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INTRODUCAO

Elementos transponiveis (ET) sdo sequéncias de DNA repetitivo presentes em grande quantidade no genoma
de eucariotos e que possuem a capacidade de se integrar em diferentes por¢oes do genoma, podendo mobilizar
outras sequéncias préximas, nesse processo de deslocamento (Biémont e Vieira 2006). A mobilizacio de ET
pode ser controlada por sinais celulares, choques térmicos, dentre outros estresses ambientais (Almeida e
Carareto 2005; Burt e Trivers 2006). Como forma de evitar possiveis efeitos prejudiciais de ET ativos, o
genoma do hospedeiro, em sua evolugdo, desenvolve mecanismos que suprimem sua atividade, como por
exemplo, modificagoes de histonas, metilagio do DNA e heterocromatiniza¢io (Okamoto e Hirohiko 2001;
Mansour 2007).

Nesse contexto, a andlise do comportamento de ET frente a variagoes térmicas é de grande importincia na
compreensio dos mecanismos relacionados a dispersaio dos mesmos nos genomas. Diversos estudos apontam
para alteracbes nos mecanismos de transcrigio e transposicao de ET, seja com a diminuigao de temperatura
(Ivashuta et al. 2002; Hashida et al. 2003; 2006; Fujino et al. 2011; Laudencia-Chingcuanco e Fowler 2012),
seja pelo aumento da mesma, como observado no elemento P de Drosophila (Chakrani et al. 1993; Kaminker
et al. 2002).

Com relagio a variagio de temperatura, estudos acerca de mudangas climdticas causadas pelo aumento da
emissdo de gases de efeito estufa e aerosséis estimam um aumento de 0,2 °C para as proximas duas décadas,
segundo o Relatério Especial sobre Cendrios de Emissées (RECE). Além disso, mesmo que as taxas de
emissdo de gases de efeito estufa e aerossdis permanecessem constantes ainda assim seria esperado um
aumento adicional de 0,1 °C por década (IPCC 2014). Tais variacoes térmicas podem, portanto, atuar como
fator estressante e promover a dispersio de ET em genomas hospedeiros.

Tal relagio j4 foi relatada em peixes por meio do mapeamento cromossémico de ET. Dentre os ETs
estudados nesse grupo destacam-se os retroelementos da familia Rex. Nesta familia de ET, os mais estudados
em peixes si0 os Rexl, Rex3 e Rexb, isolados primeiramente em Xiphophorus maculatus (Volff et al. 1999).
Valente et al. (2011) realizaram o mapeamento cromossdmico dos retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 em oito
espécies de ciclideos e perceberam uma deposicio desses elementos na regido pericentromérica dos
cromossomos, coincidentes com heterocromatina. Outros trabalhos também tm mostrado a preferéncia
desses retroelementos pelas regides heterocromdticas, o que pode estar relacionado ao fato que essas regioes,
normalmente, acumulam mais mutagbes sem sofrerem maiores consequéncias. A alteragio na localizagio
cromossdmica de elementos transponiveis pertencentes 3 familia Rex (Rexl e Rex6) foi observada em

exemplares de Colossoma macropomum (tambaqui) aclimatados a temperaturas inferiores a 23 °C, bem
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como o surgimento de blocos heterocromiticos nesses individuos (Ribeiro 2013). Tais observa¢des mostram
que estudos relacionando a presenca de ET e heterocromatinizagio sdo importantes para o entendimento de
mecanismos de funcionalidade gendmica, em diferentes espécies.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi 0 mapeamento cromossémico do ET Rex3, em tambaquis
submetidos aos cendrios de aquecimento global, visando caracterizar a dispersio desse elemento na espécie e

correlacionar sua dispersio cromossémica com padroes de heterocromatina, frente as variages ambientais.

MATERIAL E METODOS

Sessenta (60) tambaquis juvenis foram transportados da Fazenda Santo Antonio (Rio Preto da Eva — AM)
para o Laboratério de Ecofisiologia e Evolugao Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazénia (INPA), onde foram divididos em grupos de 15 individuos, sendo cada grupo aclimatado em uma
sala do microcosmos (estrutura que simula cendrios de mudancas climdticas conforme o Painel
Intergovernamental sobre Mudangas Climdticas — [PCC). A primeira sala simulava as condi¢bes de
temperatura daquele dia, por meio de um sensor localizado em uma 4rea de mata do INPA; a segunda sala
tinha um aumento de 2 °C em relagao a primeira; na terceira a temperatura aumentava 2,4 °C em relagao a
primeira; e na quarta, esse aumento era de 4 °C em comparagdo a primeira. Apds 45 dias, os animais foram
anestesiados e sacrificados para a obten¢io das preparagoes cromossdémicas, segundo metodologia descrita por
Bertollo et al. (1978). As preparagbes cromossdmicas obtidas foram utilizadas para preparagio de l[Aminas para
visualiza¢do dos cromossomos metafdsicos em microscépio éptico. A detecio dos blocos heterocromdticos foi
feita segundo Sumner (1972), com algumas modificagdes. Para extragio do DNA foi retirada uma amostra de
tecido muscular e seguiu-se o protocolo de extracio descrito por Sambrook et al (1989), com algumas
modificagdes. O elemento transponivel Rex3foi amplificado por meio da técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction) em termociclador com os seguintes primers: RTX3-F3 (5-CGG TGA YAA AGG GCA GCC
CTG-3) e RTX3-R3 (5°-TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT-3’) (Volff et al. 1999).

Apés a confirmacio da sequéncia de interesse, os produtos de PCR foram marcados com Digoxigenina, via
rea¢do de Nick Translation, de acordo com as orientagoes do fabricante (Roche) para a obtengdo das sondas.

Posteriormente, foi realizada a técnica de hibridizacio in situ por fluorescéncia (FISH), descrita por Pinkel et

al. (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os individuos analisados apresentaram 2n=54 cromossomos dos tipos meta ¢ submetacéntricos, o
mesmo ja descrito para C. macropomum por Nakayama et al. (2012) e Ribeiro et al. (2014). Entretanto, a
localizacio de blocos heterocromiticos pelo bandeamento C evidenciou algumas variagdes cariotipicas entre
os animais analisados. Nos animais mantidos nas salas 1, 2 e 3 a distribui¢ao dos blocos heterocromiticos
deu-se preferencialmente nas regides centroméricas, com marcagoes mais conspicuas em alguns pares (Figura
1 a, b, ¢). J4, nos animais aclimatados na sala 4 observou-se um ligeiro aumento de blocos heterocrométicos,
pois além das marcagoes centroméricas, blocos terminais também foram observados (Figura 1 d).

Embora ji tenha sido descrito para o tambaqui blocos heterocromdticos marcadores em alguns cromossomos
(Almeida-Toledo et al. 1987), isso nio foi observado no presente trabalho. Quando comparamos individuos
dessa espécie oriundos da regido sudeste com os individuos da regido amazdnica (de criadouro e ambientes

naturais), verifica-se uma menor quantidade de heterocromatina, com distribui¢io predominantemente em
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porcdes centroméricas nos individuos da regido amazdnica (Ribeiro et al. 2014; presente trabalho). Porém,
heterocromatinizacio pode ser vista como resultado de processos epigenético, em resposta a situagdes de
estresse. Respostas epigenéticas, envolvendo mudangas na estrutura da cromatina, sio fortemente
influenciadas pelo ambiente, ocorrendo sem que haja alteragio na sequéncia de DNA (Whitelaw e Whitelaw
2008). A percepgio da situagio de estresse ambiental pelo organismo pode levar a alteragées fisioldgicas
rdpidas, para que haja adaptacio ao ambiente e alteracio no controle da expressio génica. Os resultados
observados para o tambaqui, nas diferentes condigoes de aclimatagdo, corroboram esta ideia, uma vez que os
animais submetidos ao cendrio com aumento de 4 © C apresentaram mais blocos de heterocromatina, os quais

nio foram observados nos individuos submetidos as demais condi¢oes.
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Figura 1. Metéfases de Colossoma macropomum, em banda C, submetidos as diferentes condi¢des das
salas do microcosmos: a) temperatura do dia (X); b) temperatura do dia com um aumento de 2 °C (X+2);
c) temperatura do dia com um aumento de 2,4 °C (X+2,4); d) temperatura do dia com um aumento de 4
oC (X+4). As setas indicam os blocos heterocromdticos.

Processo epigenético semelhante jd foi observado em tambaquis submetidos a temperaturas inferiores, 23 °C
(Ribeiro 2013), onde estes animais apresentaram também uma heterocromatinizacio do genoma. A
heterocromatinizacio verificada no presente trabalho também pode ser considerada uma resposta epigenética,
mas a0 aumento de temperatura, dando assim uma resposta adaptativa répida a condicdo de estresse.

Com rela¢do a0 mapeamento do retroelemento Rex3, marcagdes dispersas foram observadas em todos os
individuos analisados, com localiza¢io em regiées heterocromdticas ¢ eucromdticas, como jd descrito para esta
espécie e outras da ordem Characiformes (Ribeiro 2013). Diferengas na dispersio dessas sequéncias e
associagio preferencial com heterocromatina nio foram observadas entre os individuos aclimatados em
diferentes condicoes. Quando comparamos a localizagio do Rex3 do presente estudo, com o ji descrito para a

espécie em situagdes de estresse térmico (Ribeiro 2013), observamos que o aumento significativo de blocos
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heterocromiticos e de sitios de Rexl, Rex3 e Rex6 ocorrem apenas em situagoes onde o estresse térmico é
constante e¢ com temperaturas fixas. Isso ¢ justificado pela presenca de mecanismos celulares que visam
reprimir a dispersio excessiva de sequéncias méveis, uma vez que essas sequéncias quando transpostas em

por¢oes génicas podem ativar e/ou inativar genes de maneira nio usual, e causar danos ao organismo.
-
.

Figura 2 Metafases de Colossoma macropomum, Rex3 em FISH, submetidas as condi¢oes das salas

do microcosmos: a) temperatura do dia (X); b) temperatura do dia com um aumento de 2 °C (X+2);
¢) temperatura do dia com um aumento de 2,4 °C (X+2,4); d) temperatura do dia com um aumento
de 4 °C (X+4). Marcagoes em vermelho indicam a localizagio cromossdmica do elemento
transponivel Rex3.

As variacdes ambientais simuladas no microcosmos, por serem mais sutis e varidveis, provavelmente nio
geraram um estresse térmico suficiente para que os elementos méveis tivessem sua transposi¢ao ativada e nio
reparada por mecanismos celulares. Isso sugere que, em cendrios de mudangas climdticas, os retroelementos
Rex3 nio tém sua dispersdo aumentada no genoma do tambaqui. Entretanto, o aumento de 4 °C evidencia o
inicio de um processo de heterocromatiniza¢io, que pode influenciar diretamente na expressio génica,

causando inativagio de genes, como parte de um processo adaptativo para a nova condigao climitica.

CONCLUSAO

Com base no exposto, podemos concluir que dentre os cendrios de mudangas climdticas testados, apenas o
que propde um aumento de 4 °C na temperatura é capaz de gerar alteragbes no genoma do tambaqui, com
aumento da heterocromatina. Elementos transponiveis, embora respondam a estresses ambientais, ainda
podem ter sua dispersio pelo genoma do tambaqui controlada, evitando assim, alteragdes na expressio de

sequéncias pela inser¢ao de elementos méveis em porcdes génicas.
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