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Obteng¢ao de marcadores cromossomicos classicos e
moleculares em Astyanax laticeps (Characiformes,
Characidae).

Attainment of classic and molecular chromosome markers
in Astyanax laticeps (Characiformes, Characidae).

RESUMO

O taxon polifilético Astyanax compreende espécies com formas semelhantes e taxonomia
pouco detalhada. Este trabalho teve como objetivo caracterizar, por meio de metodologias
citogenéticas cldssicas (coloragdo convencional por Giemsa, bandamento C e impregnacao
por nitrato de prata — Ag-NORs) e realizar um mapeamento fisico dos genes ribossomais 55
e 18S moleculares (Double FISH), através de exemplares de Astyanax laticeps oriundos de
Esquina Céu Azul, Santa Helena, Parana. O numero diploide analisado foi de 50
cromossomos (8m+24sm+6st+12a, FN=88), igualmente distribuidos entre sexos. O
Bandamento C demonstrou blocos de heterocromatina com marcagdo conspicua em
poucos pares de cromossomos, com presenca de heterocromatina localizada
predominantemente na regido terminal do braco longo em trés cromossomos,
correspondendo com as NORs. Foram observados cistrons simples de rDNA 5S conservados
na regido intersticial de um par cromossémico metacéntrico. As marcagdes por sonda de
rDNA 18S revelaram cistrons constantes nas regides terminais do brago curto de um par
subtelocéntrico e uma terceira marcagdo em um Unico cromossomo, indicando ocorréncia
de sitios multiplos para este marcador devido a possivel delegdo, transposicdo entre
homolégos ou crossing desigual. O estudo é prévio, porém fornece dados importantes na
elucidacdo de questdes de ordem taxonOGmica e evolutiva em Astyanax laticeps.

PALAVRAS-CHAVE: Lambari. Citogenética. FISH.
ABSTRACT

The polyphyletic taxon Astyanax comprises species with similar shapes and little described
taxonomy. This project aimed to characterize, by means of classic cytogenetic
methodologies (conventional staining by Giemsa, C-banding and silver nitrate impregnation
- Ag-NORs) and to perform a physical mapping of the 5S and 18S molecular ribosomal genes
(Double FISH), using samples of Astyanax laticeps from Esquina Céu Azul, Santa Helena,
Parand. The diploid number analyzed was 50 chromosomes (8m+24sm+6st +12a, FN=88),
equally distributed between male and female genders. The C-Banding demonstrated
heterochromatin blocks with conspicuous marking on a few pairs of chromosomes, with the
presence of heterochromatin located predominantly in the terminal region of the long arm
on three chromosomes, corresponding to the NORs. Simple cistrons of 55 rDNA were
observed in the interstitial region of a metacentric chromosome pair. The 18S rDNA probe
markings revealed constant cistrons in the terminal regions of the short arm of a
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subtelocentric pair and a third mark on a single chromosome, indicating the occurrence of
multiple sites for this marker due to possible deletion, transposition between homologues

or uneven crossing. This study is previous, but expands the knowledge regarding the
Astyanax laticeps complex.

KEYWORDS: Lambari. Cytogenetics. FISH.
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INTRODUCAO

O grupo Astyanax, que abrange os peixes de pequeno porte popularmente
conhecidos como piabas ou lambaris, é considerado um dos grupos mais ricos em
espécies de Characidae, possuindo cerca de 150 espécies validas distribuidas do
Sul dos Estados Unidos a regido Central da Argentina (LIMA, 2003; ESCHMEYER,
2016), com alta representatividade nos sistemas hidrograficos brasileiros.
Atualmente, tem sido registrada em drenagens costeiras do Uruguai e do Brasil até
o sul do Paran4, na bacia do Rio Uruguai, também na bacia Atlantica do Parana e
do Rio Ribeira de Iguape, onde inclusive era identificado como A. janeiroensis
(AZPELICUETA; LOUREIRO, 2009; BERTACO & LUCENA, 2010). O grupo é
considerado um dos mais ativos em termos de descricdo de novas espécies
(ESCHMEYER, 2016) e gracas aos significativos esforcos da taxonomia, sistematica
e da genética alguns problemas taxonémicos estdo sendo resolvidos (OLIVEIRA et
al, 2011; MIRANDE & KOERBER, 2015). Contudo, apesar dos iniUmeros estudos,
ainda existem duvidas em relacdo a sistematica de certos grupos dentro do género.

Atualmente é considerado um taxon polifilético que compreende espécies
com formas bastante semelhantes e delimitacGes taxondmicas pouco detalhadas,
o que dificulta a identificacdo e o estabelecimento de relacdes filogenéticas dentro
do género (MIRANDE, 2010; MIRANDE & KOERBER, 2015). Apresenta espécies
morfologicamente cripticas e alguns complexos de espécies (grupos de espécies
que compartilham caracteristicas morfoldgicas muito similares), cujas filogenias
nunca foram testadas. Entre estes complexos de espécies estdo: complexo
Astyanax paranae Eigenmann 1914, A. bimaculatus Linnaeus 1758, A. scabripinnis
Jenyns 1842, A. fasciatus e A. altiparanae Garutti & Britski 2000 (MOREIRA-FILHO
& BERTOLLO, 1991; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2004; ARTONI et al, 2006;
PAZZA, 2006).

Ferramentas como a citogenética e genética molecular tém contribuido
significativamente para um melhor entendimento das relacGes evolutivas entre
populacdes e espécies de peixes, além de auxiliar na caracterizacdo e diferenciacdo
de espécies similares, principalmente quando associados com dados de
morfologia, biogeografia, comportamento e biologia (PRIOLI, 2002; MATOSO,
2004; OLIVEIRA, 2009). Os estudos citogenéticos apresentaram grandes avancos
nos ultimos anos, em virtude principalmente da utilizacdo de novas técnicas para
andlise cromossdmica, possibilitando uma contribuicdo muito mais eficaz ndo
apenas para os estudos taxonémicos e filogenéticos, mas também para melhor
compreensdo da estrutura cromossdmica. Estes avangos tém impactado os
estudos citogenéticos de peixes, resultando numa expansdo rdpida no nimero de
espécies estudadas nos ultimos anos (OLIVEIRA, 2011).

Desta forma, o presente projeto teve como objetivo caracterizar, por meio de
metodologias cldssicas de Citogenética (coloracdo convencional por Giemsa,
bandamento C e impregnagcdo por nitrato de prata — Ag-NORs) exemplares
oriundos da regido do distrito de Esquina Céu Azul em Santa Helena-PR. O presente
trabalho estd vinculado ao projeto intitulado “Caracterizagao 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 autorizacdo de execucdo do Comité de
Etica no Uso de Animais da UTFPR (Protocolo CEUA: 2018-5).
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METODOLOGIA

Coleta: Foram coletados no distrito de Esquina Céu Azul (24°54'47,91"S
54°17'35,82"W) 8 espécimes de Astyanax laticeps (Figura 1), sendo 4 machos e 4
fémeas, com auxilio de redes e tarrafas (Licenga permanente SISBIO 38532-3) e
levados vivos para o Laboratério de Ictiologia e Limnologia da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana — Campus Santa Helena, onde foram mantidos em
aquarios aerados. Os individuos foram eutanasiados por overdose de dleo de cravo
na concentracdo de 100mg/L [30][31] para retirada dos tecidos para as analises
citogenéticas. Os animais coletados foram depositados na Colegdo de Ictiologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Santa Helena, como material
testemunho. O presente trabalho estd vinculado ao projeto intitulado
“Caracterizacdo 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
autorizacdo de execucdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UTFPR
(Protocolo CEUA: 2018-5).

Figura 1 — Exemplar de Astyanax laticeps coletado.

Fonte: Autoria prépria (2020).

Preparagao de cromossomos mitéticos — Tratamento “in vitro”: Para a
preparacao e obtencdo de cromossomos mitdticos foi utilizada a técnica adaptada
por Foresti et al. (1993), que consiste na obtencdo de metafases mitdticas a partir
de fragmentos do rim cefalico, uma vez que este possui funcdo hematopoiética.
Este, foi colocado em 10 mL de solugdo salina de Hanks, sendo o material bem
dissociado. Posteriormente, a suspensdo celular obtida foi transferida para um
tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, foram
adicionadas de 1 — 2 gotas de solucao de Colchicina 0,016 %, misturando-a bem
com o material. Posteriormente, o material foi entdo transferido para estufa a 36
oC, por 30 minutos e, em seguida, centrifugado durante 10 minutos, a 1100 rpm.
O sobrenadante foi desprezado, e ao restante do material foram adicionados 10
mL de solugdo hipotdnica (KCl 0,075 M), misturando bem o material com uma
pipeta de Pasteur. Esse material voltou para estufa a 36 2C, por mais 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cerca de 6 gotas de fixador (metanol; acido acético,
na proporgao de 3:1) misturando-as com o material repetidas vezes. O material foi
centrifugado por 10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi desprezado
novamente e, em seguida, adicionado 10 mL de fixador, misturando-o com o
material repetidas vezes, que em seguida foi levado a centrifuga por mais 10
minutos a 1100 rpm. Essa etapa foi entdo repetida por mais duas vezes. O material
fixado foi acondicionado em tubos de microcentrifuga tipo “Eppendorf” e
armazenados em freezer, para posterior andlise.
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Preparo de laminas: Gotas de suspensado celular foram pingadas sobre uma
[amina limpa, levemente aquecida, deixando-a secar ao ar. Se tratando das
analises de quantidade e morfologia dos cromossomos, a lamina foi corada com
Giemsa 5%, diluida em tampdo fosfato (Na2HPO4 x 12 H20 + KH2PO4 x 12H20),
pH=6,8, por 7 minutos.

Bandamento C (SUMNER, 1972): As |laminas foram tratadas com solucdo de
acido cloridrico 0,2 N durante 10 minutos, a temperatura ambiente, lavadas em
agua destilada e incubadas em solug¢do de hidréxido de bario 5 % a 60 2°C, por
aproximadamente 1 minuto e 45 segundos. Terminado esse tratamento, as
[aminas foram rapidamente lavadas em acido cloridrico 0,2 N, em agua destilada,
e finalmente incubadas em solugdo salina de 2xSSC durante 30 minutos a 60 °C.
Apds a lavagem final com 4gua destilada, o material foi corado com Giemsa 5%,
diluida em tampao fosfato (Na2HPO4 x 12 H20 + KH2P0O4 x 12H20), pH=6,8, por 7
minutos.

Detecgcdo de Regidoes Organizadoras de Nucléolos - Ag-NORs (HOWELL &
BLACK, 1980): Sobre a ldmina com cromossomos foram adicionadas duas gotas de
solucdo aquosa de gelatina (1 g/100 mL de agua destilada e 0,5 mL de acido
férmico) juntamente com quatro gotas de solugdo aquosa de nitrato de prata (50
%). A lamina foi coberta com laminula e incubada em estufa a 60 2C por um periodo
de aproximadamente trés minutos, dependendo de um monitoramento de
coloragdo da mesma. Apds a retirada da laminula, a lamina foi lavada em d4gua
destilada e corada com Giemsa 5%, diluida em tampao fosfato (pH 6,8).

Dupla hibridizagao in situ fluorescente - Double FISH (PINKEL et al., 1986):
Através da dupla hibridizacdo in situ fluorescente (Double-FISH), os cistrons de
rDNAs 5S e 18S nos cromossomos foram mapeados. Para identificagdo das
localizagcdes 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 379C e desnaturados em NaOH 0,05N/2xSSC. A solucdo de
hibridizagao foi composta de 6 pL da sonda 18S rDNA e 6 plL sonda 5S rDNA; 6 uL
de 20xSSC; 30 pL de formamida 50% e 12 pL de sulfato dextrano (10%), por lamina.
As laminas ficaram hibridando overnight, a 372C. O sinal foi detectado utilizando
antidigoxigenina-rodamina para a sonda de rDNA 5S e avidina-FITC para a sonda
de rDNA 18S, com sinal amplificado com anti-avidina biotinilada (biotina
conjugada). A hibridizagdo foi realizada sob condi¢des de alta estringéncia (77%).
Os cromossomos foram contra corados com uma mistura de 200 pL de antifading
mais 1 pL de 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI 0,2 mg/mL), em seguida foram
colocados 25 pL da mistura por lamina. A lamina foi coberta com laminula e
abrigada em local sem contato com luz.

Estudos cariotipicos: As contagens cromossOmicas e observacdes mais
detalhadas foram feitas com a objetiva de imersdo no microscépio éptico, em
aumento de 1000 vezes. As melhores metafases foram capturadas em
fotomicroscopio Olympus BX53 com camera digital QColor5M acoplada. As
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[dminas submetidas a FISH foram analisadas em fotomicroscépio de
epifluorescéncia sob filtros apropriados. As metafases tiveram os homodlogos
pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico
e acrocéntrico). A classificagdo cromossdmica seguiu o proposto por Levan et al.
(1964) adotando-se os seguintes limites para a relacdo de bracos (RB): RB= 1,00-
1,70, metacéntrico (m); RB= 1,71-3,00, submetacéntrico (sm); RB= 3,01-7,00,
subtelocéntrico (st); RB= maior que 7,00, acrocéntrico (a). Na determinacdo do
numero fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
subtelocéntricos serdo considerados com 2 bragos cromossémicos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O numero diploide analisado foi de 50 cromossomos (8m+24sm+6st+12a,
FN=88) (Figura 2), igualmente distribuidos e machos e fémeas, caracterizando
auséncia de um sistema de cromossomos sexuais heteromaorficos. O Bandamento
C demonstrou poucos blocos de heterocromatina com marcag¢do conspicua em
poucos pares de cromossomos, essa pequena quantidade de heterocromatina é
recorrente em outros estudos desta espécie. O numero dipldide de 50
cromossomos tem sido frequentemente observado em Astyanax. O grande
numero de espécies de Astyanax com esta caracteristica pode ser considerado
fator importante na realizacdo de uma andlise de parentesco, uma vez que o
género ndo representa um grupo natural de espécies. Foi observado que o
primeiro par de cromossomos metacéntricos se destaca em tamanho em
comparag¢do com outros cromossomos do complemento, caracteristica comum em
Astyanax.

Figura 2 — Caridtipos de Astyanax laticeps (a) corado com Giemsa e (b) C-bandado. Em
destaque (in box) as AgNORs.
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Fonte: Autoria propria (2020).

O numero dipldide de 50 cromossomos tem sido frequentemente observado
em Astyanax, como em A. argyrimarginatus (GARUTTI, 1999), A. elachylepis
(BERTACO, & LUCENA, 2006), A. aff. bimaculatus, e A. xavante (TENORIO, 2013), A.
scabripinnis (VICARI, 2008), entre outras. De acordo com Mirande (2010) e Oliveira
et al. (2011), o grande numero de espécies de Astyanax com esta caracteristica
pode ser considerado fator importante na realizacdo de uma andlise de
parentesco, uma vez que o género ndo representa um grupo natural de espécies.
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Foi observado em A. laticeps o primeiro par de cromossomos metacéntricos
gue se destaca em tamanho em comparacdo com outros cromossomos do
complemento e o predominio de pares submetacéntricos. Este primeiro par de
cromossomos é comum em Astyanax e também em outros géneros de Characidae,
0 que pode ser uma caracteristica plesiomorfica na familia (MORELLI et al, 1983;
TENORIO et al, 2013), e uma simplesiomorfia no género (FERREIRA-NETO, 2009,
KAVALCO et al, 1928). O bandamento C evidenciou a presenca de heterocromatina
localizada predominantemente na regido terminal do brago longo em trés
cromossomos (Figura 2-b), correspondendo com as NORs, como em Rosa et al.,
(2009). Nos exemplares analisados no presente trabalho, foram encontradas NORs
em trés cromossomos contendo Ag-NORs na regido terminal, compreendendo
apenas um cromossomo submetacéntrico e um unico par homdlogo de um
cromossomo acrocéntrico, diferente do encontrado por Rosa et al., (2009), onde
esses trés cromossomos sao todos subtelocéntricos.

Foram submetidas aos procedimentos de dupla hibridizacdao in situ
fluorescente (Double FISH) dois espécimes, um macho e uma fémea, dos quais dez
metdafases foram analisadas cada.

Figura 3 — Metdfase de Astyanax laticeps submetido a FISH com sondas de rDNA 5S (sinal
rosa) e rDNA 18S (sinal verde).

Fonte: Autoria propria (2020).

Estudos desenvolvidos por Rosa et al. (2009), através de analises por rDNA 45S
de populagdes de A. laticeps oriundas do municipio de Forquetinha/RS, mostraram
sinais florescentes fortes nas regioes telométricas, o que mostra semelhanca com
os resultados obtidos nesse trabalho no que tange a posicdao das marcacdes
obtidas por analise do sitio de rDNA18S. Adicionalmente, Rosa et al. (2009)
encontraram marca¢cdes em um Unico elemento homdlogo em um grande par
subtelocéntrico, o que também pode ser confirmado nos resultados desse estudo,
no qual foi encontrada uma terceira marcagdo em um terceiro cromossomo, o que
poderia indicar a ocorréncia de uma possivel delecdo ou transposicao entre
homdlogos (ROSA et al., 2009). Outra possibilidade seria um crossing desigual,
resultando em um grande sitio em um dos homdlogos e um sitio diminuto no
outros, possivelmente indetectavel pela limitacdo de sensibilidade da técnica de
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FISH. Ainda, Montovani et al. (2005) analisando uma populacdo de A. scabripinis,
identificaram uma grande variabilidade cromossémica no que tange o local e
numero de sitios de rDNA 18S, paralelamente, os sitios de rDNA 5S se mostraram
conservados em varias populacdes. Segundo Schleger (2016), resultados muito
semelhantes foram detectados em populacées de A. laticeps da bacia do rio
Ribeira Iguape - Parand, com varia¢ées de numero de sitios e local para o rDNA
18S, enquanto o rDNASS se conservou nas amostras. Esses resultados sdo
semelhantes aos resultados encontrados neste estudo, no qual o nimero e local
de sitios de rDNA 5S foi constante na analise das amostras e o rDNA 18S mostrou
variancia.

Almeida-Toledo et al. (2002) descreveram resultados cromossOmicos de
populacdes de Astyanax com resultados semelhantes, no qual a posicdao do rDNA
18S se encontra sempre em posicdo terminal do cromossomo, o que vai de
encontro com os resultados encontrados nesse estudo. Galetti e Martins (2004)
associaram essa posicao terminal do rDNA 18S com a variabilidade em numero de
sitios nos cromossomos, uma vez que os sitios ficam mais vulneraveis a
transposicdes. Enquanto os sitios de rDNA 5S sdo mais estaveis por estarem em
posicdo intersticial. De acordo com Vicari et al. (2008) os cistrons de rDNA 5S
tendem a ser conservados na regido centromérica de um par de cromossomos
metacéntricos e um par de cromossomos acrocéntricos, se mostrando uma
caracteristica conservada e possivelmente basal dentro do clado Astyanax.

Neste estudo, foram observados cistrons simples de rDNA 5S alocados na
regido intersticial de um par cromossémico metacéntrico. As marcag¢des por sonda
de rDNA 18S revelaram cistrons nas regioes terminais do braco curto de um Unico
par subtelocéntrico. Esses resultados convergem com demais estudos realizados,
0S quais sugerem que uma caracteristica comum em Astyanax é a ocorréncia de
sitios multiplos para este marcador (FERREIRA-NETO et al.,2009; KAVALCO et al.,
2011; PERES et al., 2012).

CONCLUSOES

O numero dipldide foi de 2n=50 cromossomos para todos os espécimes de
Astyanax laticeps analisados, além de ter sido verificado o primeiro par
cromossémico grande em relagdo ao restante do complemento, caracteristicas
plesiomoérficas para Astyanax e também para a familia Characidae. As marcacdes
do rDNA 5S se mostraram estdveis quanto a localizacdo e numero de sitios,
enquanto as marcagdes de rDNA 18S apresentaram maior variagdo quanto ao
numero de sitios. Os dados aqui presentes ainda sdo prévios, porém ajudam a
ampliar os conhecimentos referentes ao complexo Astyanax laticeps, auxiliando
na futura determinacdo de espécies.
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