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Detec¢ao cromossdomica do microssatélite (GATA), em
espécies/populacdo do complexo Astyanax bimaculatus

Chromosome detection of microsatellite (GATA), in species
/ population of the Astyanax bimaculatus complex

RESUMO

O mapeamento fisico, por hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), vem sendo utilizado com
grande frequéncia em estudos citogenéticos de peixes neotropicais por auxiliar na resolugdo
de problemas de ordem taxondmica, biogeografica e filogenética. Este trabalho tem como
objetivo realizar a detecgdo cromossémica do microssatélite (GATA), em
espécies/populacdo cultivadas e naturais do complexo Astyanax bimaculatus coletados na
regido de influéncia do Lago de Itaipu. Os espécimes foram coletados e transportados vivos
para o Laboratério de Ictiologia e Limnologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
— Campus Santa Helena. Nos cromossomos, a sequéncia (GATA)» foi mapeada usando FISH,
sob estringéncia de 77%, e a sonda foi obtida e marcada via PCR. Os resultados revelaram a
presencga deste elemento repetitivo disperso pelos cromossomos de todas as populagdes
analisadas, com pelo menos um par de cromossomos metacéntricos marcados na por¢ao
pericentromérica em todas as espécies/popula¢des. Pelo fato de outros autores terem
encontrado a sequéncia de microssatélite (GATA)n com distribuicdo diferente da encontrada
por nds para as populacdes analisadas no presente trabalho, podemos inferir que esta
sequéncia é um excelente marcador cromossdémico em Astyanax.

PALAVRAS-CHAVE: Lambari. Sondas DNA. Citogenética.

ABSTRACT

The physical mapping by fluorescent in situ hybridization (FISH) has been used with great
frequency in cytogenetic studies of Neotropical fishes, to assist in the resolution of
taxonomic, biogeographic and phylogenetic problems. This work aims to perform the
microsatellite chromosome detection (GATA)x in cultivated and natural species / population
of the Astyanax bimaculatus complex collected in the region of Itaipu Lake influence. The
specimens were collected and transported alive to the Ichthyology and Limnology
Laboratory of Universidade Tecnolégica Federal do Parand - Santa Helena Campus. On
chromosomes, the sequence (GATA) was mapped using FISH under 77% stringency, and the
probe was obtained and labeled by PCR. The results revealed the presence of this repetitive
element dispersed by the chromosomes of all analyzed populations, with at least one pair of
metacentric chromosomes marked in the pericentromeric portion in all species /
populations. Because other authors have found the microsatellite sequence (GATA)» with a
different distribution than that found by us for the populations analyzed in the present work,
we can infer that this sequence is an excellent chromosomal marker in Astyanax.

KEYWORDS: Lambari. DNA probes. Cytogenetics.
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INTRODUGAO

Atualmente o género Astyanax Baird & Girard, 1854 (Teleostei:
Characiformes: Characidae) compreende um taxon polifilético, possuindo espécies
muito similares e limites taxondmicos com poucos detalhes, dificultando o
reconhecimento e a organizacao 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 taxonoémico,
dificultando a compreensao acerca da diversidade.

Estao sendo utilizados em estudos evolutivos varios tipos de classes de DNA
satélites que, a principio sdo isolados a partir do genoma de outros animais, sendo
utilizados também para analises em peixes neotropicais. Uma dessas classes é a
Banded Krait Minor (Bkm), que pode ser identificada em organismos eucariotos,
estando bem distribuida, e ndo é detectada em procariotos. A Bkm possui como
maior constituinte a repeticdo de tetranucleotideos intitulada sequéncia GATA
(EPPLEN et al., 1982). Essa classe de DNA satélite além de estar relacionada
frequentemente a presenca de cromossomos sexuais heteromorficos,
principalmente em répteis, apresenta-se conservada em varias espécies, incluindo
a humana (SRIVASTAVA et al., 2008). De acordo com Wichman et al. (1991), DNAs
satélites possuem a competéncia de divergir durante a evolucdo, se tornando
valiosa para a resolucdo de adversidades de ordem taxondmica e evolutiva entre
conjuntos de individuos relacionados.

Desta forma, o presente projeto tem como objetivo realizar a deteccao
cromossémica do microssatélite (GATA), em espécies/populacdo cultivadas e
naturais do complexo Astyanax bimaculatus coletados na regido de influéncia do
Lago de Itaipu.

MATERIAL E METODOS

Os espécimes de Astyanax do grupo bimaculatus (Figura 1) foram coletados
com auxilio de redes e/ou tarrafas e peneiras em tributarios do Lago de Itaipu e
em pisciculturas da regido de Santa Helena — PR (Tabela 1) - Licenga permanente
SISBIO 38532-3. Tais exemplares coletados foram levados vivos para o Laboratério
de Ictiologia e Limnologia da Universidade Tecnolédgica Federal do Parana —
Campus Santa Helena, e mantidos em aqudrios aerados. Posteriormente, os
espécimes foram eutanasiados por overdose de éleo de cravo (GRIFFITHS, 2000;
PEREIRA-DA-SILVA, 2009), para a obtencdo dos tecidos para as preparacdes
cromossOmicas.

Figura 1 — Exemplar fémea de Astyanax do grupo bimaculatus.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O presente trabalho faz parte de um projeto universal, intitulado
“Caracterizagao citogenética e do DNA mitocondrial em espécies de Astyanax do
grupo bimaculatus (Characiformes, Characidae) de pisciculturas da regido do Lago
de Itaipu e seus impactos sobre a espécie nativa A. altiparanae. ”, que possui
autorizacdo de execucdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UTFPR -
Protocolo CEUA: 2018-5.

Tabela 1 - Pontos de coleta de Astyanax bimaculatus (M-macho; F-fémea).

Localidade an:I‘i(:,iavc'los Coord. geograficas Elevacao
Piscicultura Santa Helena 2Me2F 24°52°41.55”S 54°19'53.53”0 248m
Piscicultura Ceramica 2Me2F  24°54’36.82”S54°19'12.07”0 235m
Cérrego Sao Gabriel 2Me2F 24°56'47.00”S 54219°00.00”0 242m
Cdrrego Sanepar 2Me2F  24°51'53.65”S 54°19'47.56”0 275m
Cérrego Sub Sede 2Me2F 24°47°01.55”S 54°18’45.07”0 232m

Cérrego Esquina Céu Azul 2Me2F  24°54’47.91”S 54°17’35.82”0 247m

Fonte: Autoria prépria (2019).

Para a preparacdao e obtencdo de cromossomos mitdticos foi utilizada a
técnica adaptada por Foresti et al. (1993). A sequéncia (GATA), foi mapeada nos
cromossomos usando hibridizac¢do in situ fluorescente (FISH) de acordo com Pinkel
et al. (1986), com modificacdes na etapa de desnaturacdo. A sonda (GATA), foi
obtida e marcada via PCR com os primers (GATA); e (TATC)7 (ljdo et al., 1991). A
hibridizagdo foi realizada de 12 a 14 horas (overnight), a 372 C. A solugdo de
hibridizagao consistiu de 6 pL da sonda; 6 L de 20xSSC; 30 uL de formamida 50%
e 12 pL de sulfato dextrano (10%), por lamina. O sinal de detecgdo utilizado foi
antidigoxigenina-rodamina. A hibridizacdo foi realizada sob condigdes de alta
severidade (77%). As contagens cromossémicas e observa¢des mais detalhadas
foram feitas com a objetiva de imersdao no microscépio dptico, em aumento de
1000 vezes. As melhores metafases foram capturadas em fotomicroscdpio
Olympus BX53 com camera digital QColor5M acoplada. As laminas de FISH foram
analisadas em fotomicroscépio de epifluorescéncia, sob filtro apropriado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A FISH com sonda (GATA), revelou a presenca deste elemento repetitivo
disperso pelos cromossomos de todas as popula¢des analisadas. Foi encontrado
pelo menos um par de cromossomos metacéntricos marcados na porc¢do
pericentromérica em todas as populagdes (Figura 2 - Setas). E possivel notar
também que a sonda produziu sinais bem dispersos e mais fracos por quase todos
0s cromossomos nas populagdes, porém existem pares que parecem nao
apresentar marcagoes.

O mapeamento fisico da sequéncia (GATA), por meio de FISH tem sido
raramente utilizado em peixes (MERLO et al. 2007). Segundo a literatura, é possivel
encontra-la de forma dispersa por varios cromossomos em algumas espécies,
como o presente estudo, em Amphichthys cryptocentreus Valenciennes, 1837,
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Thalassophryne maculosa Gunther, 1861, Porichthys plectrodon Jordan & Gilbert,
1882, Batrachoides manglae Cervigén, 1964, (UBEDA-MANZANARO et al., 2010).

Figura 2 — Metdfases de Astyanax bimaculatus de diferentes localidades, sendo: A)
Piscicultura Santa Helena, B) Corrego Sao Gabriel, C) Piscicultura Ceramica, D) Corrego
Sanepar, E) Corrego Sub Sede e F) Cérrego Esquina Céu Azul, submetidos a hibridizagdo in
situ fluorescente com sonda (GATA)n (evidenciada na cor rosa).

Fonte: Autoria prépria (2019).

Em estudos realizados com espécies de Astyanax por Piscor et al (2016),
puderam ser encontradas marcacdes de (GATA), co-localizadas com rDNA 55 em
A. altiparanae, A. marionae, A. fasciatus, e A. schubarti. Os resultados encontrados
por esses aurores indicam que a sequéncia (GATA), pode atuar como bom
marcador cromossémico em algumas espécies sul-americanas de Astyanax.

No presente estudo, as populagbes Piscicultura Santa Helena, Piscicultura
Ceramica e Cdrrego Sanepar exibiram maior dispersdao da sonda (GATA),, com
maiores acumulos dessa sonda pelos cromossomos do complemento, diferente
das demais populagBes que apresentaram marca¢des mais fracas e em menor
quantidade de pares de cromossomos. E pertinente ressaltar que, como descrito
anteriormente, em todas as populacGes analisadas ha a presenca de um
cromossomo metacéntrico médio com acumulo da sequéncia (GATA), na posicao
pericentromérica (Figura 2 — Setas). Estes cromossomos sdo claramente
correspondentes ou homedlogos, evidenciando que o acumulo desta sequéncia na
referida regido deu-se anteriormente a diferenciacdo das populacdes/espécies
analisadas.
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A auséncia do microssatélite (GATA), em alguns cromossomos das populagbes
analisadas no presente trabalho podem ser explicadas pela auséncia da sequéncia
nestes cromossomos ou pelo fato desta sequéncia estar em tdo baixa
concentracdo naqueles cromossomos que a sensibilidade da FISH, para a
estringéncia utilizada (77%), ndo foi suficiente para captar sua presenca.

CONCLUSAO

Esse estudo corrobora com dados de citogenética molecular para o grupo A.
bimaculatus, apresentando contribuicdes sobre a localizacdo e dispersao da
sequéncia (GATA), em populacdes do complexo A. bimaculatus. Adicionalmente,
pelo fato de outros autores terem encontrado a sequéncia de microssatélite
(GATA), com distribuicdo diferente da encontrada por nds para as populacbes
analisadas no presente trabalho, podemos inferir que esta sequéncia é um
excelente marcador cromossémico em Astyanax.
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