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RESUMO

LIRA, Natdlia Lima. Mapeamento fisico dos genes ribossomais 5S e 18S em
diferentes populagoes de Astyanax bimaculatus (Characiformes, Characidae).
2019. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em
Ciéncias Biologicas), Coordenagéo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Santa Helena, 2019.

O mapeamento fisico, por hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), dos genes
ribossomais 5S e 18S vem sendo utilizado com grande frequéncia em estudos
citogenéticos de peixes neotropicais por auxiliar na resolugéo de problemas de ordem
taxonémica, biogeogréfica e filogenética. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo realizar um mapeamento fisico por FISH dos genes ribossomais 5S e 18S em
populagdes de Astyanax bimaculatus oriundas de tributarios e de pisciculturas da
regiao de influéncia do Lago de Itaipu, regido de Santa Helena - PR. Os espécimes
foram coletados com auxilio de redes e tarrafas, e transportados vivos para o
Laboratdrio de Ictiologia e Limnologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
— Campus Santa Helena, onde foram mantidos em aquarios até serem eutanasiados
para obtencéo da suspensao celular. Para a preparagao e obtencdo de cromossomos
mitéticos foi utilizada a técnica de tratamento “in vitro”, que consiste na obtencao de
metafases mitéticas a partir de fragmentos do rim cefalico, uma vez que este possui
funcdo hematopoiética. Os cistrons de rDNA 5S e de rDNA 18S nos cromossomos
foram mapeados usando dupla hibridizacao in situ fluorescente (Double-FISH), sob
estringéncia de 77%. Foram observadas marcagbes simples de rDNA 5S na
populacao da Piscicultura Santa Helena, Corrego Sao Gabriel e Piscicultura Ceramica
na posic¢ao pericentromérica do par metacéntrico 3, na populagao do Coérrego Sanepar
foram evidenciadas marcagdes de rDNA 5S na posicao pericentromérica do par
metacéntrico 3 e na posicdo pericentromérica do par subtelocéntrico 18. As
marcagdes por sonda de rDNA 18S revelaram marcag¢des nas regides terminais do
brago curto do par subtelocéntrico 18 das populagdes Piscicultura Ceramica, Cérrego
Sanepar e Coérrego Sao Gabriel. Na populagao Piscicultura Santa Helena, os cistrons
foram encontrados na regido terminal do brago curto do par subtelocéntrico 15. Na
Populagcado do Cérrego Sanepar houve uma sobreposicdo dos cistrons na posicao
terminal do braco curto do par subtelocéntrico 18. Os resultados revelaram que o rDNA
5S, € um excelente marcador genético para Astyanax porém novas analises devem
ser realizadas para confirmar se as variacdes encontradas referem-se a polimorfismos
populacionais ou tratam-se de caracteristicas de unidades biologicas distintas, visto
que A. bimaculatus é considerado um complexo de espécies.

Palavras chave: Lago de ltaipu. Lambari. FISH. Cromossomos.



ABSTRACT

LIRA, Natalia Lima. Physical mapping of 5S and 18S ribosomal genes in different
populations of Astyanax bimaculatus (Characiformes, Characidae). 2019. 41 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em Ciéncias
Biologicas), Coordenacdo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Santa Helena, 2019.

The physical mapping by fluorescent in situ hybridization (FISH) of 5S and 18S
ribosomal genes has been used with great frequency in cytogenetic studies of
Neotropical fishes, to assist in the resolution of taxonomic, biogeographic and
phylogenetic problems. In this way, the present work aimed to carry out a physical
mapping by FISH of 5S and 18S ribosomal genes in populations of Astyanax
bimaculatus from tributaries and piscicultures of the region of influence of Itaipu Lake,
region of Santa Helena - PR. The specimens were collected with the aid of nets and
containers, and transported alive to the Laboratory of Ichthyology and Limnology of the
Universidade Tecnolégica Federal do Parana - Santa Helena Campus, where they
were kept in aquariums until they were euthanized to obtain the cellular suspension.
For the preparation and obtaining of mitotic chromosomes, the technique of "in vitro"
treatment was used, which consists in obtaining mitotic metaphases from fragments of
the cephalic kidney, since this one has hematopoietic function. The cistrons of 5S rDNA
and 18S rDNA were mapped on chromosomes using double fluorescence in situ
hybridization (Double-FISH), under 77% stringency. Simple 5S rDNA markings were
observed in the population of Santa Helena, Cérrego Sdo Gabriel and Piscicultura
Ceramica, in the pericentromeric position of the metacentric pair 3. In the population
of Corrego Sanepar 5S rDNA markings were evidenced in the pericentromeric position
of metacentric pair 3 and subtelocentric pair 18. The 18S rDNA probe tags revealed
markings in the terminal regions of the short arm of the subtelocentric pair 18 of the
populations Piscicultura Ceramica, Corrego Sanepar and Corrego Sao Gabriel. In the
population Piscicultura Santa Helena, in the terminal region of the short arm of the
subtelocentric pair 15. In the Corrego Sanepar population there was an overlap of the
cistrons in the terminal position of the short arm of the subtelocentric pair 18. The
results revealed that the 5S rDNA is an excellent genetic marker for Astyanax but new
analyzes should be carried out to confirm if the variations found refer to the population
polymorphisms or they are characteristics of distinct biological units, since A.
bimaculatus is considered a complex of species.

Keywords: Itaipu Lake. Lambari. FISH. Chromosomes.
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1 INTRODUGAO

Os peixes atualmente sdo o grupo com maior numero e diversidade de
especies dentre os vertebrados, de 60.000 espécies viventes de vertebrados, 32.000
sdo de espécies de peixes. Possuem grande variedade de habitats aquaticos
ocupados, inumeras morfologias, e uma diversificada biologia, dificultando o
estabelecimento de uma classificagdo e a compreensao das relagdes filogenéticas
(NELSON, 2016). Esta grande variedade provém de processos de irradiagéo
adaptativa, modificagdes nas formagbes dos rios e bacias hidrograficas, e de
processos ecoldgicos ao longo de varios anos (RIBEIRO et al., 2006; RIBEIRO et al.,
2010).

Estudar e entender a fauna ictiologica dessas regides traz informagdes cruciais
para que possam ser desenvolvidos projetos de preservagdo e manejo da fauna e
sistema aquatico local (VARI; MALABARBA, 1998). Por apresentar grande variedade,
como ja citado, e, por se encontrarem em posicdo basal na filogenia, os peixes
simbolizam um grupo de grande interesse para estudos sobre variabilidade genética
e processos de evolugao (NELSON, 2016).

O género Astyanax possui grande quantidade de representantes na hidrografia
brasileira, abrangendo os peixes de pequeno porte popularmente conhecidos como
piabas ou lambaris. E citado como sendo o grupo de maior riqueza de espécies dentro
de Characidae, possuindo aproximadamente de 150 espécies consideradas validas
distribuidas ao longo do sul da américa do norte até a regiao Central da Argentina
(LIMA et al., 2003; ESCHMEYER; FONG 2016).

Atualmente compreende um taxon polifilético, possuindo espécies muito
similares e limites taxondmicos com poucos detalhes, dificultando o reconhecimento
e a organizagao de relagdes filogenéticas dentro deste género (MIRANDE, 2010;
OLIVEIRA et al, 2011). Apresenta grupos de espécies que compartilham
caracteristicas morfoldégicas muito similares (morfologicamente cripticas), o que torna
Astyanax um grupo complexo ao nivel taxonémico, dificultando a compreenséao acerca
da diversidade.

O grupo A. bimaculatus compreende aproximadamente 22 espécies e
subespécies que possuem como caracteristica uma mancha umeral preta uma

mancha umeral (acima da nadadeira peitoral) preta, conspicua, e horizontalmente
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ovalada, com duas barras verticais castanhas e uma mancha preta, se estendendo
desde o pedunculo caudal até a ponta do raio mediano da nadadeira caudal
(GARUTTI; LANGEANI, 2009; LUCENA; SOARES, 2016). Em termos de descrigdo de
novas espécies, o grupo é tido como o de maior atividade (ESCHMEYER; FONG,
2016).

A citogenética e a genética molecular tém sido ferramentas muito uteis para
compreender as relagdes de ordem evolutivas de espécies e populagdes de peixes.
Ajudando ainda a diferenciar e caracterizar espécies muito semelhantes, quando em
cooperagao com dados morfolégicos, biogeograficos, comportamentais e bioldgicos
(PRIOLI et al., 2002; MATOSO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

O mapeamento fisico, por hibridizagao in situ com sondas fluorescentes (FISH),
dos DNAs ribossomais (em especial o rDNA 5S e o rDNA 18S) é muito utilizado em
estudos citogenéticos em peixes neotropicais; (SOUZA et al., 2001; ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2002; MANTOVANI et al., 2005; FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2006) por ser muito resolutivo quando se trata de problemas de ordem taxonémica,
de biogeografia e da filogenética.

Desta forma, o presente projeto tem como objetivo realizar por meio de técnicas
de citogenética molecular (Double-FISH:18S e 5S), um mapeamento fisico destas

sequéncias repetitivas em diferentes populacdes de Astyanax bimaculatus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o mapeamento fisico, por meio de dupla Hibridizacdo in situ
fluorescente (Double-FISH) dos genes ribossomais 5S e 18S em diferentes

populagdes de Astyanax bimaculatus.

2.2 Objetivos especificos

e Obter preparagdes cromossOmicas dos espécimes de diferentes populacdes
de Astyanax do grupo bimaculatus;

e Determinar férmula cariotipica das populacdes, numero dipldide e numero
fundamental;

e Adquirir e marcar as sondas de rDNA 5S e 18S;

e Localizar os sitios dos genes ribossomais por meio de Hibridizagc&do in situ
fluorescente;

o \Verificar se os cistrons de rDNA 5S e o rDNA 18S s&o bons marcadores

populacionais em A. bimaculatus.



14

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os peixes como objeto de estudo

A ordem Characiformes € o grupo mais numeroso dentre a superordem
Ostariophysi, com 2.212 espécies consideradas validas (FRICKE; ESCHMEYER,;
FONG, 2019). As espécies pertencentes a este grupo ocorrem na regido Neotropical,
sendo encontradas em praticamente todos os ambientes de agua doce (LUCENA,
1993). Encontra-se subdivida em 24 familias, entre as quais Characidae esta inserida
(FRICKE; ESCHMEYER; FONG, 2019). A familia Characidae possui 0 maior numero
de representantes dentro de Characiformes, atingindo mais de 1.100 espécies
consideradas validas. Dentre os géneros que fazem parte de Characidae, destaca-se
Astyanax, representado por peixes de pequeno porte, popularmente conhecidos como
lambaris (FRICKE; ESCHMEYER; FONG, 2019).

O género Astyanax, € considerado o de maior riqueza em espécies de
Characidae, possuindo aproximadamente 150 espécies descritas como validas,
distribuidas desde a regido sul da américa do norte, até a Argentina em sua regiao
central (LIMA et al, 2003; ESCHMEYER; FONG, 2016), com grande numero de
representantes nos sistemas hidrograficos brasileiros. Atualmente, Astyanax é
considerado um taxon definido por uma semelhangca que nao foi herdada de um
antepassado comum, compreendendo espécies muito similares e delimitagcdes
taxondmicas com poucos detalhes, dificultando o reconhecimento e a organizagao de
relagdes filogenéticas dentro deste género (MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al, 2011).
Apresenta grupos de espécies que compartilham caracteristicas morfolégicas muito
similares (morfologicamente cripticas), o que torna Astyanax um grupo complexo ao
nivel taxonémico, dificultando a compreensao acerca da diversidade.

O género ainda apresenta alguns complexos de espécies, como Astyanax
paranae Eigenmann 1914, Astyanax. scabripinnis Jenyns 1842, A. fasciatus e A.
altiparanae Garutti; Britski 2000, desses complexos, pode-se destacar A. bimaculatus
Linnaeus 1758, compreendendo aproximadamente 22 espécies validas, que possuem
como caracteristica principal em seu corpo, uma mancha umeral (acima da nadadeira
peitoral) preta, conspicua, e horizontalmente ovalada, com duas barras verticais
castanhas e uma mancha preta, se estendendo desde o pedunculo caudal até a ponta
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do raio mediano da nadadeira caudal (GARUTTI; LANGEANI, 2009; LUCENA;
SOARES, 2016). Em termos de descrigdo de novas espécies, o grupo € um dos mais
ativos (ESCHMEYER; FONG, 2016), e embora ainda restem muitas duvidas, devido
as colaboragdes entre a sistematica, a taxonomia e a genética, as adversidades de
ordem taxonbémica estdo sendo solucionadas (OLIVEIRA et al, 2011; MIRANDE;
KOERBER, 2015).

A genética molecular e a citogenética tém se mostrado ferramentas muito uteis,
contribuindo para uma significativa melhora no entendimento das relagdes evolutivas
entre espécies e populagcbes da ictiofauna, além de estarem auxiliando na
diferenciacdao e uma melhor classificacdo de espécies semelhantes, o resultado é
ainda mais visivel quando associa-se essas ferramentas a dados de morfologia,
comportamento, biogeografia e a biologia dessas espécies de peixes (PRIOLI et al.,
2002; MATOSO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Em Astyanax, os dados citogenéticos disponiveis manifestam uma grande
variedade de cariétipos entre suas espécies. Os numeros diploides (2n) demonstram
uma variagéo de 36 cromossomos em Astyanax schubarti Britski 1964 (MORELLI et
al., 1983) e Astyanax correntinus Holmberg 1891 (PAIZ et al., 2015) a 50
cromossomos como em A. altiparanae (PACHECO et al., 2011) e A. jacuhiensis.
(SILVA et al., 2012)

3.2 Genes ribossomais

Os DNAs ribossomais (rDNA) sdo sequéncias repetitivas dispostas em tandem
que codificam RNA ribossémico. O genoma dos organismos eucariotos apresenta
porcdes heterocromaticas, a qual aloca a maioria das familias de DNAs repetitivos.
Estes podem ser definidos como segmentos de tamanhos variados repetidos milhares
de vezes no genoma, sendo classificados em codificador, com func¢des biolégicas bem
definidas, e nao codificador, cujo conjunto de sequéncias se encontra dispersa no
genoma ou se repetem em tandem (GRIFFITHS et al., 2006). Os genes ribossOmicos
sdo organizados em duas familias multigénicas, o rDNA 458S responsavel por codificar
os rRNAs 18S, 5.8S e 26S/28S e a familia do rDNA 5S, que codifica o rRNA 5S
(MARTINS; GALETTI, 2001). A familia do rDNA 45S esta frequentemente relacionada

a regides organizadoras de nucléolo, as quais sdo indiretamente evidenciadas por



16

impregnagao com ion prata quando ativas (HOWELL; BLACK, 1980). Esses genes se
repetem em sequéncias, e sao facilmente identificados por FISH (REBORDINOS et
al., 2013). Varios estudos tém procurado entender um pouco da dindmica evolutiva
dessas sequéncias repetitivas no genoma dos peixes (VICARI et al., 2010; GROSS et
al., 2010; VALENTE et al., 2011).

O gene rRNA 5S foi descrito em muitos grupos de peixes, e esta localizado
principalmente na regiao intersticial do cromossomo (MARTINS; GALETTI, 2001), o
que pode nao ser apenas uma coincidéncia, mas sim que essa distribuicao
ribossdmica secundaria traz alguma vantagem para o genoma transportador
(MARTINS; WASKO, 2004). Sabe-se que o rRNA 5S é composto por uma regido
conservada de 120 pares de bases, separados uns dos outros por por¢gées nao
transcritas, que podem variar em tamanho ou sequéncia (NTSs). Essas variagbes se
tornaram marcadores importantes para espécies especificas ou populacdes
especificas. Existe uma variagado no numero de cromossomos marcados com o rRNA
5S no género Astyanax, com espécies com 1 par (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002),
espécies com 2 pares (KAVALCO et al., 2009; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002), até
populagdes com 4 pares, como em A. scabripinnis (FERRO et al., 2001), e a
distribuicdo desses agrupamentos repetitivos parece ter sido conservada no grupo
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; MANTOVANI, 2001; HASHIMOTO et al., 2011).

A técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH —“Fluorescence in situ
hybridization”) se tornou uma ferramenta capaz de mapear fisicamente sequéncias de
nucleotideos especificas nos cromossomos das espécies ou grupos em estudo
(GUERRA, 2004). Foi usado pela primeira vez por Gall e Pardue (1969) em
cromossomos, mas com os ajustes propostos por Pinkel et al. (1986) os protocolos
sofreram pequenas mudancgas, sendo usados até hoje para estudos em peixes. Uma
das variagoes da FISH é a técnica de dupla hibridizagao in situ (Double-FISH) que é
muito utilizada para examinar a relagédo entre a expresséo de dois genes, sendo muito
util em localizagdes sinténicas de genes ribossomais, como em estudos feitos por
Almeida-Toledo et al. (2002).

Atualmente é a técnica preferencialmente utilizada para mapear fisicamente
sequéncias de DNA nos cromossomos em preparagdes citolégicas, a FISH é uma
variagao da técnica de Hibridizagdo in situ (ISH) e se baseia no fato do DNA ser
formado por duas fitas complementares, que podem ser facilmente separadas em fitas

simples e posteriormente renaturadas voltando, assim, ao padrdo de fita dupla.
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Durante a renaturacdo dos cromossomos em preparagdes citolégicas, o DNA
cromossOmico entra em contato com a sonda marcada (direta ou indiretamente com
fluorocromos) que podera ser hibridizado quando houver complementariedade entre
a fita e a sonda. Quando observado sob luz ultravioleta com filtro seletivo o
fluorocromo da fita hibridizada emitira radiagdo luminosa sendo possivel se determinar
a sua localizacdo (GUERRA, 2004).

Com relacdo as marcagdes por rDNA 18S em Astyanax, estudos realizados
sugerem que uma caracteristica comum é a ocorréncia de sitios multiplos, (KAVALCO
et al.,, 2011; PERES et al., 2012). No entanto, existem estudos que mostram sitios
simples de rDNA 18S em A. altiparanae, A. jacuhiensis, A. abramis, e A. asuncionensis
(GAVAZZONI et al. 2018). Estudos referentes a localizagado do gene ribossomal 5S
tém demonstrado cistrons simples em populagdes de A. elachylepis Bertaco; Lucinda,
2005, A. lacustris Lutken 1875 (PERES et al., 2008), A. altiparanae (FERREIRA-NETO
et al., 2009), A. xavante (TENORIO et al., 2013), A. asuncionensis Géry 1972 (PAIZ
et al., 2015); e incidéncia de sitios multiplos em popula¢des de A. abramis Jenyns
1842, A. scabripinnis (VICARI et al., 2008), A. fasciatus (FERREIRA-NETO et al.,
2012) e A. correntinus (PAIZ et al., 2015).

No género Astyanax, os cistrons de rDNA 5S possuem a tendéncia de serem
conservados em regides centroméricas/pericentroméricas de um par de cromossomos
acrocéntricos e um par metacéntrico (VICARI et al., 2008); Porém, existem provas,
onde encontram-se mais pares de cromossomos que carregam estes genes (FERRO
et al., 2001; CASTRO et al., 2015), de modo que estes marcadores se mostram de
grande valia para diagnose das espécies e tornando-se importantes marcadores para
diagnose das espécies e possibilidades de relacbes de parentesco (ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2002).

O mapeamento fisico, por hibridizacao in situ com sondas fluorescentes (FISH),
dos DNAs ribossomais (em especial o rDNA 5S e o rDNA 18S) é muito utilizado em
estudos citogenéticos em peixes neotropicais; (SOUZA et al., 2001; ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2002; MANTOVANI et al., 2005; FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2006) por ser muito resolutivo quando se trata de problemas de ordem taxonémica,

de biogeografia e da filogenética.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Exemplares e pontos amostrados

Os espécimes de Astyanax do grupo bimaculatus (Figura 1) foram coletados
em sacos plasticos, aerados e com agua em duas pisciculturas da regidao de Santa
Helena — PR, e com auxilio de redes e/ou tarrafas e peneiras em dois tributarios do
Lago de ltaipu (Tabela 1) (Figura 2) - Licenga permanente SISBIO 38532-3 (As
pisciculturas e tributarios foram selecionados com relagdo a sua proximidade ao
municipio e ao Lago de lItaipu). Sendo logo em seguida levados vivos para o
Laboratério de Ictiologia e Limnologia da Universidade Tecnologica Federal do Parana
— Campus Santa Helena, e mantidos em aquarios aerados. Posteriormente, os
espécimes foram sacrificados por overdose de o6leo de cravo (GRIFFITHS, 2000;
PEREIRA-DA-SILVA, 2009), com o objetivo de obter os tecidos para as preparagdes
citogenéticas e analises moleculares. O presente trabalho faz parte de um projeto
universal, intitulado “Caracterizacéo citogenética e do DNA mitocondrial em espécies
de Astyanax do grupo bimaculatus (Characiformes, Characidae) de pisciculturas da
regido do Lago de ltaipu e seus impactos sobre a espécie nativa A. altiparanae.”, que
possui autorizagdo de execucdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UTFPR -
Protocolo CEUA: 2018-5.
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Figura 1 — Exemplar coletado de Astyanax do grupo bimaculatus
FONTE: Autoria prépria.
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Tabela 1 - Locais onde foram coletados os espécimes de A. bimaculatus.

Populagao Coordenadas geograficas Elevagao Ezgﬁ::gg: Machos Fémeas
Pisc. Santa Helena | 24°52'41.55"S 54°19'53.53°"0O  248m 17 13 4
Pisc. Ceramica 24°54'36.82"S 54°19'12.0770  235m 6 4 2
Cérrego Sdo Gabriel | 24°56°47.00”S 54°19°00.00"0 242m 40 21 19
Cérrego Sanepar | 24°51'53.65”S 54°19'47.56"0  275m 31 17 14

FONTE: Autoria prépria.
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Figura 2 — Pontos de Coleta dos exemplares de Astyanax bimaculatus analisados no
presente trabalho.
FONTE: Google Earth.
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4.2 Preparagao de cromossomos mitéticos — tratamento “in vitro”

Para a preparacdo e obtengdo de cromossomos mitéticos foi utilizada a
técnica adaptada por Foresti et al. (1993), que consiste na obtengdo de metafases
mitéticas a partir de fragmentos do rim cefalico (anterior), uma vez que este possui
funcdo hematopoiética. Este, foi colocado em 10 mL de solugéo salina de Hanks, na
qual o material foi bem dissociado. Posteriormente, a suspensao celular que foi obtida,
foi ser transferida para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em
seqguida, foram adicionadas de 1 — 2 gotas de solugédo de Colchicina 0,016 %, sendo
estas bem misturadas com o material. O mesmo, foi entdo transferido para estufa a
36 °C, por 30 minutos e a seguir, centrifugado durante 10 minutos, a 1100 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, e em seguida, foi adicionado 10 mL de solugao
hipotdnica (KCI 0,075 M), misturando bem o material com uma pipeta Pasteur. Esse
material foi entdo levado novamente para estufa a 36 °C, por mais 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado cerca de 6 gotas de fixador (metanol; acido acético —
3:1) misturando-as com o material repetidas vezes. O material passou por nova
centrifugacéo por 10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi novamente desprezado
e, em seguida, adicionado 10 mL de fixador, misturando-o com o material repetidas
vezes, sendo em seguida novamente levado a centrifuga por mais 10 minutos a 1100
rom. Essa etapa foi entao repetida por mais duas vezes. Os materiais fixados foram
devidamente acondicionados em tubos de “Eppendorf’ e armazenados em freezer,

para as analises posteriores.

4.3 Preparo de laminas

As gotas de suspensado celular foram pingadas sobre uma lamina limpa,
levemente aquecida, deixando que esta secasse ao ar. Se tratando das analises de
quantidade e morfologia dos cromossomos, a lamina foi corada com Giemsa 5%,
diluida em tampao fosfato (NazHPO4 x 12 H20 + KH2PO4 x 12H20), pH=6,8, por 7

minutos, e, para 0 mapeamento, foi tratada segundo a técnica de hibridizagao in situ.
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4.4 Dupla hibridizagao in situ com sondas fluorescentes (Double FISH)

Os cistrons de rDNA 5S e 18S nos cromossomos foram mapeados usando dupla
hibridizagao in situ fluorescente (Double-FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986),
com algumas adaptacdes. Para detecgéo dos sitios de rDNA 18S e 5S foram utilizadas
sondas de Prochilodus argenteus (Characiformes, Prochilodontidae), obtidas por
Hatanaka e Galetti Jr. (2004) e de Leporinus elongatus (Characiformes, Anostomidae)
obtidas por Martins e Galetti Jr. (1999), respectivamente.

A sonda de rDNA 5S foi marcada com digoxigenina-11-dUTP (Dig Nick
Translation Kit — Sigma-Aldrich®). A sonda de rDNA 18S foi marcada com biotina-16-
dUTP, através da técnica de nick translation de acordo com o fabricante (Biotin Nick
Translation Kit - Sigma-Aldrich®). Os cromossomos metafasicos foram tratados com
RNAse a 37°C e desnaturados em NaOH 0,05N/2xSSC. A solucao de hibridizacao
consistiu de 6 puL da sonda 18S rDNA e 6 uL sonda 5S rDNA; 6 uL de 20xSSC; 30 pL
de formamida 50% e 12 L de sulfato dextrano (10%), por lamina. A hibridizagao foi
realizada overnight, a 37°C. O sinal de detecgédo utilizado para 5S rDNA foi
antidigoxigenina-rodamina, e para 18S rDNA utilizou-se avidina-FITC com sinal
amplificado com anti-avidina biotinilada (biotina conjugada). A hibridizagdo foi
realizada sob condigbes de alta severidade (77%). Os cromossomos foram contra
corados com uma mistura de 200 yL de antifading mais 1 puL de 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI 0,2 mg/mL), em seguida foram colocados 25 yL da mistura por

lamina. A lamina foi coberta com laminula e guardada em local protegido da luz.

4.5 Estudos cariotipicos

As contagens cromossdmicas e observacdes mais detalhadas foram feitas com
a objetiva de imersao no microscopio optico, em aumento de 1000 vezes. As melhores
metafases foram capturadas em fotomicroscépio Olympus BX53 com camera digital
QColor5M acoplada. As laminas de FISH foram analisadas em fotomicroscoépio de
epifluorescéncia sob filtro apropriado. As metafases tiveram seus homodlogos

pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e
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acrocéntrico). A classificagdo cromossémica seguiu o proposto por Levan et al. (1964)
adotando-se os seguintes limites para a relagdo de bracos (RB):

e RB=1,00-1,70, metacéntrico (m);

¢ RB=1,71-3,00, submetacéntrico (sm);

e RB= 3,01-7,00, subtelocéntrico (st);

e RB= maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Na determinacdo do numero fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos,

submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com 2 bracos

cromossOmicos.
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5 RESULTADOS

Para o levantamento do numero diploide e montagem de formulas cariotipicas,
foram analisadas aproximadamente 10 células metafasicas de cada um dos 94
individuos coletados. Foram analisadas aproximadamente 20 células metafasicas
submetidas a FISH por individuo.

O numero diploide (2n) encontrado em todos os exemplares de A. bimaculatus
das quatro populagcbes coletadas foi de 50 cromossomos. No entanto, foram
encontradas algumas diferengas entre as formulas cariotipicas das populagdes
analisadas, sem alteracbes em seu numero fundamental (NF). Foi evidenciado 10m +
18sm + 14st + 8a, NF=92 para a populacgao Piscicultura Santa Helena (Fig. 3), 12m +
22sm + 8st + 8a, NF=92 para a populagao Piscicultura Ceramica (Fig. 4), 12m + 22sm
+ 8st + 8a, NF=92 para a populacéo Corrego Sao Gabriel (Fig. 5), e, 10m + 24sm +
8st + 8a, NF=92 para a populagao Cdorrego Sanepar (Fig. 6). Nas analises realizadas
neste trabalho nao foram observadas diferengas cariotipicas entre machos e fémeas,
sendo assim, ndo foi evidenciado qualquer sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos.

Foram observados cistrons simples de rDNA 5S em 3 populagdes (Figura 3, 4
e 5). Sendo na populagdo da Piscicultura Santa Helena, Cérrego Sao Gabriel e
Piscicultura Ceramica na posicdo pericentromérica no par metacéntrico 3. Na
populacdo do Cdérrego Sanepar foram observadas duas marcagbes de rDNA 5S,
sendo uma delas na posigao pericentromeérica do par metacéntrico 3 e outra na
posicao centromérica do par de cromossomos subtelocéntricos 18 (Fig. 6).

As marcagodes por sonda de rDNA 18S revelaram cistrons nas regides terminais
do braco curto do par subtelocéntrico 18 das populacdes da Piscicultura Ceramica,
Corrego Sanepar e Coérrego Sao Gabriel (Figuras 4, 5 e 6), e na regidao terminal do
brago curto do par subtelocéntrico 15 (Figura 3), populagdo da Piscicultura Santa
Helena. Na populagédo do Cdorrego Sanepar houve uma sobreposigao dos cistrons na
posicdo terminal do brago curto do par subtelocéntrico 18 (Figura 6). Todos os

cariétipos montados foram juntados na figura 7 para fins comparativos.
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Piscicultura Santa Helena

m

Figura 3 - Caridtipo de Astyanax do grupo bimaculatus, provenientes do ponto Piscicultura
Santa Helena submetido a FISH com sondas de rDNA 5S (sinal rosa) e rDNA 18S (sinal
verde)

FONTE: Autoria prépria.



m

Piscicultura Ceramica
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Figura 4 - Cariétipo de Astyanax do grupo bimaculatus, provenientes do ponto Piscicultura
Ceramica submetido a FISH com sondas de rDNA 58S (sinal rosa) e rDNA 18S (sinal verde)

FONTE: Autoria prépria.
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Corrego Sao Gabriel

m

Figura 5 - Caridtipo de Astyanax do grupo bimaculatus, provenientes do ponto Coérrego Sao
Gabriel submetido a FISH com sondas de rDNA 58S (sinal rosa) e 18S (sinal verde)
FONTE: Autoria propria.



Corrego Sanepar

Figura 6 - Cariétipo de Astyanax do grupo bimaculatus, provenientes do ponto Corrego
Sanepar submetido a FISH com sondas de rDNA 5S (sinal rosa) e 18S (sinal verde)
FONTE: Autoria prépria.
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Piscicultura Santa Helena Piscicultura Ceramica

m m

a
23 24 25 22 23 24 25

Corrego Sao Gabriel Corrego Sanepar

Figura 7 — Todos os cariétipos montados em uma Unica imagem, para fins comparativos.
FONTE: Autoria prépria.
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6 DISCUSSAO

E constantemente observado em Astyanax um numero diploide (2n) de 50
cromossomos, como pode ser visto em A. argyrimarginatus (GARUTTI, 1999), A.
elachylepis (BERTACO; LUCENA, 2006), A. scabripinnis (VICARI et al., 2008) A. aff.
bimaculatus, e A. xavante (TENORIO et al., 2013). Uma grande quantidade de
espécies de Astyanax com a caracteristica de 50 cromossomos, pode ser um fator de
importancia em analises de analogias (MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011),
levando em consideragao que este género nao representa um complexo natural de
espéecies. No presente estudo, foram encontrados em todas as populagdes o primeiro
par de cromossomos metacéntricos se sobrepondo em tamanho quando comparado
aos demais cromossomos, hotou-se também uma hegemonia de pares
submetacéntricos (Figura 8). Na literatura este primeiro par de cromossomos é
encontrado como sendo uma caracteristica comum em Astyanax e também em outros
géneros de Characidae, podendo ser uma caracteristica plesiomorfica na familia
(MORELLI et al., 1983; TENORIO et al., 2013), e uma simplesiomorfia no género
Astyanax (FERREIRA-NETO et al., 2009; KAVALCO et al., 2009).

Apesar do numero diploide de 2n=50 cromossomos, e também seu numero
fundamental corresponder com os encontrados na literatura, foram encontradas
férmulas cariotipicas distintas das ja descritas, possivelmente sendo por conta de
rearranjos cromossOmicos, como inversdes pericéntricas, ou devido a possiveis
hibridizacbdes entre populacdes diferentes / espécies cripticas. NA literatura é
encontrado que ndo somente uma variagao cariotipica € encontrada em Astyanax,
como também triploidismo, polimorfismos de cromatina e presenca de cromossomos
B (MORELLI et al., 1983; KAVALCO et al., 2007; MACHADO et al., 2012).

Com relagao ao mapeamento fisico, foram observadas marcacdes simples de
rDNA 5S nas 4 populagdes, na posi¢ao pericentromérica no par metacéntrico 3 (Figura
8), indicando uma conservagao desse par cromossémico marcado, entretanto, na
populacao Corrego Sanepar foi encontrado um sitio adicional. Em estudos referentes
a localizagdo desse gene, sdo encontrados cistrons simples de rDNA 5S em
populacdes de A. elachylepis Bertaco e Lucinda 2005, A. lacustris Lutken 1875
(PERES et al., 2008), A. altiparanae (FERREIRA-NETO et al., 2009), A. xavante
(TENORIO et al., 2013), e A. asuncionensis Géry 1972 (PAIZ et al., 2015). Essa
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caracteristica que provavelmente é recorrente em Astyanax, corrobora com a
possibilidade de haver uma estreita relacdo entre as populagdes analisadas no
presente estudo. Na populacédo Cérrego Sanepar, foram observados cistrons multiplos
de rDNA 58S (Figura 8), caracteristica também encontrada na literatura, em populagdes
de A. abramis Jenyns 1842, A. scabripinnis (VICARI et al., 2008), A. fasciatus
(FERREIRA-NETO et al., 2012), A. correntinus (PAIZ et al., 2015), entre outras ja

descritas.
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Figura 8 - Idiogramas de Astyanax do grupo bimaculatus, das populagdes: Piscicultura
Santa Helena (1), Piscicultura Ceramica (2), Cérrego Sao Gabriel (3) e Corrego Sanepar (4)
evidenciando as marcacdes por rDNA 5S (vermelho) e 18S (azul)

FONTE: Autoria prépria.
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Em Astyanax, as marcagdes por rDNA 5S descritas em outros trabalhos,
possuem tendéncia a serem conservados na regido centromeérica de um par de
cromossomos metacéntricos, também s&do encontradas marcagbées em um par de
cromossomos acrocéntricos, podendo ser, uma caracteristica que se manteve
conservada em de Astyanax, (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; MANTOVANI et al.,
2005; VICARI et al., 2008); Porém existem provas de mais pares de cromossomos
carregando o rDNA 5S dentro do género, como mostra-se em populagdes A.
jJacuhiensis, A. abramis e A. asuncionensis onde foram encontradas marcagdes em
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos (GAVAZONNI et al., 2018). No
presente estudo, foram encontradas marcacdées de rDNA 5S em um par de
cromossomos metacéntricos e um par de cromossomos subtelocéntricos (Figura 8).
A aparente semelhanga cariotipica sugestiona que existe uma relagao estreita entre
as populagdes estudadas, porém, as diferengas cariotipicas encontradas, sugerem
alguma divergéncia de ordem evolutiva, o que pode ser devido as restricbes do fluxo
génico.

Com relagdo as marcagdes por rDNA 18S, estudos realizados sugerem que
uma caracteristica comum em Astyanax € a ocorréncia de sitios multiplos,
(FERREIRA-NETO et al.,2009; KAVALCO et al.,, 2011; PERES et al.,, 2012).
Diferentemente de resultados obtidos por Gavazzoni et al. (2018) onde foram
encontrados padrées de marcacao simples por rDNA 18S em A. altiparanae, A.
Jacuhiensis, A. abramis, e A. asuncionensis, sendo sempre nos primeiros pares de
cromossomos acrocéntricos. Os resultados obtidos em todas as populacdes
analisadas no presente trabalho para rDNA 18S, revelam que todos os cromossomos
portadores do gene 18S sao correspondentes entre as populagdes, sendo sempre o
maior cromossomo subtelocéntrico em apenas um par de cromossomos. A partir deste
dado, podemos inferir que esses sitios ndo sao bons marcadores populacionais ou
espécie/ especificos. Em estudos realizados por Pacheco et al. (2011) e Ferreira-Neto
et al. (2012) puderam ser encontrados diferentes numeros de sitios de rDNA 18S em
populagdes que foram outrora separadas geograficamente, como em A. altiparanae,
sugerindo que essas variagdes cariotipicas estao ligadas as restrigdes no fluxo génico,

fixando as diferengas entre as populagdes (FERRO et al., 2001). Kavalco e Moreira-



32

Filho (2003) em seu trabalho, sugerem que essas diferencas estariam vinculadas a
processos de diversificagao local.

Na populacado Corrego Sanepar houve uma sobreposi¢ao dos cistrons no brago
curto do par subtelocéntrico 18, sendo que, em todas as 4 populagbes sao
encontradas marcagdes do rDNA 5S sempre na posigao intersticial dos cromossomos,
no entanto, esse sitio adicional se encontra na posi¢cao terminal do brago curto dos
cromossomos nessa populagao (Figura 8), abrindo espacgo para questionamento da
existéncia de um possivel pseudogene. Estudos anteriores indicam uma variedade
espécies de peixes possuem o gene rRNA 18S co-localizado com o gene rRNA 5S
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; HATANAKA; GALETTI, 2004; MORAES-NETO et
al., 2011); porém, do ponto de vista funcional seria mais vantajoso, que essas duas
classes de ribossomos estivessem em cromossomos diferentes, visto que a
transcricao deles é feita por RNA polimerases distintas, e a ndo-sintenia seria a melhor
forma de garantir que o RNAr 5S nao seja translocado para o rRNA 45S (MARTINS;
GALETTI, 1999), permitindo uma evolugao independente desses genes (MARTINS;
GALETTI, 2000). Almeida-Toledo et al. (2002) descobriram que os genes 5S e 18S
rRNA estdo co-localizados em cinco espécies de Astyanax, e tal sequéncia foi
considerada importante para o estudo da historia evolutiva do grupo, incluindo A.
altiparanae e A. lacustris (sendo que A. altiparanae e A. lacustris sdo sinbnimos). Este
fato pode ser um sinal da recente separagcdo de espécies, que anteriormente
pertenciam a uma unidade taxonémica de A. bimaculatus (GARUTTI; BRITSKI, 2000).
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7 CONCLUSOES

O presente estudo reforga a evidéncia da variedade cariotipica para Astyanax
em relagéo a organizagao cromossémica e localizagdo dos rDNA 5S e 18S, bem como
a conservagao dessas marcagdes em algumas regides de pares cromossémicos.
Esse estudo apresenta também a presengca de uma sintenia entre os genes
ribossomais 5S e 18S, sendo um dado importante para estudos da histéria evolutiva
do grupo.

O gene rDNA5S é um bom marcador taxonbémico para Astyanax, sendo
possivel sugerir que o uso desse marcador pode ser visto como uma ferramenta
citotaxondmica, que pode ser utilizada para rastrear uma possivel origem de duas ou

mais entidades taxonémicas recentes com um ancestral em comum.

8 CONSIDERAGOES FINAIS

Devido as variagbes encontradas, novas analises taxondmicas devem ser
realizadas para confirmar se essas variagdes sdo populacionais ou tratam-se de
unidades biolégicas distintas, tendo também a possibilidade de polimorfismos dentro
de uma mesma populagao, visto que A. bimaculatus € um complexo de espécies.

Tendo em vista os problemas de ordem taxondémica e filogenética dentro do
clado Astyanax, esse estudo corrobora com dados de citogenética molecular para o
grupo A. bimaculatus, e espera-se que futuramente contribua com o desenvolvimento

de uma filogenia detalhada e de melhor compreensao.
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