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RESUMO

Poliploidia ¢ um fenébmeno onde um organismo apresenta um conjunto extra de
cromossomos, com historico evolutivo de ocorréncia natural em muitos grupos de peixes.
Dentre as teorias relacionadas a sua ocorréncia, a hibridizacao interespecifica é plausivel
por suas possibilidades de recombinac@es Unicas de cromossomos. A hibridizacdo pode
causar anormalidades na gametogénese principalmente no tocante a etapa reducional da
meiose, levando a ocorréncia de gametas ndo reduzidos como espermatozoides e 00citos
2n ou 4n. Desta maneira, a fertilizacdo com tais gametas poderia produzir progénie
naturalmente poliploide. Objetivou-se nesse estudo verificar se a hibridizacdo
interespecifica entre Astyanax altiparanae e A. schubarti, e interpopulacional entre A.
altiparanae favorece a ocorréncia de gametas ndo reduzidos. Os espécimes apresentaram
namero diploide de 2n = 50 (A. altiparanae), 2n = 36 (A. schubarti) e 2n = 43 (hibrido
interespecifico), com desenvolvimento embrionario similar ao controle (A. altiparanae).
Os hibridos interpopulacionais ndo evidenciaram espermatozoides ndo reduzidos, com
parametros espermaticos similares ao controle. Os hibridos interespecificos indicaram
maior quantidade de DNA (P = 0,0024) e espermatozoides ndo reduzidos (1n, 2n e 4n)
viaveis, porém ndo sem nenhuma motilidade. Embora os hibridos interespecificos sejam
inférteis, a evidéncia de espermatozoides ndo reduzidos entre hibridos do género
Astyanax suporta a hipdtese da ocorréncia de peixes naturalmente poliploides na regido

Neotropical.

Palavras-chave: Biotecnologia, manipulacdo cromossémica, regido Neotropical,

poliploidia.
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ABSTRACT

Polyploidy is a phenomenon in which an organism has an extra set of chromosomes, with
the evolutionary history of occurring naturally in many fish groups. Among many theories
related to its occurrence, interspecific hybridization is plausible due to its unique
chromosome recombination possibilities. Hybridization can cause abnormalities in
gametogenesis, especially concerning the reductive stage of meiosis, leading to the
occurrence of unreduced gametes like 2n or 4n spermatozoa. Thus, fertilization with such
gametes could produce naturally polyploid progeny. The objective of this study was to
verify if the interspecific hybridization between Astyanax altiparanae and A. schubarti,
and interpopulation hybridization between A. altiparanae favors the occurrence of
unreduced gametes. The specimens had a diploid number of 2n = 50 (A. altiparanae), 2n
= 36 (A. schubarti) and 2n = 43 (interspecific hybrid), and showed embryonic
development similar to the control group (A. altiparanae). The interpopulation hybrids
did not present unreduced sperm and showed sperm parameters similar to the control
group. The interspecific hybrids showed a higher amount of DNA (P = 0.0024) and
unreduced sperm (1n, 2n and 4n), but it did not show any motility. Although interspecific
hybrids are infertile, the evidence of unreduced sperm among hybrids of the Astyanax
genus supports the hypothesis that hybridization events are associated with the occurrence

of naturally polyploid fish in the Neotropical region.

Keywords: Biotechnology, chromosome manipulation, Neotropical region, polyploidy.
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1. INTRODUCAO

Os peixes sd0 0 grupo mais especioso dentre os vertebrados, sendo caracterizado
por grande plasticidade na ecologia, morfologia e fisiologia. Casos de poliploidia natural
sdo frequentes em peixes, ocorrendo em vérias familias e espécies (LE COMBER,
STEVEN C. & SMITH, 2004). Embora seja uma condi¢cdo comum em plantas (ADAMS;
WENDEL, 2005), a poliploidia aparece repetidas vezes na histdria evolutiva dos peixes
e esta intimamente associada com algumas ordens taxonémicas como em Cypriniformes,
Salmoniformes, Characiformes, entre outras (ARAI; MATSUBARA; SUZUKI, 1993;
LEGGATT; IWAMA, 2003; SCHULTZ, 1979). A poliploidia pode ter sido facilitada na
historia dos peixes pela grande diversidade nos mecanismos de determinacdo de sexo e
sistemas de cromossomos sexuais, e um predominio de auséncia de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados (DESJARDINS; FERNALD, 2009; KOBAYASHI,
NAGAHAMA; NAKAMURA, 2013).

Espécies com histdérico evolutivo envolvendo um potencial intrinseco para
poliploidia como salméo, esturjdo, carpas, crustaceos e moluscos sdo muito utilizadas na
aquicultura (LUDWIG et al., 2001). A condicdo de poliploidia, induzida artificialmente,
associada a hibridizacdo interespécies (alopoliploides) pode trazer vantagens econémicas
a pratica de aquicultura, uma vez que além de exibir maiores indices de sobrevivéncia e
crescimento (COLOMBO et al., 1998; KATSUTOSHI, 2001), individuos triploides e
alotripldides podem apresentar maior resisténcia a doengas (DORSON; CHEVASSUS;
TORHY, 1991; PARSONS et al., 1986). Estas vantagens estdo associadas a esterilidade,
0 que pode reduzir o custo de energia investido na reproducdo e a presencga de mais copias
de alguns genes que podem favorecer a sobrevivéncia (KATSUTOSHI, 2001)

Poliploidia também pode ser induzida artificialmente em laboratorio, tratando o ovo
em meiose Il com choques de pressao hidrostaticos e temperatura, para evitar a extrusdo

do segundo corpusculo polar (ADAMOV et al., 2017; BERTOLINI et al., 2018; ZHOU;
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GUI, 2017). Técnicas de manipulacdo cromossdmica tém sido amplamente utilizadas em
aquicultura como na producéo de lotes monosexuais (XU et al., 2018) e em pesquisas de
laborat6rio com a producao de peixes estéreis, que podem ser utilizados em técnicas de
biotecnologia avangadas, como 0 quimerismo germinativo, onde necessita-se que 0
receptor seja completamente estéril, com gametogénese enddgena suprimida, garantindo
a maturacdo exclusivamente das células germinativas transplantadas (YASUI et al.,
2011). A esterilidade também pode ocorrer naturalmente por hibridizagdo interespecifica,
onde anomalias nas configuracdes meidticas pode levar a ocorréncia de anormalidades
reprodutivas, levando a producédo de gametas nao reduzidos e esterilidade (FUJIMOTO
etal., 2008; KURODA et al., 2019; SHIMIZU; SHIBATA; YAMASHITA, 1997).

Em espécies neotropicais de peixes de agua doce, triploidia é a Unica forma de
poliploidia relatada a ocorrer naturalmente (MACHADO et al., 2012), incluindo casos de
triploidia natural em Astyanax schubarti (Britski, 1964) (MORELLI; BERTOLLO;
MOREIRA F, 1983) e outras espécies do género (MACHADO et al., 2012), porém ndo
existe uma explicacédo satisfatoria sobre como ela ocorre. Alguns estudos correlacionam
a ocorréncia de triploides naturais com a fertilizagdo de um od6cito diploide por um
espermatozoide haploide, o que poderia ocorrer por mudancas de temperatura ambiental
(CUELLAR; UYENO, 1972; TSUDA et al., 2010), mas é altamente improvavel que
qualquer mudanca ambiental repentina alcance as temperaturas necessarias para a
inducgéo de poliploidia (ADAMOV et al., 2017; XU et al., 2018), ja que as temperaturas
para o choque de temperatura evitar a liberacdo do segundo corpusculo polar sdo extremas
e fogem muito da encontrada nos ambientes naturais (0°C, 40°C). Além do choque de
temperatura, é necessario que este ocorra no momento certo pos fertilizacdo e tenha a
duracéo correta, em lambaris, 0 choque precisa ser feito 2 minutos pés fertilizacdo durante
2 minutos (ADAMOV et al., 2016). Em lambari, uma possivel explicacdo para a

ocorréncia de gametas poliploides em populac¢des naturais é o envelhecimento do odcito
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in vivo (DO NASCIMENTO et al., 2018) que pode levar a ocorréncia de larvas
naturalmente triploides. Além disso, o advento da hibridizacdo (PIVA et al., 2018), abriu
portas para o estudo de hibridos interespécies e interpopulacionais como fatores ativos na
ocorréncia de poliploides em populagdes naturais.(FUJIMOTO et al., 2008; HUANG et
al., 2016).

Considerando a escassez de informag0es concretas acerca do surgimento de peixes
poliploides em populacdes naturais da regido Neotropical, objetivou-se a duas espécies
de Characiformes pertencentes ao género Astyanax, comumente encontradas no mesmo
habitat em toda regido Neotropical e que concentram a reproducdo nos meses mais
quentes e chuvosos do ano, Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000) e Astyanax
schubarti, assim como o cruzamento de duas populagdes geograficamente distantes de
Astyanax altiparanae. O género é um dos dominantes na América do Sul (GERY, 1977).
e vem se estabelecendo com um excelente modelo laboratorial, devido a sua facil
reproducdo em cativeiro e rapida maturagdo sexual (DO NASCIMENTO et al., 2017).
Desta forma, objetivamos neste estudo verificar se o cruzamento interpopulacional e a
hibridizacdo interespecifica favorecem a ocorréncia de gametas ndo reduzidos,
observando a ploidia, viabilidade e motilidade dos espermatozoides da progénie hibrida
e avaliando se eventos de hibridizagdo podem estar relacionados com a ocorréncia de

peixes naturalmente poliploides na regido Neotropical

2.1 Objetivo geral

Verificar se a hibridizacéo interpopulacional de A. altiparanae e a hibridizagao
interespecifica de A. altiparanae e A. schubarti, favorecem a ocorréncia de gametas nao
reduzidos

2.2 Objetivos especificos

e Produzir de hibridos interespecificos de A. altiparanae e A. schubarti;

e Realizar cruzamentos interpopulacionais de A. altiparanae;
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e Analisar os espermatozoides dos hibridos quanto a ploidia utilizando citometria
de fluxo;

e Mensurar a qualidade seminal de individuos hibridos por meio de motilidade e
viabilidade do sémen utilizando método CASA e citometria de fluxo;

e Fornecer informacdes que ajudem a elucidar a ocorréncia de poliploides naturais

na regido Neotropical.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados de acordo com a Comisséo de Etica no Uso de
animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Sdo Paulo (USP) (CEUA N°9476181219). A coleta dos exemplares selvagens foi feita

sob permissao (SISBIO #31836-6).

3.1 Coleta dos reprodutores

As matrizes de A. altiparanae (1) utilizadas foram produzidas a partir de
reprodutores coletados no rio Mogi-Guagu, no distrito de Cachoeira de Emas, em
Pirassununga — SP nas coordenadas 21°55°35.8”S 47°22°05.9”W, e mantidos em tanques
escavados de 1000 m2 no Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade /
Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo da Biodiversidade Aquética Continental
(ICMBIio/CEPTA) em Pirassununga — SP, Brasil. Os machos adultos de A. schubarti
foram coletados no rio Mogi-Guagu e mantidos em aquérios. Os espécimes foram
alimentados duas vezes ao dia com dieta comercial (4200 Kcal kg™, 45% proteina bruta,
2,6 mm). Ambas espécies estudadas sdo comumente amostradas em simpatria no rio
Mogi-Guagu e em outros corpos d’agua da regido Neotropical.

Para a producéo dos hibridos interpopulacionais, machos de A. altiparanae (2) de

populacédo diferente, na mesma bacia hidrografica do rio Mogi-Guacu, foram obtidos na

8
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piscicultura Brumado, coletados no rio Mogi Mirim, nas coordenadas geograficas 22°31°
04” S e 46° 5321 W. Os peixes foram transportados ao ICMBio - CEPTA e mantidos em

caixa d’agua de 1000L, com aeragdo constante.

3.2 Coleta dos gametas e reproducéo in vitro

Os individuos de A. altiparanae foram selecionados para reproducdo artificial
baseado nos critérios descritos por Yasui et al. (2015). Os machos foram selecionados
verificando a presenca de espiculas na nadadeira anal. As fémeas foram selecionadas com
base na aparéncia morfolégica, com regido ventral abaulada e macia e papila
avermelhada. A indug@o hormonal dos peixes selecionados foi feita por duas injecdes de
solucdo de hipofise de carpa macerada em duas concentragfes, a primeira dose
preparatéria (0,5 mg kg?) e a segunda dose (5 mg kg?), aproximadamente 8h apos
aplicacdo da primeira dose. Quando o comportamento reprodutivo (machos perseguindo
as fémeas) iniciou, os machos foram separados e anestesiados em solugdo com Eugenol

(100 mg L1) para a coleta de sémen.

O sémen foi coletado com auxilio de micropipeta de 200 pL (Eppendorf,
Hamburg, Germany) e imediatamente transferido para um microtubo contendo 400 pL
de solucdo de Ringer modificada (128,3 mM NaCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM CaCl, 2,1
mM MgCl,) (YASUI et al., 2015). As fémeas foram anestesiadas e 0s oocitos foram
extrusados em placa de Petri (90 mm) encapada com plastico filme (saran wrap, Alpfilm,
Sao Paulo, Brasil). Para a inseminacdo, 30 — 50 pL de sémen diluido de A. altiparanae
ou A. schubarti foi adicionada a uma massa de o6citos de A. altiparanae (~300 odcitos).
Para a ativacdo dos gametas e subsequente fertilizacdo, foram adicionados 5 ml de &gua
destilada. Desta forma foram montados trés tratamentos, com trés repeti¢des de desovas
diferentes para cada: hibridos interespecificos (A. altiparanae x A. schubarti), hibridos

interpopulacionais (A. altiparanae (1) x A. altiparanae (2)) e grupo controle (A.
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altiparanae x A. altiparanae). Aliquotas representativas (~100 embrifes) de cada grupo

foram amostradas para acompanhar o desenvolvimento embrionario (secéo 3.4).

3.3 Reproducgéo Seminatural

Para verificar se os casais de A. altiparanae x A. schubarti e A. altiparanae (1) x
A. altiparanae (2) hibridizariam naturalmente, 5 casais de cada cruzamento foram
separados em aquérios individuais e induzidos a reproducdo seminatural. A inducédo
hormonal deu-se da mesma maneira que para a reproducao in vitro, porém os peixes ndo
foram retirados para a extrusdo, deixando que a desova ocorresse espontaneamente no
aquario. Casais de A. altiparanae diploides, foram utilizados como grupo controle do
experimento. Para verificar a hibridizacdo, coletou-se uma aliquota da desova de cada

casal para acompanhar o desenvolvimento embrionario.

3.4 Desenvolvimento embrionario

Para embriogénese, aliquotas representativas (~100 o6citos) de cada grupo foram
observadas em estereomicroscopio (Nikon SMZ 18, Nikon, Tokyo, Japdo) com camera
acoplada tipo CCD (Nikon DS-Fi, Nikon, Japan). Foi avaliada a sobrevivéncia ao longo
do desenvolvimento embrionario nos seguintes estagios: 2-células, blastula, gastrula,
segmentacdo e eclosdo e respectivos nimeros de embriGes normais e anormais, como

descrito em Dos Santos (2016).

3.5 Larvicultura

Para a larvicultura, areia fina foi previamente limpa com agua em abundancia e
autoclavada para ser alocada nos potes de larvicultura, prevenindo a formagdo de
biofilme. Cada repeticdo foi separada em recipientes contendo 8L de &gua esterilizada
por radiacdo UV, com temperatura controlada em torno de 28°C, evitando grandes
densidades de larvas por pote. As larvas foram alimentadas trés vezes ao dia com nauplios

de artémia durante 8-10 dias. Apos o décimo dia, racdo em po passou a ser ofertada junto

10
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as artémias. Quando as larvas passaram a aceitar racdo em po (Laguna pos larva, 55%
PB. Invivo Nutricdo e Satde Animal LTDA, Paulinia, Brasil) , elas foram transferidas a
aquarios com 80L de agua esterilizada por UV, com recirculagdo constante e temperatura
ajustada a 28°C, onde foram mantidas até a maturagdo sexual (aproximadamente 6

meses).

3.6 Andlises de qualidade espermética

Quando a progénie atingiu maturidade sexual, com aproximadamente 6 meses de
idade, amostras de sémen foram coletadas de todos os machos hibridos e controle de cada
repeticdo. A analise de motilidade espermatica foi realizada utilizando o Computer-
Assisted Sperm Analysis (CASA) no software ImageJ® (National Institutes of Health,
USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/), de acordo com (WILSON-LEEDY; INGERMANN,
2007). Os parametros de motilidade (%), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média
do deslocamento (VMD) e velocidade em linha reta (VLR) foram utilizados neste
experimento.

A viabilidade do sémen foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando corante
fluorescente SYBR-14 e lodeto de Propidio (PI) (live/dead sperm viability kit; Molecular
probes, Eugene, OR, USA). As amostras coradas foram analisadas em citdmetro de fluxo
(C6 Accuri; BD Biosciences, San Jose, CA, USA), utilizando o filtro FL1 (530 £+ 15 nm)
e FL3 (> 670 nm) para deteccédo do SYBR-14 e PI, respectivamente. A integridade da
membrana foi verificada baseando-se na porcentagem de sémen corado com SYBR-14 e
Pl. A concentragdo espermética foi calculada com auxilio de cadmara de Neubauer,

conforme trabalhos prévios (YASUI et al., 2015).

3.7 Verificacao de ploidia

A ploidia dos espermatozoides de todos os machos de cada cruzamento foi

verificada por citometria de fluxo, de acordo com o protocolo (XAVIER et al., 2017).
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Para enucleacdo, o sémen foi diluido em solugdo de lise (9,53 mM MgSQO4.7H20,
47,67mM KCI, 15 mM Tris, 74 mM Sucrose e 0,8% of Triton X-100, pH 8,0), 0o DNA
foi corado utilizando 4°,6 diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) em solucéo
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Sigma # D8537, St. Louis, USA) em
seguida os nucleos corados foram filtrados em uma malha de nylon de 50 um (Celltrics,
Partec, GMBh, Alemanha). As amostras preparadas foram analisadas por citometria de
fluxo (CyFlow Ploidy, Analyzer, Partec, GMBh, Alemanha), com filtro DAPI (358 nm).
O status da ploidia foi comparado com sémen controle de machos diploides de Astyanax

altiparanae.

3.8 Citogenética de cultivo celular

A citogenética foi realizada utilizando cultivo celular, técnica minimamente
invasiva que permite poupar o sacrificio das espécies. Para o cultivo, fragmentos (~0,5
cm) da nadadeira caudal foram coletados e transferidos para solu¢do de Ringer (128,3
mM NaCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM CaCl2, 2,1 mM MgCl,) suplementada com 1%
antibiodtico e 1% antimicotico. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para placa
de Petri de 35 mm, o tecido foi cortado utilizando laminas de bisturi estéreis e entdo foi
adicionado 1500 pL de meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM
alta glicose suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS), 2 mM de glutamina (Sigma
#G7513, St. Louis, USA), 1 mM de piruvato (Sigma #S8636, St. Louis, USA), MEM
vitaminico (Sigma #M6895, St. Louis, USA), MEM aminoacidos ndo essenciais (Sigma
#M7147, St. Louis, USA) e solugdo de antibidtico e antimicotico (Sigma #A5955, St.
Louis, USA). As placas contendo as nadadeiras foram incubadas em estufa com 5% CO.,
em temperatura de 30°C e atmosfera com 100% de umidade. A troca do meio de cultivo
foi realizada a cada 3 dias.

Quando as células atingiram 90% de confluéncia, foram submetidas a

tripsinizagdo (600 pL tripsina Sigma durante 15 min) e entdo centrifugadas a 300g
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durante 3 minutos. O sobrenadante foi retirado e as células ressuspendidas em meio de
cultivo e transferidas para placas de Petri de 60 mm, com 3 ml de meio e incubadas em
estufa até atingir 80-90% confluéncia. Para as analises citogenéticas, as células foram
tratadas com colchicina 0,0016% durante 4 horas e entdo submetidas a tripsinizacéo e
centrifugacdo. O pellet foi homogeneizado em solugéo hipotdonica (KCl 0,075 M) e
incubados a 37°C durante 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 puL de fixador
Carnoy (3:1 alcool metilico e acido acético) e centrifugados a 500g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi homogeneizado em 8 ml do fixador, e
entdo centrifugadas a 500g por 10 minutos, repetindo este processo mais duas vezes. Apos
a ultima centrifugacéo, foi adicionado de 200 a 500 pL de fixador, a fim de obter-se uma

solucgéo celular moderadamente concentrada, e entdo armazenadas em freezer -20°C.

3.9 Confeccdo das laminas de citogenética

Para confeccéo das laminas, 20-30 pL da suspensdo celular foi gotejada com uma
micropipeta (Eppendorf, Hamburg, Germany) em uma lamina limpa sobre chapa
aquecida (~60°C). As células foram fixadas pela adicdo de 20-30 pL de fixador Carnoy
sobre o material. As laminas foram coradas em solugéo de Giemsa tamponada (pH, 6,8)
a 1%, durante 15 minutos. A observacao das laminas foi realizada em microscopio éptico
de campo claro, as metafases de melhor qualidade foram fotografadas utilizando a camera

acoplada tipo CCD (Nikon DS-Fi, Nikon, Japan).

3.10 Andlises estatisticas

Os dados sdo apresentados com média * erro padrdao. Os experimentos foram
conduzidos com trés repeticdes, utilizando diferentes parentais. A normalidade dos dados foi
verificada pelo teste Lilliefors e comparados quanto a sobrevivéncia entre os estagios de
desenvolvimento embrionario, dentro de cada tratamento, usando anélise de variancia (ANOVA)

seguido por teste Tukey. Para comparagdo dos estagios entre os grupos controle e hibrido, foi
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utilizado teste T. Para todas as analises foi adotado o.= 0,05. As analises foram efetuadas utilizando

o software de estatistica GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

4. RESULTADOS

Os 5 casais do grupo controle (A. altiparanae x A. altiparanae) e do cruzamento
interpopulacional (A. altiparanae (1) x A. altiparanae (2)) desovaram de maneira
seminatural e apresentaram indices normais de fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario.

Em contrapartida, as fémeas dos casais hibridos interespecificos (A. altiparanae x A.
schubarti) realizaram a desova, porém néo houve fertilizacdo dos machos de A. schubarti.
Os hibridos interespecificos de A. altiparanae e A. schubarti foram reproduzidos in vitro,
uma vez que sua reproducdo seminatural ndo fertilizou os ovocitos. A reproducéo in vitro
foi bem sucedida e ndo apresentou diferencas significativas no desenvolvimento
embrionario dos casais controle (Tab. 1). Quando adultos, 0s peixes resultantes deste

cruzamento foram usados para analises de qualidade espermatica.

4.1 Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario dos hibridos néo diferiu do grupo controle em
nenhuma repeticdo, mostrando que a hibridizacao in vitro entre estas espécies ndo afetou
a embriogénese (Tab. 1), o mesmo ocorreu para os hibridos interpopulacionais da
reproducdo seminatural (Tab. 2). Os embrides ndo apresentaram diferengas externas em

nenhuma fase do desenvolvimento embrionario quando comparados ao grupo controle.
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Tabela 1. Sobrevivéncia (%) nos estagios de duas células, blastula, gastrula, somito e eclosdo; média de larvas normais e anormais do grupo controle e hibridos interespecificos (A.
altiparanae x A. schubarti) por reproducéo in vitro.

Tratamentos 2-Celulas (%)  Blastula (%0) Gastrula (%0) Somito (%0) Ecloséo (%) Normal (%6) Anormal (%) P-value

Controle 96,18 + 1,00 90,98 + 360 7530 + 1580 71,25 + 19,00 70,92 + 1890 9577 + 250 423 + 250 0,6034

Hibridos Interespecificos 96,00 + 1,00 9283 + 150 7243 + 19,70 6595 + 2360 6595 + 2360 9646 + 220 354 + 220 0,5996
P- value 0,9036 0,6561 0,6561 0,5445 0,5831 0,5565 0,5565 -

Os dados apresentados nas colunas foram analisados utilizando teste T de Student e a sobrevivéncia apresentado nas linhas de cada tratamento (do estagio de duas células até a
eclosdo) foi analisada utilizando anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Em ambas anélises foi adotado a.=0,05 e ndo apresentaram diferengas significativas.

Tabela 2. Sobrevivéncia (%) nos estagios de duas células, blastula, gastrula, somito e eclosdo; média de larvas normais e anormais do grupo controle e hibridos interpopulacionais
(A. altiparanae (1) x A. altiparanae (2)) por reproducdo seminatural.

Tratamentos 2-Celulas (%) Blastula (%) @ Gastrula (%0) Somito (%) Ecloséo (%0) Normal (%) @ Anormal (%) P-value

Controle 96,14 =+ 1,72 90,58 + 518 8842 + 7,06 8698 + 797 8518 + 9,72 7844 +* 983 6,74 * 043 0,8191

Hibridos Interpopulacionais 88,76 + 649 8692 + 649 8316 + 646 82,07 + 653 8195 + 6,62 7504 + 610 691 =+ 335 0,9115
P- value 0,2487 0,6931 0,5256 0,5751 0,7548 0,6045 0,9741

Os dados apresentados nas colunas foram analisados utilizando teste T de Student e a sobrevivéncia apresentado nas linhas de cada tratamento (do estagio de duas células até a
ecloséo) foi analisada utilizando andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Em ambas andlises foi adotado o= 0,05 e ndo apresentaram diferengas significativas.
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4.2 Ploidia e contelido de DNA

Os hibridos interpopulacionais do cruzamento de fémeas de A. altiparanae do rio
Mogi-Guagu e machos de A. altiparanae do rio Mogi Mirim apresentaram Sémen
haploide caracteristico e mesma quantidade relativa de DNA de individuos diploides de
A. altiparanae (P= 0,4636) assim como 0s mesmos percentuais de motilidade e
viabilidade espermatica (Tab. 3). A anélise em citometria de fluxo do sémen ndo registrou
alteracdo na ploidia dos gametas de nenhum macho hibrido destes cruzamentos, com
presenca apenas de espermatozoides haploides em todos os individuos analisados (Fig.
1.F), sugerindo que os hibridos interpopulacionais realizaram gametogénese normal.

A progénie de hibridos entre machos de A. schubarti e fémeas de A. altiparanae
resultou em peixes diploides com maior contetido de DNA em relagdo ao controle (p =
0,0024). Os hibridos interespecificos evidenciaram pouco espermatozoide no liquido
seminal e estas células ndo apresentaram motilidade (Tab. 4). A analise dos histogramas
da progénie indicou diferencas na quantidade de DNA das células analisadas, com picos

identificando presenca de espermatozoides ndo reduzidos (1n, 2n, 4n) (Fig. 1. L)

4.3 . Qualidade espermatica

O sémen dos hibridos interpopulacionais ndo apresentou concentracdo de
espermatozoides diferente do grupo controle (P = 0,6540) e viabilidade média de 95% +
0,017, enquanto o controle apresentou média de 98% * 0,013, ndo evidenciando diferencga
significativa (P =0,3426) entre os cruzamentos (Tab. 3 e Fig. 1.A e B). A MOT (p =
0,2703) e VLR (p = 0,3131) ndo foram afetadas pela hibridizacdo, com diferenca
estatistica apenas na VCL (p = 0,0061*) e VMD (p = 0,0067*) (Tab. 3) Os machos de
um cruzamento ndo produziram sémen (Fig. 1. G - 1), ndo sendo possivel a analise da

qualidade espermatica.
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Os hibridos de A. altiparanae e A. schubarti apresentaram espermatozoides em
quantidade significativamente menor que o grupo controle (P = 0,0460), e néo
demonstraram motilidade (Tab. 4). A analise de viabilidade celular, detectou populacéo
de células vidveis em regido diferente do sémen controle, de A. altiparanae normais, no
plot SSC-A x FSC-A (Fig. 1. J e K). A viabilidade do sémen dos hibridos interespecificos

foi consideravelmente menor que a do grupo controle (p = 0,0133) (Tab. 4).
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Tabela 3 Média dos parametros espermaticos do grupo controle (A. altiparanae x A. altiparanae) e hibridos interpopulacionais (A. altiparanae (1) x A. altiparanae (2))

Cruzamentos Parametros espermaticos
Viabilidade (%0) Concentracao MOT (%) VCL (um/s)  VMD (um/s) VLR (um/s)
Controle 98,0 = 0,01 7,79x108  +  1,41x108 63,70 + 0,04 671 £+ 27 665 + 24 56,7 + 24
H

n 950 £ 0,02 7,01x108 +  9,85x10’ 6950 £+ 0,03 586 + 15 577 £ 19 544 + 11
Interpopulacional
p-value 0,3426 0,654 0,2703 0,0061* 0,0067* 0,3131

Os dados apresentados nas colunas foram analisados utilizando teste T de Student. Para todas as andlises foi adotado a.=0,05. * valores com diferenca significativa. MOT = Moatilidade
espermatica, VCL = velocidade curvilinear, VMD = velocidade média de deslocamento e VLR = velocidade em linha reta.

Tabela 4 Média dos pardmetros espermaéticos do grupo controle (A. altiparanae x A. altiparanae) e hibridos interespecificos (A. altiparanae x A. schubarti).

Cruzamentos Parametros espermaticos
Viabilidade (%0) Concentracao MOT (%) VCL (um/s)  VMD (um/s) VLR (um/s)
Controle 98,0 = 0,01 7,79x108  +  1,41x108 63,7 + 004 671 + 27 665 = 24 567 % 24
H. Interespecifico 43,0 + 0,38 550x10° +  7,55x10° 00 * 00 0 + 0 0 + O 0 *+ 0
p-value 0,0133* 0,0460* 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,0001*

Os dados apresentados nas colunas foram analisados utilizando teste T de Student. Para todas as analises foi adotado a.=0,05. * valores com diferenca significativa. MOT = Motilidade
espermatica, VCL = velocidade curvilinear, VMD = velocidade média de deslocamento e VLR = velocidade em linha reta.
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Figura 1. Analises de viabilidade de machos controle (A, B), hibridos interpopulacionais (D, E, G, H) e
hibridos interespecificos (J, K), pareados com ploidia do sémen (C, F, I, L). 1n = haploide, 2n = diploide,

4n=tetraploide.
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4.4 Cultivo celular

O cultivo de células fibroblasticas a partir de fragmento de nadadeira ndo apresentou
contaminages por fungo e/ou bactérias. Em 4 dias, as células comecaram a proliferar a
partir do fragmento de nadadeira (Fig. 2. A), e em 15 dias, a partir do dia 0, uma grande

quantidade de células fibroblasticas ja havia colonizado a placa (Fig. 2. B), possibilitando

sua utilizacdo para os ensaios de citogenética de cultivo celular.

Figura 2. Cultivo de fibroblastos de Astyanax schubarti. (A) Células fibroblasticas proliferando a partir do
fragmento de nadadeira. (B) Células fibroblasticas em 80% confluéncia. Barra representa 500 pm.

4.5 Citogenética

O namero diploide das espécies estudadas consistiu em 2n = 50 cromossomos para A.
altiparanae, com 10 metacéntricos, 32 submetacéntrico, 6 subtelocéntricos e 12
acrocéntricos (Fig. 2. A), 2n = 36 para A. schubarti, com 12 metacéntricos, 16
submetacéntricos, 4 subtelocéntricos e 4 acrocéntricos (Fig. 2. B) e 2n = 43 para 0s
hibridos entre estas espécies, correspondendo a 8 metacéntricos, 17 submetacéntricos, 10
subtelocéntricos e 8 acrocéntricos (Fig. 2. C). A citogenética a partir do cultivo de células
fibroblasticas da nadadeira proporcionou metafases de qualidade, sem a necessidade de

sacrificar os animais.
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Figura 3. Cariotipos correspondentes as espécies Astyanax altiparanae (A) com 2n = 50 cromossomos,
Astyanax schubarti (B) com 2n = 36 cromossomos e dos hibridos interespecificos (C) com 2n = 43
Cromossomos.

5. DISCUSSAO

5.1 Reproducéo seminatural e in vitro

Em peixes, a hibridizacdo € mais recorrente que em qualquer outro vertebrado
(HUBBS, 1955), evento facilitado pelo tipo de reproducdo que apresentam. Para muitas
especies, incluindo peixes do género Astyanax, 0s picos reprodutivos ocorrem no periodo

da Piracema, de forma que ha grande competicédo por territorio para desova (PINHEIRO
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et al.,, 2019). Devido a sua ampla distribui¢do em corpos d’agua de toda regido
Neotropical, a ocorréncia de diferentes espécies coexistindo em simpatria € comum. A
ocorréncia em simpatria, caracteristicas reprodutivas compartilhada e a compatibilidade
de gametas, podem facilitar a hibridizagdo interespecifica durante seus picos de desovas,
de forma que ocorra fertilizacdo cruzada de gametas, como ja foram observados casos de
hibridos interespecificos de Astyanax (PINHEIRO et al., 2019). Os resultados indicam
que a hibridizacdo interespecifica de A. altiparanae e A. schubarti podem ocorrer por
fertilizacdo cruzada ocasional dos gametas em ambiente natural, uma vez que a
fertilizacdo in vitro de ovos de A. altiparanae por sémen de A. schubarti ocorreu
normalmente e os hibridos foram capazes de chegar a fase adulta.

As barreiras envolvidas no isolamento de duas populacGes de mesma espécie sao
principalmente geogréaficas, ecoldgicas, temporal ou etolégica (LOWE-MCCONNELL,
1969). A habitacdo em ambientes com caracteristicas ecoldgicas distintas, pode resultar
em mudancas na etologia reprodutiva de espécies a ponto de duas populacdes nao
conseguirem cruzar, ndo apenas por incompatibilidade de gametas, mas por néo
reconhecimento do comportamento reprodutivo dos individuos de outra populacdo
(HUBBS, 1955). As populagdes de A. altiparanae do rio Mogi-Guagu e do alto do rio
Mogi Mirim ndo apresentaram tais dificuldades, de forma que reproduziram normalmente
quando arranjados em casais interpopulacionais em aquarios isolados. A progénie hibrida
interpopulacional também ndo apresentou diferengas significativas no desenvolvimento
embrionario e os adultos atingiram maturacdo sexual, indicando que o cruzamento
natural, entre estas duas populacdes, é possivel.

Os espermatozoides dos hibridos interpopulacionais apresentaram apenas gametas
haploides e os dados sugerem que a hibridizagdo entre estas duas popula¢des nao afetou
a gametogénese e a capacidade reprodutiva dos hibridos, de forma que poderiam

reproduzir normalmente em ambiente natural.
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5.2 Analise de ploidia

O género Astyanax é pouco conhecido dentre os peixes Neotropicais e suas relages
filogenéticas ainda é muito discutida (OLIVEIRA et al., 2011; TERAN; BENITEZ; MIRANDE,
2020). As espécies estudadas possuem numero diploide altamente polimérfico, sendo 2n = 36
cromossomos em A. schubarti e 2n = 50 (A. altiparanae) (PAZZA; KAVALCO, 2007), sendo 0
numero diploide de 50 cromossomos considerado uma condicdo ancestral no grupo (PAZZA,
KAVALCO, 2007). Estudos anteriores relataram correspondéncia entre onze cromossomos de A.
schubarti e dezessete cromossomos de A. altiparanae, indicando que existe relagdo entre os
cromossomos destas espécies apesar da grande diferenca de nimero diploide (DANIEL-SILVA,;
ALMEIDA-TOLEDO, 2005). Esta diferenca no nimero de cromossomaos faz com que os hibridos
interespecificos apresentem cromossomos extras, sem pares homologos, ndo permitindo a divisdo
mei6tica normal das células durante a gametogénese, podendo gerar alteragdes nas gbnadas que
provoquem a esterilidade ou redugéo na viabilidade reprodutiva (BARTLEY; RANA; IMMINK,
2000; COYNE; ALLEN ORR, 1998).

Em hibridizacdo interespecificas, algumas anormalidades podem acarretar em gametogénese
anormal, produzindo gametas ndo reduzidos, como na ocorréncia simultanea de odcitos diploides e
haploides em hibridos interpopulacionais geneticamente distantes de Misgurnus (Cypriniformes)
(ARIAS-RODRIGUEZ; YASUI; ARAI, 2009; KURODA et al., 2019), e a presenca de
espermatozoides nao reduzidos (1n, 2n e 4n) em machos hibridos interespécies de M.
anguillicaudatus e M. mizolepis (FUJIMOTO et al., 2008). Em alguns casos, 0S erros na
gametogénese da progenie hibrida podem impedir os espermatdcitos de completar a meiose apos a
replicacdo, resultando no acimulo de células tetraploides tipo-espermatozoide no limen testicular,
resultando na esterelidade dos machos hibridos (KURODA et al., 2019; SHIMIZU; SHIBATA,;
YAMASHITA, 1997)

Em linhagens diploides e tetraploides de hibridizagdo entre peixes filogeneticamente distantes,

os hibridos produzidos podem ser férteis e produzir gametas nao reduzidos (WANG et al., 2019),
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tais gametas, em hibridos alodiploides, sdo um fator chave para a ocorréncia de espécimes
poliploides naturais (LIU et al., 2001). Os hibridos interespecificos produzidos neste estudo
apresentaram espermatozoides ndo reduzidos, no entanto, os gametas ndo apresentaram motilidade
.Desta forma, os hibridos interespecificos de A. altiparanae e A. schubarti dificilmente teriam
sucesso na fertilizagdo em ambiente natural. No entanto, uma vez que os gametas poliploides
apresentaram viabilidade, podem ser empregados a técnicas de biotecnologia e manipulagéo
cromossomicas, como reportado em estudos anteriores (ZHAO et al., 2012).

6. CONCLUSAO

Gametas ndo reduzidos na hibridizacao interespecifica entre Astyanax altiparanae e
A. schubarti podem ocorrer em condi¢des naturais por meio de fertilizacdo cruzada
acidental, em razdo da compatibilidade dos gametas, da condi¢do de simpatria entre as
espécies e pico sazonal reprodutivo. A progénie hibrida interespecifica apresenta gametas
ndo reduzidos 2n, 4n viaveis, mas com nenhuma motilidade, de forma que a progénie
hibrida pode ser considerada infértil, mas nédo estéril

A observacdo dos dados obtidos sobre o cruzamento interpopulacional entre A.
altiparanae sugere baixa probabilidade da ocorréncia de gametas ndo reduzidos em
cruzamentos de individuos entre estas duas populacgdes, indicando que estudos com
diferentes populacdes sdo necessarios para elucidar esta questdo no género Astyanax.

Aqui, registra-se mais um caso de hibridizag&o interespecifico que possui potenciais
informagdes para o melhor entendimento da ocorréncia de gametas ndo reduzidos e
poliploidia em peixes neotropicais, fornecendo subsidios para os esforgos de
compreensdo desses processos e 0 desenvolvimento de novos trabalhos voltados a
elucidar a relacdo de gametas ndo reduzidos com a ocorréncia de peixes poliploides na

regido Neotropical.
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