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Analise citogenética molecular de ciclideos da regiao
hidrografica do Atlantico Sul

Molecular cytogenetical analysis of cyclids from the South
Atlantic hydrographic region

RESUMO

Ciclhidae é uma diversa familia de peixes, pertencente a ordem dos Perciformes. Com mais
de 1.700 espécies validas, sdo apreciados pela aquariofilia e aquicultura mundial. Estudos
citogenéticos permitiram a observagdo de padrdes na macroestrutura cromossémica deste
grupo. No presente trabalho, uma espécie de ciclideo foi analisada citogeneticamente,
através de técnicas citogenéticas classicas e moleculares. Foi utilizada a coloragdo por
Giemsa para determinag¢do do numero diploide e féormula cariotipica, impregnacdo por
nitrato de prata para a determinagdo das regides organizadoras de nucléolo (RONs) e
bandamento C para localizagdo da heterocromatina constitutiva. Foi utilizada a técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) para localizar os genes de DNAr 18S. Foi observado
o nimero diploide de 48 cromossomos (6m + 2sm +12st + 28a). As RONs foram localizadas
no primeiro par metacéntrico, em posi¢do intersticial. O bandamento C evidenciou blocos
heterocromaticos na regido das RONs e na regido centromérica de alguns cromossomos. A
FISH permitiu a localizacdo de sitios de DNAr 18S na mesma regido em que as RONs foram
observadas. Foi possivel verificar que a macroestrutura cariotipica da espécie analisada
assemelha-se a descri¢gdes de Crenicichla. Mais estudos sdo necessarios para verificar os
melhores marcadores citogenéticos para este grupo de peixes.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores Genéticos. Cromossomo. DNA ribossomal.

ABSTRACT

Cichlidae is a diverse fish Family that blongs to the Percifom order. With more than 1,700
valid species, they are appreciated by worldwide aquariophily and aquiculture.
Cytogenetical studies allowed the observation of patterns in chromosome macrostructure
of this group. In the present paper, a cichlid species was cytogenetically analyzed through
classical and molecular cytogenetical techniques. Giemsa stain was used for the diploid
number and karyotipic formula determination, silver impregnation was used for nucleolar
organizer regions (NORs) determination, and c banding was used for constitutive
heterochromatin localization. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was used to localize
the 18S rDNA genes. The diploid number of 48 chromosomes (6m + 2sm +12st + 28a) was
observed. The NORs were localized in the first metacentric pair, in interstitial position. C
banding evidenced heterochromatic blocks in the NORs and centromeric regions of some
chromosomes. FISH allowed the localization of 18S rDNA genes in the same region NORs
were observed. It was possible to verify that the chromosome macrostructure of the
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analyzed species is similar to Crenicichla descriptions. More studies are needed to verify the
best cytogenetical markers for this group of fish.

KEYWORDS: Genetic markers. Chromosome. Ribosomal DNA.

INTRODUGAO

Cichlidae é uma familia de peixes que pertence a ordem Perciformes, Ordem
esta constituida por 1.540 géneros e cerca de 10.033 espécies, e integrantes com
ampla distribuicdo (Ribeiro, 2007). Os ciclideos contém 1.723 espécies validas e
abundante diversidade (Eschmeyer; Fong, 2019).

Com base em andlises filogenéticas, os Cichlidae podem ser divididos em 4
subfamilias: Pseudocrenilabrinae (ciclideos africanos) com 1.100 espécies,
Etroplinae (ciclideos de Madagascar e sul da Asia) com 16 espécies,
Ptychochrominae (ciclideos endémicos da llha de Madagascar) com 15 espécies e
Cichlinae (espécies americanas) com 550 espécies (Sparks; Smith, 2004). Esta
familia € amplamente pesquisada, pela rapida ambientacdo em lagos africanos e
por serem muito utilizadas em aquariofilia e na aquicultura mundial, por possuir
belas cores (Ferreira, 2009).

Na regido Neotropical, local onde vivem exemplares da familia Cichlidae, em
torno de 60 géneros (Ortiz, 2012), ha varios comportamentos e especializa¢oes,
com relacdo a estratégias troficas e condicdes ambientais, onde a maioria das
espécies tem como habitat rios e cérregos, salvo algumas excecdes; a alimentacdo
se dd essencialmente por invertebrados, peixes e algumas plantas (Reis et al,
2003).

A citogenética de peixes, tem grande aplicacdo no que se relaciona a estudos
evolutivos, pois com ela podemos examinar dados taxonémicos, genéticos e de
comportamento, que nos proporcionam chegar a uma histdria evolutiva destes
organismos (Artoni et al., 2000). Apesar da relevancia para a aquicultura e estudos
evolutivos, ha poucas pesquisas sobre ciclideos, dada sua grande diversidade de
espécies existentes (Ferreira, 2009).

Os ciclideos, apesar dos eventos de rearranjos cromossdmicos durante sua
histdria evolutiva, nota-se a manutenc¢do de caracteristicas cariotipicas basais dos
Perciformes, compostos por 48 cromossomos subtelo-acrocéntricos e com RONs
presentes em um Unico par cromossomico, apesar de ser encontrados em posigdes
instaveis (Ribeiro, 2007).

Por meio de marcadores citogenéticos, é possivel obter informagdes sobre
caracteres populacionais, férmulas cariotipicas, diferenciados sistemas de
Cromossomaos sexuais, supranumerarios, numeros e localizacdo das RON (Regides
Organizadoras de Nucleolos), heterocromatina constitutiva, Bandamentos C, Ge R
e coloragdes com fluorocromos (Artoni et al., 2000).

Com o surgimento da genética e biologia molecular, é possivel uma melhor
compreensao da diversidade encontrada nos grupos e populacdes estudadas. Pela
Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH), foi possivel localizar fisicamente nos
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cromossomos, algumas sequéncias de DNA conhecidas como DNAr 5S e 18S. Além
disso, a utilizacdo de técnicas com fluorocromos com propriedades base-
especificos, também sdo muito utilizadas para a citogenética molecular, um
exemplo disso sdo a Cromomicina A3 (CMA3) e 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
qgue tem a propriedade de identificar regiGes ricas em Guanina-Citosina (CMA3) e
Adenina-Timina (DAPI) (Ortiz, 2012).

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho preveu a coleta de espécimes de ciclideos da regido
hidrografica do Atlantico Sul, mais precisamente na regido de Aguas Mornas, na
bacia do Cubatdo Sul. Uma vez que nao foi possivel realizar as coletas previstas no
presente projeto, foi utilizado material disponivel, de uma espécie de Cichlinae ndo
identificada, proveniente de outros projetos realizados previamente.

As laminas foram preparadas através da técnica de air-drying, onde a
suspensao celular é pingada sobre uma lamina limpa e seca ao ar. As laminas foram
coradas com Giemsa para andlise citogenética badsica, utilizada para a
determinacdo do numero diploide e férmula cariotipica.

As Regides Organizadoras de Nucléolo foram identificadas através de
impregnacdo por nitrato de prata (Howell; Black, 1980). Para a determinacdo das
regioes de heterocromatina constitutiva, foi utilizada a técnica de bandamento C,
com o tratamento da lamina com uma solugdo acida de acido cloridrico, seguida
pelo tratamento com uma solucdo de hidréxido de bario e uma solugdo salina
(Sumner, 1972). As laminas c-bandadas foram coradas com iodeto de propideo.

A andlise das laminas foi realizada utilizando um fotomicroscépio de
epifluorescéncia. Os cromossomos foram classificados segundo a metodologia
descrita por Levan et al. (1964), que classifica a relacdo de bracos (RB) onde esta
medida compreende medir um braco do cromossomo (desde o centrGmero) e
depois o outro e o resultado da primeira média deve ser dividida pelo valor da
segunda medida. Se o resultado dentre entre RB= 1,00 a 1,70, é classificado como
Metacéntrico; caso o resultado compreenda entre RB=1,71 a 3,00, é categorizado
como Submetacéntrico; se for de RB= 3,01 a 7,00, sera identificado como
Subtelocéntrico; e se a medida compreender RB= maior que 7,01 serd
Acrocéntrico.

Foi realizada a hibridizagdo in situ com sondas fluorescentes (FISH), com
sondas de 18S e 5S. A FISH foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi observado o numero diploide de 48 cromossomos para machos e fémeas,
com 6m + 2sm + 12st + 28a, numero compativel com o observado para ciclideos
neotropicais (Ferreira, 2009). A férmula cariotipica observada é muito préoxima da
observada para Crenicichla lepidota (6m-sm + 42st-a), assim como a
macroestrutura cromossémica, com destaque para a conspicua constri¢cdo
secundaria no maior par de cromossomos m/sm (Poletto et al., 2010).
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As AgRONSs foram simples, com marcacdo intersticial no brago curto do maior
par de cromossomos metacéntricos. AGRONs simples sdao observadas para um
grande numero de ciclideos neotropicais, como C. lepidota, Retroculus lapidifer,
Astronotus ocellatus, entre outros. Esta caracteristica pode ser observada mesmo
em ciclideos africanos, o que indica que pode tratar-se de uma caracteristica
ancestral (Feldberg; Bertollo, 1985; Poletto et al., 2010).

O bandamento C marcou fortemente a regidgo das Ag-RONS, além da regido
centromeérica de alguns pares de cromossomos, porém nao foi possivel identificar
marcagdes conspicuas que pudessem auxiliar na identificacdo de pares especificos.

A hibridizacdo in situ foi realizada com as sondas de DNAr 5S e 18S. N3o foi
possivel identificar marcacdes com a sonda de DNAr 5S, possivelmente por
problemas na manutencdo da sonda de DNAr. A hibridizacdo com sondas de DNAr
18S resultou na marcacdo de um cromossomo metacéntrico, em posicao
intersticial do braco curto. Esperava-se que fossem observadas duas marcacoes,
coincidentes com as marcacdes das RONs. Uma vez que a hibridizacdo in situ é uma
técnica de marcacdo direta das sequéncias de DNA ribossomal, o nao
aparecimento da segunda marcacdo ndo estd relacionado a atividade
transcricional da regido, o que pode acontecer no caso da marcacdo por
impregnacdo por nitrato de prata. Neste caso, a segunda marcacdo nao pode ser
encontrada provavelmente por problemas com a conservacdo da sonda ou
vestigios na realizacdo da técnica.

A marcacdo de um par de cromossomos na hibridizacdo in situ com DNAr 18S
é comumente observada em ciclideos, tanto neotropicais quanto africanos,
sugerindo uma caracteristica ancestral no grupo. Porém, sitios multiplos ja foram
reportados em algumas espécies. Além disso, espécies basais de Cichlinae
apresentam sitios de DNAr 18S em posicdo terminal do cromossomo (Poletto et
al., 2010; Paiz et al., 2017).

CONCLUSAO

Embora a espécie analisada ainda ndo tenha sido identificada através de
andlises morfoldgicas, suas caracteristicas citogenéticas demonstram uma forte
semelhanga com uma espécie de Crenicichla ja analisada. Essa semelhanga pode
ser um indicio de que a espécie pertenca a esse género. As caracteristicas
cromossOmicas dos ciclideos sdo consideradas conservadas dentro do grupo.
Mesmo assim, foi possivel verificar que alguns marcadores, como a localizagao dos
sitios de DNAr localizados por FISH ou impregnagdo por nitrato de prata, podem
ser utilizados no estudo da diversificagdo do grupo. A macroestrutura cariotipica
também se mostrou interessante para estudos taxondmicos mais amplos, porém
mais resultados sdo necessarios para verificar os melhores marcadores
citogenéticos para o grupo dos ciclideos.
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