6nica é constituida por um complexo sistema de drenagem, o
qual é determinado por uma ampla gama de caracteristicas geoldgicas, fisicas,
quimicas e biologicas (Junk & Furch, 1983; Sioli, 1984). Com base nestes
fatores Sioli (1950) subdividiu as dguas amazénicas em "brancas", "pretas" e
“claras". As aguas brancas apresentam-se turvas, com coloracdo barrenta e
baixa transparéncia, sendo rica em sais minerais, pH entre 6,5 e 7 e
condutividade alta. As aguas pretas apresentam grande concentracdo de
acidos humicos e fulvicos que se originam da decomposicdo incompleta de
matéria organica das florestas que circundam os rios, sendo que a agua
apresenta pH entre 3,0 e 5,0, auséncia de calcio/magnésio e a pobreza de sais
minerais. As aguas claras apresentam maior transparéncia, com pH variando
entre 4,5 e 7,0 e sua condutividade é relativamente baixa (Sioli, 1984, Furch,
1984). Alem das caracteristicas fisicoquimicas naturais, acdes antropicas
(domeésticas e industriais) vém alterando o ambiente dos igarapés que ocorrem
nos grandes centros urbanos, contribuindo também para o estabelecimento do

complexo ecossistema aquatico amazoénico (Santana & Barroncas, 2007).



Em vista desta heterogeneidade de ambientes aquaticos amazonicos,
supfe-se que espécies de peixes que nele habitam adaptaram-se a tais
variagbes. Assim, espécies de peixes desenvolveram durante o processo
evolutivo uma grande plasticidade genotipica e fenotipica e atualmente admite-
se que a variabilidade genbmica € o fator que garante uma rapida adaptacdo
dos organismos ao ambiente (Almeida-Val & Farias, 1996). Os peixes do
género Hoplosternum, pertencentes a familia Callichthyidae, s@o espécies
encontradas em rios de aguas brancas, igarapés e areas de inundacao, tanto
em ambientes antropizados quanto ndao antropizados (Santos et al., 2006).
Com relagdo a macroestrutura cariotipica, H. littorale de ambientes
antropizados e nao antropizados de Manaus apresentam namero dipléide igual
a 60 cromossomos (2n= 4 metacéntricos, 4 submetacéntricos, 52 subtelo-
acrocéntricos), marcacdes ténues de heterocromatina na regido centromérica
da maioria dos cromossomos e regido organizadora de nucléolo localizada no
7° par ( Porto & Feldberg, 1992; Azevedo et al., 2011), ndo sendo observadas
alteracdes cromossémicas entre os individuos dos dois ambientes. Contudo,
técnicas citogenéticas mais sensiveis, como a identificacdo de sequéncias
especificas de DNA nos cromossomos através de sondas, tendem a revelar
polimorfismos intra e interespecificos ndo detectados por ferramentas da
citogenética classica. Desta forma, este trabalho visou caracterizar as
populacdes de H. littorale que ocorrem em diferentes ambientes, antropizados
e nao antropizados, por meio do mapeamento de sequUéncias de DNA
repetitivo, visando compreender como estes elementos se comportam nos

diferentes ambientes.

2. Material e Métodos

Foram analisadas preparacdes cromossdmicas de Hoplosternun litoralle
disponiveis no Laboratério de Citogendmica Animal (UFAM). Estes peixes sao
provenientes do rio Amazonas — PA (agua branca), do lago Cataldo (mistura de
agua branca e preta), ilha da Marchantaria (Agua branca) e nos igarapés
urbanos poluidos do Mindu e do Quarenta, que formam as microbacias do Sao

Raimundo e Educandos, respectivamente, apontados recentemente como



pontos mais criticos de poluicdo ambiental em Manaus, AM (Pinto et al., 2009).
Foram analisados citogeneticamente 6 individuos de cada ambiente (3 & e 39
de cada espécie). Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de fenol-
cloroférmio descrito por Sambrook & Russell, 2001, no qual um fragmento de
tecido muscular foi macerado e transferido para um tubo de 1.5 ml,
posteriormente adicionado tampdao de lise e em seguida proteinase K e RNAse.
As amostras foram incubadas a 60 °C por aproximadamente 2 horas para que
o tecido fosse totalmente digerido. Posteriormente foram feitas lavagens
sucessivas com fenol, fenol cloroformio, alcool isoamilico e cloroformio
hidratado. ApGs a lise, o DNA foi separado das proteinas por precipitacdo
salina juntamente com centrifugacdo. O sobrenadante foi entdo precipitado
com isopropanol. Ao final, o DNA foi hidratado em agua milli-Q e estocado em
freezer -20 C.

O elemento transponivel Rex3 foi amplificado via PCR utilizando os primers
RTX3-F3 (5°CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG) e RTX3-R3 (5TGG CAG
ACN GGG GTG GTG GT) (Volff et al., 1999, 2000, 2001a). Para amplificacao
do DNA ribossomal 5S foram utilizados os primers DNAr 5SA (5-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3) e 5SB (5-
CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’) (Komiya & Takemura, 1979) e para o
DNA ribossomal 18S os primers IpF (5’°CCGCTTTGGTGACTCTTGAT) e IpR
(5’CCGAGGACCTCACTAAACCA) (Gross et al., 2010).

Apés a amplificacdo os fragmentos foram marcados com biotina-14-
dATP (Biotin Nick Translation mix; Invitrogen) e digoxigenina-11-dUTP (DigNick
Translation mix; Roche) por meio da reacdo de nick translation seguindo as
recomendacdes do fabricante, e utilizados como sonda na técnica de
Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH) (Pinkel et al., 1986). Nesta técnica as
laminas foram lavadas em tampao PBS 1x por 5 minutos em temperatura
ambiente e desidratadas em série alcodlica gelada (70%, 85% e 100%) durante
5 minutos cada. Em seguida foram tratadas com 90 ul de RNase 10 ug/mL por
1 hora em camara Umida a 37 °C. As laminas foram lavadas trés vezes em
2XSSC durante 5 minutos cada e posteriormente lavadas em PBS 1x durante 5
minutos. ApoOs isso foi realizada a fixagdo em formaldeido 1% em PBS
1X/50mM MgCI2 durante 10 minutos a temperatura ambiente e lavagem em

PBS 1x por 5 minutos. Apos a desidratagdo alcodlica gelada (70%, 85% e
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100%) durante 5 minutos cada, as laminas foram secas ao ar. Posteriormente
foram desnaturadas em formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por 5 minutos e
novamente desidratadas em etanol gelado 70%, 85% e 100% por 5 minutos
cada. Deixou-se secar ao ar. Para a realizacdo da solucéo de hibridizacdo em
um tubo eppendorf, foram adicionados 6 pl de sonda, 15 pl de formamida, 6 ul
de sulfato de dextrano 50% e 3 pl de 20xSSC. A sonda foi desnaturada a 99 °C
por 10 minutos e passada imediatamente ao gelo. Apoés isso foi realizado o
processo de hibridizacdo onde foram colocados 30 ul de solugédo de
hibridizacdo sobre uma laminula e a lamina foi invertida sobre a laminula. As
laminas foram mantidas com o material voltado para baixo em camara Umida
(H20 destilada) a 37 °C por cerca de 14 horas. Posteriormente as 14h ocorreu
a lavagens onde as laminulas foram removidas das laminas. Em seguida foram
lavadas em 2xSSC a 72 °C por 5 minutos. Apos, foram transferidas para
solucdo de PBD 1x (leite em pé desnatado; Triton X-100; 20xSSC; diluido em
agua destilada ajustando para pH 7,0) a temperatura ambiente. Para detec¢ao
das sondas foram adicionados sobre cada lamina 30 uL dos anticorpos FITC-

Avidina conjugada (Sigma; www.sigmaaldrich.com) em tampdo C (0,1 M

Bicarbonato de Sdédio) e anti-digoxigenina rodamina (Roche). Posteriormente
foram cobertas com laminula e deixadas por 30 minutos em camara Umida com
agua destilada. Em seguida as laminulas foram removidas e as laminas foram
lavadas trés vezes em solucdo de PBD 1x recém preparado a 45 °C por 2
minutos cada. Apos isso as laminas foram desidratadas em série alcoolica
gelada (70%, 85% e 100%) e secas ao ar. Os cromossomos foram contra-
corados com DAPI (2ug/ml) diluido em antifade (Vector).

As metafases foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia
Olympus BX51, capturadas com camera digital (Olympus DP71) através do
software Image-Pro MC 6.3 e processadas no programa Adobe Photoshop
CS3. Os cromossomos foram medidos, emparelhados e organizados em ordem

decrescente, obedecendo a razdo de bracos proposta por Levan et al. (1964).
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3. Resultados

Tanto em tamoatds do ambiente natural quanto dos igarapés urbanos de
Manaus, o elemento transponivel Rex 3 apresentou distribuicdo dispersa na
maioria dos cromossomos (Figura 1 a - ¢), porém nos individuos provenientes
dos ambientes poluidos apresentou sinais mais evidentes em alguns
cromossomos, tais como o0s dos grupos meta-submetacéntricos (Figura 1a,c).
Este aumento de elementos repetitivos Rex 3 pode confirmado pela
hibridizacdo destas sequéncias em ndcleos interfasicos, sendo que o0s
individuos provenientes de ambientes poluidos apresentam maior niumero de
marcacglOes nucleores e sinais mais evidentes (Fig la, cabeca de seta), se
comparado com os individuos provenientes de ambientes considerados nao
poluidos (fig 1b, cabeca de seta).

Quanto aos DNAs ribossomais, ndo houve diferenca de localizacéo fisica
cromossbmica destes entre os individuos de ambientes antropizados e nédo
antropizados de Manaus e tampouco sintenia entre os sitios DNAr 18S e DNAr
5S. O DNAr 18S apresentou-se localizado na regiao terminal do braco curto de
ambos os homodlogos do sétimo par do complemento, enquanto DNAr 5S foi
evidenciado na regido terminal do braco curto de ambos os homdlogos dos

pares 18 e 25, bem como em apenas um dos homoélogos do par 8 (Figura 1d).



Figura 1: Células metafasicas de Hoplosternun littorale provenientes de ambientes
antropizados (a) e ndo antropizados (b) das proximidades de Manaus. a-c) Retroelemento Rex
3 (sitios avermelhados) nos cromossomos mitéticos (seta) e nlcleos celulares (cabeca de seta)
de individuos proveniente de igarapé urbano poluido de Manaus (a, ¢) e de ambiente natural
ndo antropizado (b). d) Localizago fisica cromossdmica do DNAr 5S (sitios avermelhados) e
do DNAr 18S (sitios avermelhados — cabeca de seta). Barras: 10um.




4. Discusséao

Poucas sdo as espécies que possuem capacidade de sobreviver tanto em
ambientes antropizados quanto ndo antropizados e 0s peixes do género
Hoplosternum estéo entre estes, sendo capazes de viver com pouco oxigénio
dissolvido na agua, provavelmente devido a sua capacidade de respiracéo
aérea (Santos et al., 2006). Acredita-se que a variabilidade genbémica € o fator
gue garante a adaptacdo dos organismos ao ambiente (Almeida-Val & Farias,
1996) e que a maior parte desta variabilidade estaria alocada em regides de
DNA repetitivo, que estariam livre da pressdo seletiva (Ridley, 2006). Dentre
estas sequéncias repetitivas destacam-se o0s DNAs ribossomais e 0s
retroelementos, que para a maior parte dos peixes estdo alocados em regides
heterocromaticas, a qual auxilia na regulacdo da expressédo destas sequéncias
(Martins, 2007; Gross et al., 2010a; Gross et al., 2010b). Contudo, as regides
heterocrométicas dos tamoatas restringuem-se as por¢cdes centroméricas de
alguns pares cromossomicos (Azevedo, 2011), ndo havendo relagédo entre a
localizac&o dos elementos repetitivos e regifes heterocromaticas, o que sugere
a presenca de outros mecanismos de regulacdo génica destas porcdes do
genoma.

Com relacdo aos DNAs ribossomais, ndo houve localizagdo fisica
cromossOmica diferencial entre os tamoatas provenientes de ambientes
antropizados e ndo antropizados e tampouco sintenia dos sitios DNAr 18S e
5S. Condicéo esta considerada comum em peixes, uma vez que estes genes
séo transcritos por diferentes RNA polimerases (Martins, 2007). Os genes
ribossomais 18S foram mapeados em ambos os homodlogos do 7° par,
corroborando os dados obtidos por impregnacao por nitrato de prata. Contudo,
sitios de DNAr 5S foram evidenciados em regido terminal de ambos o0s
homélogos dos 18 e 25 e mais um sitio adicional em apenas um homélogo do
par 8. Esta variacdo pode ser oriunda de mecanismos como “crossing-over’
desigual, transposicbes ou outros rearranjos incluindo dele¢cdes e/ou
duplicacbes, frequentemente atribuidos a mecanismos de modificagbes

estruturais dos DNAs ribossomais (Carvalho et al., 2004; Ribeiro et al., 2008).



Apesar da aparente estabilidade cariotipica observada tanto pelas técnicas
cldssicas (Azevedo, 2011) quanto pelo mapeamento de genes ribossomais,
localizacdo fisica cromossbmica do retroelemento Rex 3 em tamoatas
(Hoplosternun littorale) revelou uma organizacdo genomica diferencial entre os
individuos dos ambientes poluidos e nao poluidos, sendo estes mais
abundantes e compartimentalizados nas populacdes afetadas pela acéao
antropica. Este acumulo de retroelementos Rex 3 pode estar relacionada a
natureza destas sequéncias, uma vez que pertencem a classe de elementos
transponiveis, 0os quais sédo diferentes de outras sequéncias do genoma por
terem um maquinaria de replicacdo propria, que lhes confere capacidade de se
duplicar e se integrar a novas localizagbes do genoma, silenciando ou ativando
genes (Volff et al., 1999). A abundancia de elementos Rex 3 em individuos de
ambientes poluidos indicam que os poluentes podem estar favorecendo uma
duplicacdo de elementos transponiveis Rex 3, entretanto este processo parece
nao interferir no de replicagdo do DNA total e tampouco nas divisdes celulares
dos tamoatas, uma vez que a andlise de micronucleos nédo revelou diferencas
significativas entre os dois ambientes (p=0,304) (Araujo, 2011).

Assim, fica evidente que os Hoplosternun littorale de ambientes
antropizados e nédo antropizados de Manaus e seus arredores ndo sofreram
grandes mudancas na macroestrutura cariotipica (Azevedo, 2011), contudo
esta espécie ja vem respondendo a mudancas ambientes em nivel de
organizacdo do genoma se consideradas as regides gendmicas que estéo
livres de pressao seletiva intensa, tais como as sequéncias repetitivas de DNA.
Estes dados indicam uma diferenciacdo entre as populacdes desta espécie,

sendo esta ocasionada por atividades antropicas.
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