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RESUMO

Espécies invasoras sdao altamente eficientes na competi¢ao por recursos, tem alta
capacidade reprodutiva e de dispersdo, o género Cichla é exemplo dessas
caracteristicas. Os espécimes desse género sao amplamente utilizados no controle
de espécies exdticas com alta prolificidade, além de sua indiscutivel importancia na
alimentagdo humana e na pesca esportiva. No presente trabalho foi estudada a
diferenciagdo cromossdmica e genética entre as espécies Cichla kelberi e Cichla
piquiti e seus provaveis hibridos naturais. Foram utilizadas técnicas citogenéticas e
moleculares de PCR multiplex e PCR-RFLP com genes nucleares e mitocondriais e,
posteriormente, tais marcadores foram aplicados em exemplares coletados em
reservatoérios dos rios Parana e Tieté, SP. As técnicas citogenéticas foram realizadas
para exemplares coletados no rio Tieté, municipio de Uru, enquanto que para o
estabelecimento e aplicagdo dos marcadores moleculares foram utilizadas amostras
de ambas localidades, rio Parand (Uru) e rio Tieté (Rubineia, Pauliceia e Ilha Solteira).
Os resultados citogenéticos indicam uma conservagao cariotipica entre as espécies
Cichla kelberi e Cichla piquiti, tais espécies apresentam numero diploide de 2n=48
cromossomos do tipo acrocéntrico, regido organizadora de nucléolo localizado no
par 2 e heterocromatica constitutiva em regides centroméricas. Além disso, os genes
ribossomais estao localizados nos mesmos pares cromossdmicos para ambas as
espécies, sendo o 55 DNAr localizado no terceiro par cromossémico, em posi¢ao
intersticial, e 18S DNAr corroborando com as marcacdes da NOR. J& nas andlises
moleculares, foram estabelecidas diferengas gen6micas entre as espécies C. kelberi e
C. piquiti, que permitiram o estabelecimento de marcadores de eficiente
aplicabilidade para diferenciagao das duas espécie, fato confirmado pela aplicagao
dos mesmos em exemplares de quatro localidades do estado de S3o Paulo. Além
disso, tais marcadores genéticos indicam que os exemplares identificados como
individuos hibridos entre as espécies C. kelberi e C. piquiti, sdo na verdade
morfotipos da espécie C. piquiti, descartando a possibilidade de hibridos entre as
espécies em estudos nas populacdes analisadas. Os resultados obtidos no presente
estudo auxiliardo na observag¢ao, monitoramento e caracterizacao de populacdes do
género Cichla em outras localidades, além de seu uso na identificagao de espécimes.



ABSTRACT

Some invasive species are highly efficient in resource competition, have high
reproductive capacity and dispersal, the genus Cichla exemplifies these
characteristics. The specimens of this genus are widely used to control exotic species
with high prolificacy, beyond its undeniable importance in food and sport fishing. In
the present study, the chromosomal and genetic differentiation between species
Cichla kelberi and Cichla piquiti and its likely natural hybrids. We used cytogenetic
techniques and molecular markers PCR multiplex and PCR-RFLP with nuclear and
mitochondrial genes and, subsequently, the markers were applied to specimens
collected in rivers Parana and Tiete in Sdo Paulo. The cytogenetic techniques were
performed for samples collected from the river Tiete, Uru city, while for the
establishment and application of molecular markers were used samples of both
cities, river Parana (Uru) and river Tiete (Rubineia, Pauliceia e llha Solteira). The
cytogenetic results indicate a karyotype conservation between species Cichla piquiti
and Cichla kelberi such species have diploid number of 2n=48 chromosomes
acrocentric type, located nucleolus organizer regions in the pair 2 and constitutive
heterochromatic centromeric regions. Furthermore, ribosomal genes are located on
the same chromosome pairs for both species, but the 5S rDNA located on the third
chromosome pair in interstitial position, and 18S rDNA corroborating markings NOR.
Already in the molecular analysis, genomic differences were established between
the species C. kelberi and C. piquiti, which allowed the establishment of efficient
applicability markers for differentiation of the two species and in different
populations, a fact confirmed by applying the same samples from four locations in
the state of Sao Paulo. Furthermore, such genetic markers indicate that the samples
identified as hybrid individuals of the species C. kelberi and C. piquiti are actually
morphotypes of the species C. piquiti, ruling out the possibility of hybrids between
species in the study populations. The results obtained in this study will aid in
observing, monitoring and characterization of the genus Cichla populations
elsewhere, beyond its use in the identification of specimens. Therefore, the results
will be conclusive for studies of ecological character allowing a later species
management.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas bioldgicas dos ciclideos
1.2 Estudos citogenéticos nos ciclideos
1.3 Estudos genético-moleculares nos ciclideos
1.4 Objetivos
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.2 Métodos
2.2.1 Andlises citogenéticas
2.2.1.1 Preparagdo de cultura de linfdcitos
2.2.1.2 Estimulagéo de mitoses
2.2.1.3 Preparagbdes cromossémicas diretas
2.2.1.4 Técnicas de bandamento cromossémico
2.2.1.4.1 Detecgdio das regibes organizadoras de nucléolos (Ag-NOR)
2.2.1.4.2 Caracterizagdo da heterocromatina constitutiva (bandamento C)
2.2.1.4.3 FISH
2.2.1.5 Estudos cariotipicos
2.2.1.6 Montagem dos caridtipos
2.2.2 Andlises genético-moleculares
2.2.2.1 Extragdo de DNA
2.2.2.2 Amplificag@o dos genes mitocondriais e nucleares

2.2.2.3 Limpeza dos produtos amplificados por PCR

11

12

12

14

14

14

15

15

16

17

18

20

21

21

21

23

25



2.2.2.4 Sequenciamento dos genes nucleares e mitocondriais
2.2.2.5 PCR multiplex
2.2.2.6 PCR-RFLP
3 RESULTADOS
3.1 Capitulo 1
3.2 Capitulo 2
3.3 Capitulo 3
4 CONSIDERAGOES FINAIS

5 REFERENCIAS

25

27

28

30

31

39

48

57

61




INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas bioldgicas dos ciclideos

De acordo com Lewinsohn e Prado (2002), o Brasil possui uma das mais
diversas biotas do planeta, sendo os peixes os vertebrados mais diversificados e os
de maior variacdo genética conhecida (Torres et al. 2004). Devido a esta ampla
diversidade bioldgica, estudos genéticos de peixes sdo de extrema importancia, uma
vez que o grupo estd na base da evolucao dos vertebrados superiores, desta forma,
compreender sua histdria evolutiva é entender a evolugao de todos os vertebrados,
inclusive de nossa prépria espécie (Helfman et al. 2009).

Segundo Nelson (2006) existem cerca de 28.000 espécies de peixes descritas
sendo que 40% habita as aguas quentes dos oceanos tropicais. A ictiofauna dulcicola
sul-americana é ainda mais rica e diversificada, segundo Vari e Weitzman (1990) ela
reune cerca de 66 familias e centenas de géneros.

As espécies de Cichla pertencem a classe Actinopterygii, um dos maiores
taxons dentre os vertebrados, o qual é considerado monofilético (Nelson 2006). Esta
classe comporta peixes com nadadeiras radiadas (Santos et al. 1994) e por tal razdo
sdo denominados Actinopterygii (do grego aktis, raio + pteryx, nadadeira ou asa). O
género Cichla é classificado como pertencente a ordem Perciforme, a maior ordem
dentre os vertebrados, com 20 subordens, mais de 1.500 géneros e cerca de 10.000
espécies, sendo em sua maioria, peixes costeiros, embora mais de 2.000 espécies
ocorram em geral em aguas continentais e mais de 2.300 espécies passem pelo

menos parte de sua vida nestes ambientes (Nelson 2006). Tal género pertence a
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familia Cichlidae, considerada a familia de peixes ndo-ostariophysi de dgua doce com
maior numero de espécies do mundo, cerca de 1.500 (Kullander 2003).

A familia Cichlidae é comumente encontrada na regidao amazdnica e, segundo
Winemiller (2001), é mais amplamente distribuida em bacias hidrograficas da
Ameérica do Sul. Contudo, Genner et al. (2007) afirma que sua distribuicdo geografica
estende-se pela América Latina, Africa, Madagascar, sul da india e Oriente Médio.
Esta ampla distribui¢ao, sobretudo, nos grandes lagos africanos tem feito com que a
familia sirva de modelo para estudo evolutivos (Kocher 2004; Genner et al. 2007) e,
sendo assim, muitas espécies tem recebido grande atengao da comunidade cientifica
devido sua ampla utilizacdo em aquiculturas tropicais e subtropicais (Pullin 1991).

O género Cichla, segundo Stiassny (1987), é alvo de opinides taxon6micas
distintas devido suas semelhangas morfoldgicas. As espécies do género Cichla sao
conhecidas popularmente por diversos nomes, como tucunaré no Brasil, pdvon na
Venezuela, toekoenali no Suriname e lukanani nas Guianas (Kullander 2003).
Possuem significativo valor comercial em razao de sua importancia como fonte de
alimento além de sua procura na pesca esportiva, sobretudo no continente
americano (Kullander e Ferreira 2006). Embora o género seja encontrado em diverso
habitats, desde corregos até grandes reservatoérios, a grande maioria habita locais
com elevada transparéncia da agua, altas temperaturas e com acesso a ambientes
[énticos tanto para sua alimentagdo quanto para reprodugdo (Winemiller et al.
2001).

Tal género compreende o maior grupo de ciclideos de hdbito alimentar
piscivoro sul-americano (Kullander e Ferreira 2006), porém Arcifa e Meschiatti

(1993) inferem que Cichla ocellaris possui habitos alimentares mais amplos incluindo
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crustaceos e insetos, variando de acordo com a proporg¢ao de tamanho do individuo
em relagao ao tamanho da presa, assim individuos menores que 8 cm apresentam
uma dieta basicamente insetivora independentemente da época do ano, mas peixe é
o principal alimento dos individuos adultos. Sua alimentagao é feita a partir do meio
para as camadas superiores da coluna de agua ou em zonas litorais rasas (Pouilly et
al. 2003). Ndo apresentam época reprodutiva bem definida, mas reproduzem-se em
geral durante os meses quentes. Possuem desova parcelada e cuidados parentais,
tais como construcdo de ninhos, incubacdo de ovos e protecdo da prole (Nelson
2006).

As espécies de Cichla apresentam dominio sobre muitas espécies em
ambiente léntico, segundo Tavares-Dias et al. (2008), um maior conteudo de
hemoglobina em algumas espécies de Cichla resulta em uma maior atividade
metabdlica o que, subsequentemente reflete em uma capacidade adaptativa para
sobreviver em ambientes com flutuagdes sazonais dos niveis de oxigénio. Zaret
(1980) propdem, ainda, que tal adaptacdo deve-se ao sucesso na exploracdo e uso
destes ambientes, tais como o uso das nadadeiras em movimentos precisos para
oxigenagao da agua e, assim formagdo de um constante fluxo hidrico sobre os ovos a
eclodir, além da incubagdo oral de jovens desenvolvidos ou em nidificagdo,
garantindo protecdo a prole contra a predacao.

Independente das explicagdes para este sucesso adaptativos dos tucunarés a
ambientes |énticos, o que é incontestavel é que o homem notou sua importancia e
os introduziu em diversas bacias hidrograficas brasileiras sobretudo, de acordo com
Santos et al. (2006), para o controle de espécies exdticas com alta prolificidade e, em

muitas destas introdugdes tornaram-se a espécie mais abundante (Petrere Junior
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1996). Segundo Barros (2004), o tucunaré foi introduzido no rio Sdo Francisco em
1977 com mais quatro espécies, porém somente em 1989 foram registradas as
primeiras pescas de Cichla ocellaris no reservatério de Itaparica construido neste
mesmo rio. Treze anos depois, essa espécie corresponde ao segundo pescado mais
capturado do reservatodrio, representando 22% do total de pescados. Outro estudo,
realizado por Santos et al. (1994) na bacia do rio Parand constatou que o tucunaré
Cichla sp. dominava a ictiofauna em reservatérios da regiao.

Kullander e Ferreira (2006) afirmam ainda que pelo menos duas espécies do
género Cichla foram introduzidas de 1986 a 2006 nos reservatorios do rio Grande,
rio Tieté e rio Paranaiba. Dado confirmado por Carvalho et al. (2009), que ao analisar
dois marcadores mitocondriais (16S e Regido Controle) nas espécies Cichla kelberi e
Cichla piquiti Kullander e Ferreira, 2006 constatou que houve translocagao dessas
espécies para diversos reservatérios do sudeste do Brasil. Estudos como esses
revelam a dominancia de habitat dos tucunarés provavelmente devido a sua
voracidade, prolificidade além de sua indiscutivel adaptacdo a ambientes Iénticos.

No presente estudo, foram estudadas as espécies Cichla kelberi (tucunaré
amarelo) e Cichla piquiti (tucunaré azul), que possuem area original de ocorréncia
nas drenagens do rio Araguaia e Tocantins (Kullander e Ferreira 2006). A espécie
Cichla kelberi, até revisdo proposta por Kullander e Ferreira (2006) era identificada
erroneamente como Cichla ocellaris ou Cichla monoculus devido suas semelhangas
morfoldgicas, porém o fato de tais semelhancgas tornarem a identificagcdo complexa
faz com que tal problemdtica ainda seja considerada (Santos et al. 2011). Ja a

espécie Cichla piquiti, possui drea original de ocorréncia na bacia Amazénica e foi
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introduzida no Pantanal em meados de 1982, como consequéncia do escape de

piscicultura no alto rio Piquiri.

1.2 Estudos citogenéticos nos ciclideos

Thompson (1979) e Kornfield (1984) foram os primeiros autores a
descreverem o cariotipo dos ciclideos neotropicais. A familia Cichlidae possui 400
espécies descritas (Nelson 2006) contudo, apenas 135 espécies tem numero
cromossomico determinado (Valente et al. 2012) o que salienta a escassez de
estudos para os mesmos. Sendo esta uma familia interessante para estudos
evolutivos ideais para testes de diversidade morfoldgica, devido a sua ampla
distribuicdo e enorme plasticidade morfoldgica (Albertson e Kocher 2006) uma
enorme gama de novos estudos citogenéticos se faz interessante.

Em revisdo bibliografica desenvolvida por Feldberg et al. (2003) os autores
também salientam esta escassez de informacdo no entanto, fornecem um
interessante dado citogenético: a evolugao cariotipica da familia Cichlidae seguiria
variagdes cromossdmicas de 2n=32 a 2n=60, onde ciclideos indianos e malgaxes
apresentariam 2n=46-48, africanos 2n=44 e neotropicais 2n=48. Para o género Cichla
os autores analisaram cinco das quinze espécies validas e concluiram que estes
apresentam um cariétipo conservado de 48 cromossomos em espécies neotropicais,
com presenga de cromossomos subtelocéntricos/acrocéntricos. Estudos sob um
enfoque citogenético mostraram que a férmula cariotipica de 2n=48 do tipo
subtelocéntricos/acrocéntricos é uma caracteristica conservadas entre os

Perciformes, como observado em diversos estudos (Feldberg et al. 1999; Molina e
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Galleti 2002; Nirchio et al. 2007; Accioly e Molina 2008; Kushwaha et al. 2011; Motta
Neto et al. 2011; Accioly et al. 2012; Merlo et al. 2012).

Dentro da familia Cichlidae foram realizados ainda estudos com rela¢do ao
mapeamento fisico de familias multigénicas (Martins et al. 2011; Gross et al. 2009;
Poletto et al. 2010). Poletto et al. (2010), por exemplo, realizaram um estudo sobre a
evolugao cariotipica na familia Cichlidae envolvendo espécies asiaticas, africanas e
sul-americanas que evidenciaram uma extensiva variagao cariotipica dentro da
familia de 2n=32 a 60 cromossomos, como proposto anteriormente por Feldberg et
al. (2003). O mapeamento cromossdmico com o gene DNA ribossémico (DNAr) 18S
em 26 representantes da familia Cichlidae revelaram uma variagdo numérica entre
as espécies, variando de dois a seis clusters nos individuos estudados, tal variacao
ndo segue a diversidade cromossémica encontrada para a familia (Poletto et al.
2010).

Estudos relacionados a sequéncias repetitivas ndo codificantes, do tipo
satélite e elementos transponiveis também foram realizados no genoma das
espécies da familia Cichlidae (Teixeira et al. 2009; Gross et al. 2010; Ferreira et al.
2010; Valente et al. 2011), tais estudos evidenciam uma grande concentracdo dessas
sequéncias em regides de heterocromatina na maioria dos ciclideos, mostrando que
essas podem ter um papel estrutural no genoma dessas espécies.

Uma caracteristica citogenética importante encontrada para o género Cichla
é a presenca de cromossomos supranumerarios. Segundo Camacho et al. (2000),
Cromossomos supranumerdrios ou cromossomos B sdo dispensaveis, desta forma,
nao sao necessarios para ciclo de vida normal do hospedeiro. Possuem origem

intraespecifica a partir de cromossomos A ou interespecificamente como resultado
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de cruzamentos entre espécies e segundo Feldberg et al. (2004) a presenca de
cromossomos supranumerdrios podem estar relacionadas com rearranjos ou
guebras cromossdmicas ou ainda mutac¢des causadas por metais pesados como o
mercurio, composto utilizado na mineragao que pode afetar o fuso mitdtico das
células. Segundo Camacho (2005), estes cromossomos sdo compostos
principalmente por sequéncias de DNA repetitivo, sobretudo DNA satélite, DNA
ribossomico e elementos mével. Existem ainda, de acordo com Graphodatsky et al.
(2005), casos de genes codificadores de proteinas presentes em cromossomos B.

Logo, nota-se, que diversos trabalhos apresentam caracteristicas e fungdes
para os cromossomos B, porém nem sempre as caracteristicas estabelecidas para
estes cromossomos estdo presentes em todos os B analisados (Kasahara 2009).
Mesmo assim, diversos estudos observam a presenca de cromossomos
supranumerdrios em peixes (Lui et al. 2009; Poletto et al. 2010; Fantinatti et al.
2011; Blanco et al. 2012; Machado et al. 2012) inclusive em espécies do género
Cichla, onde foi relatada a presenga de cromossomo B nas espécies Cichla
monoculus, Cichla sp. e Crenicichla reticulata, as trés espécies estudadas
apresentaram o cariétipo padrdo ao género (2n=48), porém observou-se a adicdo de
1 a 3 microcromossomos B heterocromaticos (Feldberg et al. 2004)

Outro enfoque bastante estudado no género Cichla é a hibridagao natural
entre as espécies desse género, Brinn et al. (2004) identificou hibridacdo no género
Cichla através de andlises morfoldgicas e citogenéticas. As espécies Cichla monoculus
e Cichla temensis apresentaram duas linhagens hibridas, sendo uma
morfologicamente mais préxima de Cichla monoculus e outra mais proxima a Cichla

temensis, além disso, parte destes hibridos apresentaram marcacdes de NOR no 2°
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par (semelhanca com Cichla monoculus) e outra parte no 3° par (semelhanca
com Cichla temensis), esses dados foram confirmados com o uso de marcadores

moleculares e corroboram os dados propostos por Alves (1998).

1.3 Estudos genético-moleculares nos ciclideos

O uso de marcadores moleculares para a deteccdo e descricdo da diversidade
bioldgica teve inicio na década de 60, anteriormente os marcadores utilizados em
estudos de genética eram feitos apenas com fendtipos (Ferreira e Grattapaglia
1998). Posteriormente passaram a ser desenvolvidos métodos mais apurados para o
estudo e andlise da estrutura molecular de proteinas e de acidos nucléicos,
proporcionando avanco nas metodologias de pesquisa, biotecnologia molecular e
bioinformatica (Moritz e Hillis 1996).

Varias técnicas aplicadas a estudos sobre a ictiologia, segundo a biologia
molecular, baseiam-se na deteccdao da variabilidade de material genético, como as
analises de regides microssatélites, minissatélites e a técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), que sdo
utilizadas para diversos fins, tais como identificacdo de espécies, identificacdo de
populagdes, deteccao de variabilidade genética de populagdes naturais ou
cultivadas, verificagdo de relagbes filogenéticas entre espécies, entre outras
aplicagbes (Rosenfield et al. 2000; Perdices et al. 2005). A utilizagdo de marcadores
microssatélites pode ainda, como citado por Lima et al. (2010), responder questdes
de conservacdo e manejo de espécies, além de auxiliar em estudos de diversidade e

estruturas genéticas.
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Para os estudos de identificagdo de espécies, a técnica de PCR-RFLP vem
crescendo consideravelmente, devido ao seu alto valor informativo, resultados
eficazes e precisos na identificacdo de espécies de peixes (El-Serafy et al. 2003;
Perdices et al. 2005; Cheng-Hong et al. 2010; Chien-Hung et al. 2012; Berbes et al.
2012). No entanto, outra metodologia que vem ganhando espaco quando o objetivo
é identificagcdo de espécies é o PCR multiplex, segundo Macedo et al. (2007) trata-se
de uma técnica rapida, eficiente e de baixo custo, que aplica diferentes primers em
uma mesma reagdo. Recentes trabalhos vem utilizando a técnica para o
desenvolvimento de marcadores moleculares para a identificacdo de espécies
(Seddon 2005; Mukherjee et al. 2007; Assis et al. 2008; Poroca et al. 2009;
Mendonca et al. 2010; De-Franco et al. 2012), inclusive de grupos de peixe com
importancia econdmica (Trotta et al. 2005; De-Franco et al. 2010; Mendonga et al.
2009; Farrell et al. 2009; Hashimoto et al. 2010; Mendonga et al. 2010; Prado et al.
2011; Gomes et al. 2012; Hashimoto et al. 2012).

Em estudo realizado por Hashimoto et al. (2012), por exemplo, foram
detectados, retrocruzamentos, ou seja, cruzamento entre Pseudoplatystoma
corruscans, P. Reticulatum e seus respectivos hibridos, através das técnicas de PCR
multiplex e PCR-RFLP. Os autores observaram em um mesmo individuo um padrao
eletroforético de hibrido para os dois genes nucleares testados e, um padrao
eletroforético igual a cada um dos parentais para diferentes genes mitocondriais.

Estudo prévio dos marcadores sdo necessdrios para se obter uma resposta a
mais as perguntas do trabalho. O DNA mitocondrial (DNAmt), por exemplo, é
utilizado em estudos evolutivos de animais, para fornecer ideias sobre a estrutura

populacional e fluxo génico, biogeografia, relacdes filogenéticas e hibridacdo (Moritz
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et al. 1987). Devido a grande quantidade de mitocondrias presentes nas células de
heranga maternal, o DNA dessas organelas se torna uma poderosa ferramenta em
diversos estudo, entretanto, segundo Scribner et al. (2001) se utilizado como o Unico
marcador, ndo diferencia espécimes parentais de hibridos, ja que o hibrido sempre
apresentara o mesmo padrao do parental materno, mas quando utilizada em
conjunto com marcadores genéticos do DNA nuclear (DNAn) pode estabelecer a
origem do cruzamento do hibrido analisado.

Sendo assim, uma vez estabelecidas as questdes do estudo e as respostas
que podem ser dadas pelos marcadores, nota-se a utilidade dos mesmos como
ferramenta nestes estudos, podendo ser utilizados desde a diferenciacdo e
identificagdo de espécies parentais e produtos hibridos interespecificos naturais
e/ou artificiais até a resolugdo de problematicas taxonémicos. Como decorrente com
as espécies do género Cichla onde eram descritas cinco espécies para género porém
era reconhecido, diversas vezes, que existiam mais espécies, uma vez que tanto a
pesca esportiva quanto a aquariofilia observava individuos com caracteres diferentes

das cinco espécies descritas anteriormente
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1.4 Objetivos

Considerando que os estudos genéticos sobre peixes do género Cichla ainda

sd0 escassos, 0 presente projeto teve como objetivos principais:

1) Caracterizar com a utilizagdo de marcadores citogenéticos e moleculares, as

espécies Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e Cichla piquiti (tucunaré azul)

2) Desenvolver marcadores genético-moleculares do tipo PCR multiplex e PCR-RFLP
que permita a identificagdo espécie especifico de Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e

Cichla piquiti (tucunaré azul);

3) Monitorar exemplares coletados em estoques da natureza, com a utilizagdo de
marcadores moleculares, das espécies Cichla kelberi (tucunaré amarelo), Cichla

piquiti (tucunaré azul) e o tucunaré Cichla sp. (tucunaré “carijé”).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Foram coletados exemplares das espécies Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e
Cichla piquiti (tucunaré azul) (Figura 1). Em algumas localidades foi possivel observar
a presenca de individuos com caracteristicas morfoldgicas parciais entre as duas
espécies mencionadas acima, conhecidos popularmente como “carij¢”, tais
espécimes sdo consideradas, segundo os pescadores locais, possiveis hibridos de

ambas as espécies.

Kullander e Ferreira, 2006

Figura 1. Espécimes coletados no rio Tieté, Uru-SP. Cichla kelberi (a) e Cichla piquiti (b).

Foram coletados um total de 125 tecidos em reservatdrios do rio Parana e rio
Tieté. Sendo que no rio Parand, foram amostrados os municipios de Rubinéia-SP,
Pauliceia-SP e llha Solteira-SP e no rio Tieté, foi amostrado o municipio de Uru-SP
(Figura 2 e Tabela 1). A identificacdo das espécies foi realizada por observacdo

morfoldgica e de padrdes de coloracdo de cada espécime.
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Rubinéia
7 S~
L2 2 TR

Ilha Solteira *
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Sao Paulo

230km

Nha Solteira

Figura 2. Locais de coleta. Estado de S3o Paulo (a): llha Solteira (b) Uru (c) Rubinéia (d) Pauliceia (e).

Tabela 1. Locais de coleta e nimero de espécimes coletados.

Local de coleta Cichla kelberi Cichla piquiti “Carijo” Nao identificados
Ilha Solteira-SP 22 31 3 5
Uru-SP 14 2 - -
Rubineia-SP 11 29 1 -
Pauliceia-SP - 7 - -
Total 47 69 4 5
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2.2 Métodos

2.2.1 Andlises citogenéticas

Para as andlises citogenéticas das amostras, foram empregados os métodos
de preparagdo de cultura com linfécitos, estimulagao de mitoses (Lozano et al. 1988;
Oliveira et al. 1988) seguida de preparacdes diretas de células renais (Foresti et al.
1993), coloragdo por Giemsa, coloracdo de regides organizadoras de nucléolo (NOR)
com nitrato de prata (Howell e Black 1980), caracterizacdo dos padrdes de
bandamento C, com identificagdo de regi®es com heterocromatina constitutiva
(Sumner 1972) e hibridacdo in situ com sondas fluorescentes DNAr 18S e 5S (Porto-

Foresti et al. 2002).

2.2.1.1 Preparagdo de cultura de linfdcitos

Foi realizada a preparacao conforme descrito:

1) anestesiar os exemplares

2) retirar de 2 a 3ml de amostra sanguinea da regido caudal (limpa com &lcool
iodado)

3) transferir para seringas com 0,2ml de heparina

4) agitar para a completa mistura (heparinizagdo)

5) manter o sangue em repouso em local fresco e escuro

6) retirar os linfocitos para a preparacdo da cultura

7) manter os meios de cultura em estufa a 27°C

8) acrescentar os linfocitos aos meios de cultura

14
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9) descartar o soro e as hemdcias

10) manter a solugdo em estufa a 27°C por 72h

11) adicionar 13ul de colchicina a 0,0125%

12) agitar por 15 minutos e transferir a solugao para um tubo de centrifuga

13) hipotonizar e fixar a solugdo segundo as técnicas de rotina.

2.2.1.2 Estimulagdo de mitoses

Os animais que sobreviveram a viagem até o Laboratério de Genética de
Peixes foram estimulados com uma injegao de solugdo de fermento bioldgico, tal
técnica é utilizada a fim de obter-se um maior nimero de mitoses (Oliveira et al.

1988; Lozano et al. 1988).

Foi preparada a solugao:
0,5g de fermento bioldgico (Fleischmann)
- 0,5g de acucar

- 7ml de 4dgua destilada

Esta foi incubada em banho-maria a 40°C por 20 minutos e injetada na porgdo

dorsolateral do peixe, na proporcdo de 1ml por 100g de peso do animal o animal foi

entdo mantido em aqudrio areado de 24-48h.

2.2.1.3 Preparagdes cromossémicas diretas
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Para os animais estimulados foi realizada a técnica (Foresti et al. 1993):
retirar os rins e/ou branquias dos animais com mais de 5cm
dissocia-los em placa de petri contendo 7ml de meio de cultura RPMI
adicionar 12l de solugdo de colchicina a 0,0125% por 10 minutos
transferir a solucdo obtida para um tubo de microcentrifuga
centrifugar por 7 minutos e descartar o sobrenadante

colocar 7ml da solugdo hipotdnica e misturar

levar a estufa a 37°C por 21 minutos

acrescentar 7 gotas de fixador (metanol 90ml e acido acético 10ml)

misturar e deixar descansar por 5 minutos

10) adicionar 7ml de fixador e pipetar

11) centrifugar por 10 minutos e descartar o sobrenadante

12) acrescentar 7ml de fixador e pipetar

13) centrifugar por 7 minutos e descartar o sobrenadante

14) acrescentar 7ml de fixador e pipetar

15) centrifugar por 7 minutos e descartar o sobrenadante

16) acrescentar uma pequena quantidade de fixador

17) pingar a solugdao em laminas limpas.

2.2.1.4 Técnicas de bandamento cromossémico

Para melhor caracterizacdo dos cromossomos, foram empregadas diferentes

técnicas citogenéticas, todas disponiveis no laboratério.

2.2.1.4.1 Detecgdo das regides organizadoras de nucléolos (Ag-NOR)

1A
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Foi preparada a solucdo:

- Solucdo A (solucdo coloidal reveladora): 1g de gelatina dissolvida em 50ml de
agua destilada e 0,5ml de acido férmico

- Solugdo B (solugdo de nitrato de prata): 1g de AgNO; dissolvida em 2ml de

agua destilada.

E foi empregada a técnica de coloragdo por prata (Howell e Black 1980):

1) hidrolisar as laminas por 3 minutos em HCl 1N a 60°C

2) secar as laminas e pingar uma gota de solucdo A e duas gotas de solucdo B e
cobrir com uma laminula

3) colocar as laminas em banho-maria a 60°C, assim que modificaram sua
coloracdo para marrom dourado lavar a [amina em dgua destilada

4) retirar a laminula e deixar secar

5) corar a lamina com Giemsa na propor¢do 1:30 em tampao fosfato (pH 6,7)

por aproximadamente 10 segundos e deixar secar

2.2.1.4.2 Caracterizagdo da heterocromatina constitutiva (bandamento C)

Para a caracterizacdo da heterocromatina constitutiva foi empregada a

técnica descrita por Sumner (1972), com algumas modificacdes:

1) hidrolisar as laminas por 30 minutos em HCI 0,2N em temperatura ambiente

e posteriormente lava-las com agua destilada
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passar por uma solucdo de BaOH, a 5% por cerca de 7 segundos e
posteriormente lavar com agua destilada

banhar em HCI 1N a 60°C e lavar novamente com 4gua destilada

incubar por 20 minutos em 2xSSC (pH 6,8) a 60°C e lavar com dgua destilada
corar por aproximadamente 30 minutos com Giemsa a 7,5% em tampao

fosfato (pH 6,7)

2.2.1.4.3 FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

Obtencdo das sondas:

Para realizagdo da técnica de hibridagao in situ com sondas fluorescentes

foram obtidas duas sequéncias de DNA ribossémico (DNAr 18S e 5S). Inicialmente,

foi realizada uma técnica de PCR com ambos os genes para a marcagdao dos mesmos

com digoxigenina-dUTP (18S) e biotina-dATP (5S) pela técnica de PCR. As sondas de

DNAr 18S e 5S foram obtidas com amostras de Cichla kelberi. Apds as marcacgdes,

procedeu-se a técnica de hibridizagdo utilizada por Porto-Foresti et al. (2002) e as

laminas foram contra coradas com DAPI.

1)

2)

Hibridacao:

lavar as laminas em tampado de PBS 1x durante 5 minutos em temperatura
ambiente

desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) gelado durante 3

minutos cada (secar)
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3) incubar as laminas em 60ul de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37°C por 60
minutos em camara umida

4) lavar 3x por 5 minutos em 2xSSC

5) lavar durante 5 minutos em PBS 1x

6) incubar as laminas por 10 minutos em solugdo de pepsina 0,005% (em 10mM
HCl) a 37°C

7) lavar em PBS 1x durante 5 minutos a temperatura ambiente

8) fixar em formaldeido 1% em PBS 1x/50mM MgCl, durante 10 minutos a
temperatura ambiente

9) lavar em PBS 1x por 5 minutos

10) desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) gelado por 3
minutos cada (secar)

11) desnaturar o DNA cromossémico em Formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos

12) desidratar em série alcodlica (70%, 85% e 100%) gelado, durante 5 minutos
cada

13) desnaturar a solugdo de hibridagdo a 100°C por 10 minutos

14) preparar a cdmara Umida a 37°C

15) montar cada lamina com 50ul de solu¢cdo de hibridacdo com ambas as
sondas (DNAr 18S e 5S), cobrir com laminula e deixar overnight a 37°C

16) lavar 2 vezes em Formamida 15%/0,2xSSC (pH 7) a 42°C durante 10 minutos
cada

17) lavar as laminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C por 5 minutos cada
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18) lavar durante 5 minutos em solugdo de Tween 0,5%/4xSSC em temperatura
ambiente

19) incubar as laminas em tampdo 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos

20) lavar 2 vezes com Tween 0,5%/4xSSC em temperatura ambiente por 5
minutos

21) montar um mix de anticorpos contendo 100ul NFDM + 1,5ul de avidina FITC
conjugada + 1,5ul de anti digoxigenina rodamina conjugada

22) incubar as laminas com 100l de mix de anticorpos durante 45 minutos em
camara Umida e escura a temperatura ambiente

23) lavar 3 vezes com Tween 0,5%/4xSSC em temperatura ambiente por 5
minutos

24) desidratar em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 minutos cada

25) colocar 40ul de Vectashield com DAPI na laminas e cobrir com laminula

26) guardar no escuro.

2.2.1.5 Estudos cariotipicos

A partir dos dados obtidos pelas analises e contagens dos cromossomos em

cerca de 30 metafases em cada individuo estudado, procurou-se estabelecer um

numero diploide modal para os exemplares de cada espécie. Assim, as melhores

metafases ou as que apresentaram uma melhor dispersao e morfologia mais nitida

dos cromossomos foram fotografadas em fotomicroscépio da marca OLYMPUS,

modelo BX50, com objetiva de imersdo de 100X. O software CAPTURE PRO foi

utilizado para a captura de imagens.
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2.2.1.6 Montagem dos caridtipos

Os cromossomos foram organizados no software PHOTOSHOP, inicialmente
foram arranjados de acordo com seu tamanho e morfologia, sendo classificados
como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), emparelhados com seus provaveis homélogos e dispostos em
ordem decrescente de tamanho para a organizagao final do cariétipo, conforme

descrito por Levan et al. (1964).

2.2.2 Andlises genético-moleculares

As amostras foram analisadas com a utilizacdo dos métodos de extracdo do
DNA total dos exemplares, PCR, sequenciamento de genes mitocondriais e
nucleares, a partir de amostras de tecido (nadadeiras). Amplificacdo de genes

mitocondriais e nucleares, PCR multiplex e PCR-RFLP.

2.2.2.1 Extragdo de DNA

A extragao de DNA foi realizada de acordo com o protocolo do kit comercial

Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega, com algumas alteracdes de acordo

com o tecido utilizado:

1) numerar duas séries de tubos de microcentrifuga (1,5ml)
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retirar um pequeno pedago de tecido, o adicionar aos tubos de
microcentrifuga e colocar na estufa por aproximadamente 10 minutos
adicionar 300pul de Nuclei Lysis Solution ao tecido

adicionar 2,5ul de Proteinase K e passar pelo vortex

colocar em banho-maria a 60°C por aproximadamente 2h (vortexar sempre
que possivel)

retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente

adicionar 2,5ul de RNAse e colocar em banho-maria a 37°C por 30 minutos
retirar do banho-maria e deixar voltar a temperatura ambiente

adicionar 200ul de Protein Precipitation Solution e misturar

10) levar ao gelo por 5 minuto

11) centrifugar por 4 minutos a 13.000rpm

12) transferir o sobrenadante para a segunda série de tubo de microcentrifuga

contendo 600ul de Isopropanol e misturar por inversao

13) centrifugar por 4 minutos a 13.000rpm e descartar o sobrenadante

14) adicionar 600ul de etanol 70% a temperatura ambiente e centrifugar por 4

minutos a 13.000rpm

15) descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente

overnight ou em estufa por cerca de 20 minutos

16) adicionar 50ul de DNA Rehydratation Solution por 12h em temperatura

ambiente.

Posteriormente, a integridade das amostras de DNA foi analisada através de

eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA (0,015uL/ml) e
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visualizadas em transluminador, sob luz ultravioleta (UV). Para a quantificacdo do
DNA foram realizadas comparagdes diretas com o marcador padrao com peso
molecular e concentracdo conhecidos (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen). As
amostras de DNA obtidas foram armazenadas no Laboratério de Genética de Peixes
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru - UNESP, formando um banco de
tecidos e de moléculas, para o processo de andlises genético-moleculares

posteriores.

2.2.2.2 Amplificagéo dos genes mitocondriais e nucleares

Apds a extracao de DNA, foram realizadas amplificacdes de genes especificos
no genoma das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti, com os genes COI-Fish1, COI-
Fish2, 18S, ATPase, RAG1, ENC1 e ZIC1, a fim de isolar genes que apresentam
diferenciacdo entre as espécies em estudos e seus possiveis hibridos. A concentracao

dos reagentes e as sequéncias dos primers utilizados estdo descritos nas tabelas 2 e

Tabela 2. Concentragdo dos reagentes.

Reagente Concentragao
#Ho e
tampao da Taq polimerase + MgCl, 10X
dNTP 1,25mM
primer universal R 10n/um
primer universal F 10p/um
Taq polimerase (Invitrogen) 5U/ul
DNA gen6mico 10-50 ng
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Tabela 3. Primers universais utilizados para amplificacdo dos genes mitocondriais e nucleares.

Primer Sequéncia dos primers Referéncia
COI-Fish1 F 5’-ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
Ward et al. 2005
COI-Fish1R 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
COI-Fish2 F 5’-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’
Ward et al. 2005
COI-Fish2 R 5’-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’
18SR 5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’
White et al. 1990
18SF 5’-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3
RAGL1 Cichla F 5’-GGCTCTCTGGATGGTCTTCCT-3’
Presente estudo
RAG1 Cichla R 5’-ACACTTCYCCAATYTCATCCTGGA-3’
ENC1F 5’-CCGTCCAACTGTCTYGGCAT-3’
Presente estudo
ENC1R 5’-AGAGCCATGCCAAACCTGG-3’
ZIC1F 5’-GATGGGATGGGCGCCTTCA-3’
Presente estudo
ZIC1R 5’-ACACGGAAAGGGYTTTTCACC-3’
ATPase R 5’- GTTAGTGGTCAGGGGCTTGG - 3’
Willis et al. 2010
ATPase F 5’- GGGTCYAGCATTAGCCTTT -3’

Com excecdo dos genes ATPase (energiza o processo da contracdo muscular)
e COI-Fishl (Cytochrome Oxidase Subunit |) que foram descartados por ndo
apresentarem banda na amplificacdo, todos os outros genes da Tabela 3 foram
amplificados e, posteriormente utilizados para sequenciamento. Para os testes de
amplificagdo de genes foram padronizadas as temperaturas de anelamento de
primer e posteriormente a concentragdo de reagentes nas reagdes, no caso dos
genes nucleares ENC1, ZIC1 e RAG1 foram testadas reagdes com volume final 25ul e
temperatura de anelamento a 50°C, como apresentaram subbandas em gel de
agarose foram testadas as temperaturas 52°C e 55°C a fim de se obter bandas
nitidas. Essa modificagdo de temperatura de anelamento de primer é uma pratica
comum na padronizagdo de reagdo de PCR, para bandas fraca ou auséncia de bandas
é testada uma diminuicdo de temperatura de anelamento de primer a fim de se

obter uma reacdo menos especifica e para a presenca de subbandas é testado um
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aumento de temperatura a fim de se obter uma rea¢do mais especifica. Caso a
padronizagdo da reagdo ndo tenha sido possivel com a modificagdo desta
temperatura é necessaria uma modificacdo na concentracdo de reagentes ou no
tempo de cada etapa do programa.

Apds a amplificagdo dos genes mitocondriais e nucleares os produtos gerados
pela PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA
(0,015uL/ ml) e visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta (UV) e

fotografadas com camera OLYMPUS, C-5060.

2.2.2.3 Limpeza dos produtos amplificados por PCR

Apds a amplificagao e visualizagdo dos genes foi realizada uma limpeza dos
produtos amplificados com enzima ExoSap-IT (USB corporation), responsdavel por
destruir os nucleotideos que nao estdao formando uma cadeia. Para isso foi feita uma
solugao de volume final 2pl sendo 1,5ul de H,0 e 0,5ul de enzima ExoSap-IT. E para a
reacdo completa dessa solucdo de volume final 7ul, sendo 2ul de mix (H,O+ExoSap-
IT) e 5ul de PCR, essa reacdo foi colocada em um termociclador Mastercycler
personal (Eppendorf), onde seguiu a programacdo: 37°C/60 minutos e 80°C/15

minutos.

2.2.2.4 Sequenciamento dos genes nucleares e mitocondriais

As espécies em estudo possuem algumas regides consideradas de interesse,

tanto no genoma nuclear quanto no genoma mitocondrial, apds passarem pelo
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processo de limpeza com enzima ExoSap-IT, as amostras foram sequenciadas. Foi

feita uma reagdo de PCR de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator v.

3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems) (Tabela 4), com as

seguintes condi¢des de amplificagdao, 2 minutos de desnaturagdo, seguida de 35

ciclos de 96°C/30seg, 56°C/15seg, 60°C/4 minutos.

Tabela 4. Concentragdo dos reagentes.

Reagente Concentragao
H20 -
tampao do Big DyeTM 10X
Big DyeTM 1,25mM
primer universal R 10mM
primer universal F 10mM
produto da PCR 10-50ng

Apds o PCR de sequenciamento, as amostras foram purificadas, seguindo o

protocolo:

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

colocar 0,7ul de EDTA 125mM, 0,7ul de acetato 3M e 17,5ul de dlcool 100%
em cada tubo de microcentrifuga

deixar as amostras em local escuro por 15 minutos em temperatura
ambiente

centrifugar durante 15 minutos a 13.000rpm em temperatura ambiente
descartar o sobrenadante

colocar 24,5ul de alcool 70%

centrifugar por 10 minutos a 13.000rpm em temperatura ambiente

repetir as etapas 4,5e 6

remover bem o sobrenadante
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9) secar as amostras em termociclador por 2 minutos a 96°C

10) guardar em local escuro e fresco até o momento do sequenciamento.

Posteriormente as amostras foram aplicadas em um sequenciador
automatico por capilaridade ABI3130 (Perking-Elmer). As sequéncias resultantes
foram alinhadas por parametro ClustalW através do software BioEdit e a divergéncia
genética e o numero de sitios polimdrficos foi estimada através do software MEGA
(modelo Kimura 2-parametros). As sequéncias obtidas foram utilizadas para as

anadlises de PCR multiplex e PCR-RFLP.

2.2.2.5 PCR multiplex

As sequéncias dos genes obtidas foram alinhadas com programa ClustalW
(Thompson et al. 1994) implementado no programa BIOEDIT e verificados os pontos
de mutagdo entre as espécies analisadas. Foram desenhados primers especificos,
para ambas as espécies de estudo, localizados em regides de maior nimero de
mutagdes e proximas a extremidade 3’ do primer. Para desenhar os primers da
reacdao de PCR multiplex foram seguidos modelos tedricos descritos por Rychlik et al.
(1990) e Burpo (2001) e foi utilizado o programa NetPrimer disponivel gratuitamente

no site PREMIER Biosoft International http://www.premierbiosoft.com/netprimer. As

sequéncias selecionadas possuem temperatura de anelamento e conteddo de GC
semelhantes livres de potenciais dimeros ou formagao de algas intramoleculares. Foi

desenhado para cada espécie um primer especifico e um primer anti-senso universal.
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Desta forma foram utilizados os primers descritos na tabela 5, sob as concentracdes

descritas na tabela 6.

Tabela 5. Primers espécie-especificos utilizados na reagdo de PCR multiplex.

Gene Sequéncia
RAG1Ck F 5" - AACCCCTTTTCTGAGTCCGTA - 3’
RAG1CpF 5’- TACATCTGCACTCTATGTGACTCA - 3’
COICkF 5’- ATGATCGGAGGCTTTGGAAAC - 3’
COICpF 5’- GGTGTGTCCTCAATCCTGGT - 3’

Tabela 6. Concentragdo dos reagentes.

Reagente Concentragao
H20 -
tampao do Big DyeTM 10X
Big DyeTM 1,25mM
primer universal R 10mM
primer universal F 10mM
produto da PCR 10-50ng

Os produtos das reagdes de PCR multiplex foram aplicados em gel de agarose
2% SYBR® Safe DNA (0,015uL/ ml) e visualizados em transiluminador, sob luz UV e

fotografadas com camera OLYMPUS, C-5060.

2.2.2.6 PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

As regides sequenciadas foram submetidas ao programa NEBcutter V2.0
(Vincze et al. 2003) onde foram obtidos mapas de restricdo enzimdtica. Apds

analisados os mapas de restricdio e observadas regides de clivagem espécie-
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especificas. Foram escolhidas e testadas duas enzimas para cada gene, para o gene
COI as enzimas NlalV e Hphl e para o gene RAG1 Bsrl e S mll. As enzimas que
apresentaram o melhor padrao eletroforético foram utilizadas na diferenciacdo das
espécies, no caso as enzimas NlalV e Bsrl foram as enzimas escolhidas.

Foram realizadas reacdes com volume final de 8L, sendo 5ulL de produto da
amplificagao dos genes universais, 1x de tampao da enzima e 5U de enzima de
restricdio (10U/uL). As reagGes de PCR-RFLP seguiram as seguintes condigdes:
65°C/60 minutos e 80°C/20 minutos para Bsrl e 37°C/60 minutos e 65°C/20 minutos
para NlalV. Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram determinados por gel de
agarose 2% corado com SYBR® Safe DNA (0,015uL/ ml), visualizados sob iluminagdo

UV e fotografados por camera OLYMPUS, C-5060.
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3 RESULTADOS

Os resultados e a discussao dos dados obtidos na analises citogenéticas e

moleculares encontram-se apresentados em forma de capitulos, referentes aos

tépicos abordados. As citagdes bibliograficas referentes a cada capitulo estao

descritas no item Referéncias, visando otimizar a apresentagao da dissertagao.

3.1 Capitulo 1 - Caracterizacdo citogenética das espécies Cichla kelberi e Cichla

piquiti (Teleostei:Perciformes:Cichlidae)

3.2 Capitulo 2 - Desenvolvimento de marcadores espécie-especificos para Cichla

kelberi e Cichla piquiti (Teleostei:Perciformes:Cichlidae)

3.3 Capitulo 3 - Identificagdao genética das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti

(Teleostei: Perciformes, Cichlidae) em reservatorios do rio Parana e rio Tieté, SP
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CAPITULO 1

Caracterizagao citogenética das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti
(Teleostei:Perciformes:Cichlidae)

Resumo

A familia Cichlidae é considerada a familia de peixes ndo-ostariophysi de agua
doce com maior niumero de espécies do mundo e com ampla distribuicdo geografica.
Mesmo com sua ampla distribuicdo notamos a escassez de informagdes
citogenéticas para o grupo. O presente estudo teve como objetivo analisar o
cariotipo das espécies, Cichla kelberi e Cichla piquiti, pertencentes a familia
Cichlidae, utilizando técnicas de coloracdo convencionais, bandamentos e
mapeamento de genes. Exemplares das espécies Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e
Cichla piquiti (tucunaré azul), foram coletadas no rio Tieté, municipio de Uru-SP.
Foram empregadas técnicas citogenéticas classicas para bandamento cromossémico,
tais como: Ag-NOR e bandamento C, e técnica de hibridagdo in situ fluorescente com
sondas de DNA ribossomal (DNAr 18S e 5S). As duas espécies Cichla kelberi e Cichla
piquiti apresentaram um numero diploide de 48 cromossomos acrocéntricos,
caracteristica plesiomoérfica dos ciclideos neotropicais. As NORs foram localizadas
em posicao terminal do 22 par cromossdmico em ambas as espécies, caracteristica
comum nos ciclideos. O bandamento C revelou blocos de heterocromatina
constitutiva nas regides centroméricas de alguns cromossomos, para ambas as
espécies. O gene ribossomal 18S corroboram com localizagdao da NOR, na regido
terminal do 22 par cromossémico, enquanto DNAr 5S foi localizado em posicao
intersticial no 32 par cromossdmico. O presente estudo veio a acrescentar
informacgdes pertinentes a caracterizagao citogenética das espécies C. kelberi e C.
piquiti que apresenta ampla distribuicao nas bacias hidrograficas brasileiras e que,
por apresentarem descricdo recente, necessitam de trabalhos que suplementem as

mais diversas areas de estudo.
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CAPITULO 1

Introdugao

Os Perciformes compreendem a maior ordem dentro dos vertebrados, com a
maior riqueza de espécie dentre os Teleostei e um grupo de dominancia em aguas
continentais tropicais e subtropicais (Nelson 2006). Dentro da ordem Perciformes,
destaca-se a familia Cichlidae, considerada a familia de peixes de dagua doce com
maior numero de espécies do planeta, cerca de 1.500 e com ampla distribuigdo
geografica (Kullander 2003).

Do ponto de vista citogenético, as espécies dessa familia apresentam
caracteristicas basais, como vistos em trabalhos de Farias et al. (2001) e Poletto et al.
(2010) que afirmam que, embora haja uma variagdo de 2n=32 a 60 cromossomos
nos cariétipos dos ciclideos, o numero modal em espécies sul-americanas é de 48
cromossomos e para os africanos é de 44 cromossomos. E a majoritaria presencga de
48 cromossomos do tipo subtelocéntricos/acrocéntricos é observada como uma
caracteristica conservada entre os Perciformes como observado em diversos estudos
(Feldberg et al. 1999; Molina e Galleti 2002; Nirchio et al. 2007; Accioly e Molina
2008; Kushwaha et al. 2011; Motta Neto et al. 2011; Accioly et al. 2012; Merlo et al.
2012).

O género Cichla é composto por 15 espécies com ampla distribuicdo nas
regides neotropicais, tais espécies apresentam significativo valor comercial em razao
de sua importancia como fonte de alimento, além de sua procura na pesca esportiva,
sobretudo no continente americano (Kulander e Ferreira 2006). Do ponto de vista
citogenético, o género Cichla apresenta poucos estudos, estando esses restritos a

apenas algumas espécies do género. Brinn et al. (2004), realizaram um estudo com
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CAPITULO 1

as espécies Cichla monoculus, Cichla temensis e o respectivo hibrido coletados na
bacia amazbnica, foram realizadas técnicas citogenéticas classicas, NOR e
bandamento C. Poletto et al. (2010) estudaram diversos ciclideos entre eles Cichla
orinocensis, C. temensis, C. piquiti e C. kelberi coletados em diversas localidades do
Brasil e no rio Orinoco (Venezuela) onde foi realizado, dentre outras técnicas
citogenéticas, um mapeamento do gene rDNA 18S. Teixeira et al. (2009) estudaram
o0 genoma da espécie C. kelberi com as técnicas Giemsa, Ag-NOR e bandamento C,
além da localizacao fisica dos genes rDNA 5S, rDNA 18S, Rex1, Rex3, Rex6, Tcl e RCk.
Valente et al. (2012) estudaram diversos ciclideos inclusive C. piquiti, onde foram
realizadas técnicas citogenéticas classicas (Giemsa, Ag-NOR, bandamento C e
cromomicina). Todos esses trabalhos indicam que as espécies do género Cichla
apresentam um numero diploide conservado de 48 cromossomos, concordando com
o numero modal para os ciclideos sul-americanos descritos por Poletto et al. (2010),
porém a formula cariotipica difere dos demais ciclideos, devido a presenga no
cariétipo de somente cromossomos do tipo subtelocéntricos/acrocéntricos.

Com o intuito de conhecer melhor as caracteristicas cariotipicas do género
Cichla, o presente estudo teve como objetivo analisar o cariétipo das espécies Cichla
kelberi e Cichla piquiti provenientes da regido de Uru-SP, utilizando diferentes

técnicas de coloracao, bandamento e mapeamento de genes.

Materiais e Métodos

Foram coletados exemplares das espécies Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e

Cichla piquiti (tucunaré azul). As coletas foram realizadas no rio Tieté, municipio de
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Uru-SP. A identificagdo das espécies foram feita através de observagao da morfologia
e dos padrdes de coloracdo de cada espécime. Os espécimes foram capturados com
linha, anzol e iscas naturais ou artificiais.

De alguns exemplares foi retirado de 2 a 3ml de amostra sanguinea com
seringas heparinizadas, as quais foram levadas ao Laboratdrio de Genética de Peixes
e seguidos os procedimentos padrdo para a preparacdo da cultura com linfécitos. E
para os exemplares que resistiram ao transporte foi seguida a metodologia de
estimulacdo de mitoses e o protocolo de preparacao cromossdémica direta com rins,
segundo Foresti et al. (1993).

Para melhor caracterizacdao dos cromossomos, foram empregadas as técnicas
citogenéticas para bandamento cromossémico: Ag-NOR (Howell e Black 1980) e
bandamento C (Sumner 1972). Foi realizada ainda a técnica de FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization) com duas sequéncias de DNA ribossomico (DNAr 18S e 5S) em
uma unica lamina (double FISH) para isso o DNA foi marcado com biotina-dATP (18S)
e digoxigenina-dUTP (5S) pela técnica de PCR e posteriormente e as laminas foram
contra coradas com DAPI (Porto-Foresti et al. 2002)

A partir dos dados obtidos pelas analises e contagens dos cromossomos em
cerca de 30 metafases em cada individuo estudado, procurou-se estabelecer um
numero diploide modal para os exemplares de cada espécie. Assim, as melhores
metdafases ou as que apresentaram uma melhor dispersao e morfologia mais nitida
dos cromossomos foram fotografadas em fotomicroscépio da marca OLYMPUS,
modelo BX50, com objetiva de imersdao de 100X. O software CAPTURE PRO foi

utilizado para a captura de imagens.
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Os cromossomos foram organizados no software PHOTOSHOP, inicialmente
foram arranjados de acordo com seu tamanho e morfologia, sendo classificados

segundo Levan et al. (1964).

Resultados e Discussdao

As populagdes de Cichla kelberi e Cichla piquiti analisadas no presente estudo
com a técnica de Giemsa apresentaram um numero diploide de 48 cromossomos
acrocéntricos (Figura 1), corroborando com estudos de Brinn et al. (2004) que
analisaram o caridtipo das espécies Cichla monoculus e Cichla temensis e
constataram que tais espécies apresentam cromossomos do tipo acrocéntricos.
Porém, estudos ja publicados na literatura para as espécies C. kelberi (Teixeira et al
2009) e C. piquiti (Valente et al. 2012) encontraram 48 cromossomos do tipo
subtelocéntricos/acrocéntricos compondo o cariétipo dessas espécies, diferindo com
apresentado no presente trabalho.

Segundo Feldberg et al. (2003), a presenga de 48 cromossomos estd
relacionada ao padrao de distribuigao da familia Cichlidae, os ciclideos africanos tém
um numero diploide modal de 44 cromossomos e 0s neotropicais apresentam um
nimero diploide modal de 48 cromossomos, sendo que os africanos possuem uma
variacdo de 32 a 48 cromossomos e um FN entre 44 e 88 enquanto os neotropicais
possuem variacao de 38 a 60 cromossomos e um FN variando de 44 a 118.
Tradicionalmente, atribui-se o numero diploide igual a 48 cromossomos
acrocéntricos, semelhante ao encontrado no presente estudo, a uma caracteristica

plesiomérfica da subclasse Teleostei (Gold 1979; Thompson 1979; Feldberg e
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Bertollo 1985), uma vez que um caridtipo composto por cromossomos acrocéntricos
é o menos derivado (Feldberg et al. 2003). No entanto, estudo de Brum (1997)
propdem que a féormula 2n=48 cromossomos acrocéntricos provavelmente tenha
surgido mais tarde, durante a dispersdo dos teledsteos, e que possivelmente seja um

cariotipo plesiomdrfico para a superordem Clupeomorpha e Euteleostei.
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Figura 1. Cariétipo de metdfase corada com Giemsa. Cichla kelberi (a) Cichla piquiti (b). Em evidéncia
marcacdo de NOR.
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As regides organizadoras de nucléolo estao localizadas em posi¢ao terminais
no 22 par cromossOmico em ambas as espécies estudadas (Figura 1), corroborando
com o observado por Teixeira et al. (2009) onde uma Unica marcacdo de NOR em
posicdo terminal no braco longo do 22 par cromossdmico foi localizada em Cichla
kelberi e como proposto por Valente et al. (2012) que também observam uma unica
marcagdao de NOR em posigdo terminal no brago longo do 22 par cromossémico na
espécie Cichla piquiti. A posicao da NOR nos cromossomos maiores parece ser uma
caracteristica comum nos ciclideos, em estudo de Feldberg et al. (2003) é observado
que, com algumas excecdes, os ciclideos sdo caracterizados por apresentar NOR em
um Unico par de cromossomos maiores, indicando uma possivel simplesiomorfia
para a familia (Feldberg e Bertollo 1985; Vicari et al. 2006; Benzaquem et al. 2008;

Mazzuchelli e Martins 2009; Poletto et al. 2010; Zhu et al. 2010) .

-
-
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Figura 2. Metafase com técnica de bandamento C em Cichla kelberi (a) Cichla piquiti (b).
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A técnica de bandamento C, revelou blocos de heterocromatina constitutiva
nas regides centroméricas de alguns cromossomos, para ambas as espécies (Figura
2). Diversos estudos observaram este mesmo padrdo para outras espécies de
ciclideos, por exemplo Cichlasoma facetum (Vicari et al. 2006); Astronotus ocellatus
(Mazzuchelli e Martins 2009); Geophagus brasiliensis (Pires et al. 2008); Laetacara
prope dorsigera (Martins-Santos et al. 2005); Geophagus cf. proximus (Rocha et al.
2013). Além de estudo proposto por Teixeira et al. (2009) que observaram este

mesmo padrao de bandamento C na regidao centromérica dos cromossomos de C.

kelberi.

Figura 3 Metdfase com técnica de FISH (18S, verde; 5S, vermelho) de Cichla kelberi (a) Cichla piquiti
(b).

Foi verificado também o mapeamento fisico dos genes ribossomais 5S e 18S
no genoma das espécies C. kelberi e C. piquiti. O gene 5S DNAr foi localizado em
posicdo intersticial no 32 par cromossémico em ambas espécies. Segundo Martins e

Galetti (2001), a localizacdo cromossomica do gene 55 DNAr foi descrita em espécies
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de peixes de grupos distintos e, em sua maioria, posicionam-se na regido intersticial
dos cromossomos, fato que sugere uma possivel vantagem relacionada com a
organizagao destes genes no genoma, enquanto que localizagao do gene 18S DNAr
corroboram dos resultados encontrados para a regidao da NOR, apresentando-se na
regiao telomérica do 22 par cromossémico, como ja proposto para Cichla kelberi em
estudo de Teixeira et al. (2009).

Os dados apresentados no presente trabalho acrescentam dados ja
disponivel na literatura para a familia Cichlidae, bem como para o género Cichla,
aumentando assim o conhecimento a respeito dos cromossomos dessa familia que
possuem ampla distribuicdo nas bacias hidrograficas brasileiras e que, por
apresentarem descrigao recente, necessitam de trabalhos que suplementem as mais

diversas areas de estudo.
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Desenvolvimento de marcadores espécie-especificos para Cichla kelberi e Cichla
piquiti (Teleostei:Perciformes:Cichlidae)

Resumo

Espécies do género Cichla, popularmente conhecidas como tucunaré, sdo
encontradas em todos os represamentos de agua do territério brasileiro devido ao
sucesso adaptativo de suas introdugdes. Devido a possivel hibridagao e controversas
identificacdes morfoldgicas desta espécie, o presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de marcadores moleculares PCR multiplex e PCR-RFLP para a
identificagdo de Cichla kelberi e Cichla piquiti. Apds a extragao do DNA, fragmentos
de genes RAG1 e COIl foram sequenciados e desenhados primers espécie-especificos
internos a primers universais para a utilizagao da técnica de PCR multiplex, além da
anadlise dos mapas de restricdo para utilizagao da técnica de PCR-RFLP. Na reagao de
PCR multiplex, a amplificagdo do gene nuclear RAG1 demonstrou uma banda de
aproximadamente 850pb, que correspondeu ao controle de reacao, e outra banda
caracteristica de aproximadamente 140pb para C. kelberi e 260pb para C. piquiti. Ja
o gene mitocondrial COl apresentou fragmentos de aproximadamente 650pb,
correspondendo ao controle da reacdo e uma banda caracteristica de cerca de
260pb para C. kelberi e 500pb para C. piquiti. Enquanto para obtengdo dos
marcadores moleculares do tipo PCR-RFLP, os produtos de PCR foram digeridos por
duas enzimas de restricdo, uma para cada gene, gerando para o gene nuclear RAG1
uma banda controle de aproximadamente 850pb para ambas as espécies analisadas
e apods a digestdo com a enzima Bsrl bandas de aproximadamente 40pb, 150pb,
250pb e 360pb em C. kelberi e em C. piquiti bandas de aproximadamente 40pb,
150pb e 610pb. Enquanto o gene mitocondrial COIl apresentou bandas controle de
aproximadamente 670pb para ambas as espécies analisadas e posteriormente a
clivagem da enzima NlalV, C. kelberi manteve bandas de cerca de 180pb e 260pb,
enquanto que C. piquiti demonstrou bandas de aproximadamente 120pb, 140pb e
180pb. Todos os produtos foram testados em géis de agarose e gerados perfis
eletroforéticos que identificam ambas as espécies para Cichla kelberi e Cichla piquiti.
Tais marcadores podem ser utilizados como ferramentas no monitoramento de

estoques naturais e cultivados e em estudos de conservagao.
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Introdugao

Espécies do género Cichla, popularmente conhecida como tucunaré, sao
encontrados em todo o territério brasileiro (Kullander 2003). Zaret (1980)
confirmam o tucunaré como espécie dominante em 10% dos 71 reservatorios
inventariados fora da regido amazonica devido ao sucesso adaptativo em exploracao
e uso desses ambientes.

Ambas as espécies, Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e Cichla piquiti
(tucunaré azul), possuem area original de ocorréncia nas drenagens do rio Tocantins
e possuem controversa identificagao, devido as suas semelhangas morfoldgicas,
Cichla kelberi, por exemplo, era identificado como Cichla ocellaris ou Cichla
monoculus, e Cichla piquiti como Cichla sp. (Kullander e Ferreira 2006). Outros
trabalhos também analisaram estas espécies e seus possiveis hibridos (Carvalho et
al. 2009; Oliveira et al. 2006).

Assim, o desenvolvimento de marcadores que permitam sua identificagdo é
de grande importancia, sobretudo, devido a falta de informacgdo sobre os produtos
genéticos da hibridacdo (Toledo-Filho et al. 1994). E por estas espécies serem muito
apreciadas na pesca esportiva e como fonte de alimento sdo utilizadas em varios
estabelecimentos comerciais de lazer, sendo assim, os riscos de hibridacdo se
tornam ainda maiores, especialmente pelo o despreparo dos proprietdrios, que
permitem escapes que por sua vez interferem diretamente em ambientes naturais

(Fernandes et al. 2003).
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O presente estudo teve como objetivo desenvolver marcadores moleculares
do tipo de PCR multiplex e PCR-RFLP para identificar as espécies de tucunarés Cichla

kelberi e Cichla piquiti.

Materiais e Métodos

Foi realizada uma identificacdo taxondmica de exemplares das duas espécies
de tucunarés Cichla kelberi e Cichla piquiti com base na morfologia e padrdes de
coloragdo dos individuos. Cerca de 110 amostras foram coletadas em reservatérios
do rio Parana e do rio Tieté, ambas localizadas no Estado de S3o Paulo: nas regides
de Ilha Solteira (36 Cichla kelberi, 50 C. piquiti, 14 amostras ndo-identificados) e Uru
(11 C. kelberi e 2 C. piquiti).

Em seguida, foi realizada uma extracdo de DNA com base no protocolo do kit
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Para a técnica de PCR
multiplex e PCR-RFLP, utilizou-se sequéncias parciais do gene nuclear RAG1
(Recombination activating 1) e gene mitocondrial COI (Citocromo Oxidase 1), com os
pares de primers universais RAG1 (CichlaF) e RAG1 (CichlaR); e Fish2 R e Fish2 F,
respectivamente (Tabela 1). O DNA foi analisado num sequenciador de DNA
ABI3130, usando o kit DYEnamic Terminator Cycle Sequencing com primers forward e

reverse de cada gene.
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Figura 1. Mapas de restrigdo dos genes: mitocondrial COI-Fish2 Cichla kelberi (uma clivagem)(a) e
Cichla piquiti (duas clivagens)(b) e nuclear RAG1 Cichla kelberi (uma clivagem)(c) e Cichla piquiti (duas
clivagens)(d).
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Em seguida, foram analisados os mapas de restricao utilizando o software
NEBCUTTER V2.0 (Vincze et al. 2003). Os produtos de PCR foram digeridos por duas
enzimas de restricdo (Bsrl gene nuclear e NlalV gene mitocondrial) em um volume
final de 8uL: 5ul produto da PCR, 1X de tampdo de enzima e 5U de enzima de
restricdo (10U/uL) (Tabela 2). Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram
determinados por géis de agarose a 2% corados com SYBR® Safe DNA (0,015uL/ ml)
e visualizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta (UV) e fotografadas com
camera OLYMPUS, C-5060.

As sequéncias foram alinhadas usando o programa CLUSTALW (Thompson
1994), que foi implementado pelo programa BioEdit (Hall 1999). Os primers foram
desenvolvidos utilizando o software NETPRIMER disponivel no site

http://www.premierbiosoft.com/netprimerPREMIERBiosoftinternational. Os primers

espécie-especificos (COlI CKF; RAG1 CKF para C. kelberi e COICp F; RAG1 CPF para C.
piquiti) foram desenhados internos aos primers universais a fim de produzir
fragmentos de tamanhos diferentes para cada espécie por PCR multiplex (Tabela 3).
Os tamanhos dos fragmentos de DNA foram determinados em géis de agarose a 2%
corados com SYBR® Safe DNA (0,015uL/ ml) e visualizadas em transiluminador, sob

luz ultravioleta (UV) e fotografadas com camera OLYMPUS, C-5060.

Tabela 1. Sequéncias de primers universais.

Gene Sequéncia do gene Referencias
RAG1 (Cichla F) 5" - GGCTCTCTGGATGGTCTTCCT - 3’ Presente estudo
RAG1 (Cichla R) 5’ - ACACTTCYCCAATYTCATCCTGGA - 3’ Presente estudo

Fish2 F* 5’ - TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC - 3’ Ward et al. (2005)
Fish2 R* 5’ - ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA - 3’ Ward et al. (2005)
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Tabela 2. Condicdes utilizadas para a técnica de PCR-RFLP.

Enzima (gene) Programa

65°C / 60 minutos, 80°C / 20

Bsrl (RAG1) minutos

37°C / 60 minutos, 65°C / 20
NlalV (COI-FISH2)

minutos
Tabela 3. Sequéncias de primers espécie-especificos.

Gene Sequéncia do gene Referencias
RAG1 Ck F 5’ - AACCCCTTTTCTGAGTCCGTA - 3’ Presente estudo
RAG1CpF 5’- TACATCTGCACTCTATGTGACTCA - 3’ Presente estudo

COICk F 5’- ATGATCGGAGGCTTTGGAAAC - 3’ Presente estudo
COICpF 5’- GGTGTGTCCTCAATCCTGGT - 3’ Presente estudo

Resultados e Discussdao

Sequéncias parciais dos genes nuclear e mitocondrial RAG1 e COI,
respectivamente, revelaram algumas diferencas na composicdo de nucleotideos
entre as espécies. Os mapas de restricdo obtidos a partir destas sequéncias foram
utilizados para identificar enzimas com clivagem exclusiva para cada espécie.

A amplificagdo do gene nuclear RAG1 revelou fragmentos de
aproximadamente 850pb (pares de bases) em ambas as espécies analisadas e depois
de digeridos com a enzima Bsrl foram revelados bandas de aproximadamente 40pb,
150pb, 250pb e 360pb em C. kelberi enquanto que em C. piquiti as bandas possuiam
aproximadamente 40pb, 150pb e 610pb (Figura 1a). Em relacdo a amplificacdo do
gene mitocondrial COIl foram observadas bandas de aproximadamente 650pb para

ambas as espécies analisadas e posteriormente a clivagem da enzima NlalV, C.
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kelberi manteve bandas de cerca de 180pb e 260pb, enquanto que C. piquiti
demonstrou bandas de aproximadamente 120pb, 140pb e 180pb (Figura 1b).

Na reacdo de PCR multiplex, a amplificacdo do gene nuclear RAG1
demonstrou uma banda de aproximadamente 850pb, que correspondeu ao controle
de reagdo, e outra banda caracteristica de aproximadamente 140pb para C. kelberi e
260pb para C. piquiti (Figura 2a). J4 a técnica de PCR multiplex do gene mitocondrial
COl apresentou fragmentos de aproximadamente 650pb, correspondendo ao
controle da reagao e uma banda caracteristica de cerca de 260pb para C. kelberi e

500pb para C. piquiti (Figura 2b).

Figura 1. Padrdes de PCR-RFLP para a clivagem das enzimas Bsrl (a) e NlalV (b). Linhas: 1-8, Cichla
kelberi; 9-17, Cichla piquiti; L, marcador molecular de peso conhecido 1kb.
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Figura 2. Padrdo de PCR multiplex para o gene nuclear RAG1; Linhas: 1-7, Cichla kelberi; 8-17, Cichla
piquiti (a) e gene mitocondrial COI-FISH2; Linhas: 1-8, Cichla kelberi; 9-17, Cichla piquiti (b); L,
marcador de peso molecular conhecido 1Kb.

Os marcadores moleculares tém sido utilizados como um importante método
para a identificacdo de espécies com problemas taxonémicos (Avise 1994; Puorto et
al. 2001). Outros autores descrevem a utilizacdo desses marcadores, confirmando a
eficacia da técnica de PCR-RFLP e PCR multiplex na identificacdo de espécies de
Characiformes (Hashimoto et al. 2010), Siluriformes (Hashimoto et al. 2012; Prado et
al. 2011), Carcharhiniformes (Mendonca et al. 2012; De-Franco et al. 2010),
Perciformes (Trotta et al. 2005), entre outros. Logo, a problematica de identificagdo
morfoldgica ocorrente em algumas espécies de Cichla, sobretudo por varia¢des de
coloragdo reveladas por efeitos sexuais secunddrios (Reiss et al. 2012), pode ser

facilmente solucionada com o uso destes marcadores.
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Identificagdo genética das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti (Teleostei:
Perciformes, Cichlidae) em reservatorios do rio Parana e rio Tieté, SP

Resumo

O fato das espécies invasoras serem altamente eficientes na competicdo por
recursos, terem alta capacidade reprodutiva e de dispersao, faz com que dominem
0s ambientes em que sdo introduzidas, o que muitas vezes resulta na alteragao do
novo habitat em que sdo transpostas, modificando toda uma cadeia troéfica. Dentre
as espécies mais utilizadas em introdugdes, sobretudo na pratica do “peixamento”,
estd o género Cichla, conhecido popularmente como tucunaré, é muito utilizado na
pesca esportiva e exerce um papel importante na economia e alimentagdao humana.
Além disso, outra questdo que causa divergéncia de informacdo é a questdo da
hibridacdo interespecifica, ocorrente em diversos grupos de peixes, que
teoricamente também ocorreria entre Cichla kelberi e Cichla piquiti gerando um
hibrido conhecido pelos ribeirinhos como “carijo”. Sendo assim, o presente estudo
teve como objetivo analisar exemplares coletados na natureza das espécies Cichla
kelberi e Cichla piquiti e o possivel hibrido “carijo”, utilizando ferramentas
moleculares de identificagao, PCR multiplex e PCR-RFLP, em diferentes reservatérios
do rio Tieté e rio Parana no estado de Sdo Paulo. Foram coletados individuos das
espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti e “carijo” para a identificagao genética através
da utilizagdao dos genes RAG1 e COI. Todas as amostras analisadas com a técnica de
PCR multiplex apresentaram sitios mutacionais que diferenciaram Cichla kelberi de
Cichla piquiti. Ja para a identificagao do provavel hibrido, tanto para a técnica de PCR
multiplex como para a técnica PCR-RFLP, o “carij¢” apresentou padrao genético da
espécie C. piquiti, demonstrando que o mesmo é um morfotipo da espécie Cichla
piquiti. Logo, o estudo observou a eficiéncia dos marcadores moleculares propostos,
0 que permite a elaboracdo de um futuro projeto de avaliacdo do processo de

introdugao das espécies C. kelberi e C. piquiti fora dos locais de ocorréncia.
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Introdugao

A introdugdo intencional ou acidental de espécies resulta, muitas vezes, em
seu estabelecimento fora dos locais de origem (Cohen e Carlton 1995). Segundo
Pivello (2011), o fato das espécies invasoras serem altamente eficientes na
competicdo por recursos, terem alta capacidade reprodutiva e de dispersao, faz com
que dominem os ambientes em que s3ao introduzidas. Introdug¢es geralmente
ocorrem por diferentes razdes mas em sua maioria deve-se a agao antrdpica, dentre
estas estd a pratica do “peixamento”, atividade comumente utilizada em décadas
passadas, que consiste em introduzir espécies aldéctones em diferentes bacias
hidrograficas (Gollasch 2006). Esta atividade muitas vezes altera o novo habitat em
toda a cadeia trdfica, segundo Fuller (1999) a introdugao de espécies ndo nativas
corresponde a 35% da causa de extincdo de peixes e as espécies utilizadas para a
introdugao, em geral, apresentam facil adaptagao aos ambientes de destino. As
espécies do género Cichla sao bons exemplos a adaptacdo a ambientes |énticos e
vem se fazendo interessantes espécies de introdugcao em bacias hidrograficas
brasileiras (Santos et al. 2006).

O género Cichla é utilizado no controle de espécies exdticas com alta
prolificidade e, em muitas destas introdugdes tornaram-se a espécie mais abundante
(Petrere Junior 1996). Em 1967 a espécie foi introduzida no Lago Gatun localizado no
Panamad e eliminou cerca de 6 a 8 espécies nativas além da deplecdo numérica de
outras espécies de peixes, aves, zooplanctons, fitoplanctons e insetos (Delariva e
Agostinho. 1999). Sendo assim, é possivel avaliar as perturbacdes exercidas pelo

género Cichla em varios niveis da cadeia tréfica, controverso a isto, é indiscutivel o
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papel beneficiador da espécie para a economia e alimentagdao humana. Segundo
Kullander e Ferreira (2006), seu valor comercial se dd em razdo de sua importancia
como fonte de alimento além de sua intensa utilizacdo na pesca esportiva por ser
popularmente conhecido como um peixe “brigador”, ou seja, um peixe que oferece
resisténcia ao ser pescado.

Estudos como esse podem revelar a dominancia de habitat dos tucunarés
provavelmente devido a sua voracidade, prolificidade e adaptagao a ambientes
Iénticos, caracteristicas que fazem com que a espécie se torne potencialmente
invasora. Devido as problematicas em o género esta envolvido, tais como a
identificacdo errbnea das espécies, tornam-se necessarios estudos que
proporcionem ferramentas capazes de caracterizar e identificar espécies de peixe
que sao cultivadas ou simplesmente que alteram ambientes naturais. E, dentre as
ferramentas utilizadas neste tipo de estudo esta a genética molecular.

A genética molecular oferece diversos marcadores moleculares espécie-
especificos sobretudo para peixes. As técnicas de maior utilizagdo baseiam-se na
deteccdo da variabilidade de DNA nuclear (DNAn) e DNA mitocondrial (DNAmt),
dentre elas estdo a técnica de PCR multiplex e PCR-RFLP. Além disso, tais marcadores
proporcionam identificagdo de hibridos reciprocos e a detec¢ao de eventos
histéricos de hibridacdo (Toledo-Filho et al. 1994). As andlise de PCR-RFLP, segundo
El-Serafy et al. (2003) e Perdices et al. (2005) tém resultado eficientemente na
identificagdo de espécies de peixes e, recentes estudos utilizando a técnica de PCR
multiplex em conjunto com tal técnica tem gerado excelentes resultados de
identificacdo. Como observado em estudo proposto por Prado et al. (2012), onde

espécies de bagres e seus respectivos hibridos foram coletados na natureza e
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identificados com a utilizagdo de ambas as técnicas. Tais ferramentas moleculares
quando utilizadas em conjunto geram bons resultados devido a rapidez e baixo custo
da técnica de PCR multiplex e a eficiéncia e praticidade da técnica de PCR-RFLP como
observado por Teletchea (2009). O presente estudo teve como objetivo identificar
individuos das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti bem como sua possivel
hibridagao, em diferentes regides do estado de Sao Paulo utilizando as técnicas de

PCR multiplex e PCR-RFLP.

Materiais e Métodos

Foram coletados 125 individuos (fragmentos de nadadeira) das espécies
Cichla kelberi (tucunaré amarelo) e Cichla piquiti (tucunaré azul), além dos tucunarés
“carijos” em reservatérios do rio Parand e rio Tieté, nos municipios de llha Solteira,
Uru, Rubineia e Pauliceia, todos localizados no estado de Sao Paulo.

A extragao de DNA foi realizada de acordo com o protocolo do kit comercial
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), foi observada a integridade das
amostras de DNA através de gel de eletroforese 1% corado com SYBR® Safe DNA
(0,015uL/ ml) e visualizadas em transluminador, sob luz ultravioleta (UV). Foram
realizadas comparagdes diretas com o marcador padrao com peso molecular e
concentragdo conhecidos (Ladder Low Mass) para quantificagdo do DNA. Tais
amostras foram posteriormente armazenadas no Laboratdrio de Genética de Peixes
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas de Bauru - UNESP, formando um banco de
tecidos e de moléculas. Reagcbes de PCR multiplex foram realizadas com condicdes e

programas conforme descritos no Capitulo 2 dessa Dissertagao.
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A técnica de PCR-RFLP foi utilizada no presente estudo para confirmar os
dados apresentados pela técnica de PCR multiplex, para tais anadlises foram
realizadas amplificacdes dos genes universais COI-Fish2 e RAG1 e, posteriormente,
foi realizada a metodologia de PCR-RFLP conforme descrito no Capitulo 2.

Ambas técnicas tiveram seus produtos aplicados em gel de agarose 2%
corado com SYBR® Safe DNA (0,015uL/ ml) e visualizadas em transluminador, sob luz

ultravioleta (UV).

Resultados e Discussdao

Os resultados obtidos nas analises genéticas mostraram que todas as
amostras analisadas com a técnica de PCR multiplex apresentaram sitios mutacionais
que diferenciaram Cichla kelberi de Cichla piquiti. Foi testada a identificagao das
espécies tanto com gene mitocondrial quanto com o nuclear, uma vez que nas
andlises com espécies parentais o DNAn gera perfis eletroforéticos idénticos aos
perfis gerados pelo DNAmt (Scribner et al. 2001), no entanto, para analises de
hibridos os padrdes de bandamento seriam diferentes para o DNAn e DNAmt, uma
vez que o segundo apresentard padrdes idénticos ao parental materno, devido a
auséncia de mitocondrias paternas passada ao embrido do momento da fertilizacao.

Dentre outras questdes envolvidas no estudo havia a possivel hibridacdo a
ser testada devido ao fato de alguns animais, popularmente conhecidos como
“carijos”, apresentarem um padrdao morfoldgico intermedidrio ao das duas espécies
C. kelberi e C. piquiti. Contudo, segundo as analises genéticas, tanto para a técnica

de PCR multiplex como para a técnica PCR-RFLP, os espécimes chamados de “carijo”,
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apresentaram padrdo genético idénticos aos da espécie Cichla piquiti (tucunaré

azul). A partir dos dados encontrados no presente trabalho propdem-se que o

“carijo”, ndo trata-se de um hibrido de ambas as espécies, e sim de um morfotipo da

espécie C. piquiti, tal conclusdo estd embasada, além dos dados genéticos

apresentados no presente trabalhos, em estudos anteriores, como de Barlow (2000),

qgue descreve mudancas nos padrdes de coloracdo para diversas espécies de peixes

pertencentes a familia Cichlidae, caracteristica que também ocorre em espécies do

género Cichla (Winemiller 2001; Kullander e Ferreira 2006; Reiss et al. 2012). Estas

mudangas podem estar associadas a comportamentos agonisticos, comportamentos

de desova, de maturacdo e de selecdo sexual (Barlow 2000), além da inibicdo de

canibalismo relatado em Cichla ocellaris (Zaret 1977).

Tabela 1. Resultado das andlises de PCR multiplex e PCR-RFLP.

IDENTIFICACAO GENE RAG1 GENE COI IDENTIFICACAO
LOCALIDADE , n ,
MORFOLOGICA Ck Cp Ck Cp GENETICA
Cichla kelberi 22 X - X - Cichla kelberi
Cichla piquiti 31 - X - X Cichla piquiti
Cichla sp. (carijo) 3 - X - X Cichla piquiti
ILHA SOLTEIRA Cichla sp. (njo - .
] N 1 X - X - Cichla kelberi
identificado)
Cichla sp. (ndo 4 X X Cichla piauiti
- - ichla piquiti
identificado) pia
Cichla kelberi 14 X - X - Cichla kelberi
URU
Cichla piquiti 2 - X - X Cichla piquiti
Cichla kelberi 11 X - X - Cichla kelberi
RUBINEIA Cichla piquiti 29 - X - X Cichla piquiti
Cichla sp. (carijo) 1 - X - X Cichla piquiti
PAULINEA Cichla piquiti 7 - X - X Cichla piquiti
TOTAL 125

Ck-Cichla kelberi; Cp-Cichla piquiti.
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Figura 1. Resultados da aplicacdo dos marcadores moleculares pela técnica de PCR multiplex
coletados em ambientes naturais. Cichla kelberi(a) Cichla piquiti(b).

Segundo Kullander (2003), alguns autores descrevem os "tipos" discerniveis
morfologicamente como espécies distintas ou subespécies, o que resulta em um
problema taxonémico. Por outro lado, algumas publicacbes sugerem que os
resultados das variacdes morfolégicas tratam-se de dimorfismo sexual, isto é, que as
variantes mais coloridas seriam machos sexualmente maduros e as variantes mais
escuras seriam fémeas ou individuos imaturos (Braga 1953; Kullander e Ferreira
2006). Porém, ao observar os resultados do estudo, ambas teorias ndo responderiam
com éxito a questdo proposta, uma vez que a genética mostrou que os “carijés”
possuiam padrdo genético idéntico ao C. piquiti e, foram coletados exemplares de
ambos os sexos e diferentes tamanhos.

O estudo de Reiss et al. (2012), por possuir uma problematica semelhante,
traz uma hipotese alternativa de que as variantes da espécie Cichla temensis sao

uma espécie Unica e, através de analises observando o indice gonadossomatico, foi
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constatado que tais variagdes ocorrem de forma ciclica, tratando-se, portanto de
uma caracteristica sexual secundaria, indicando o estado reprodutivo de ambos os
sexos, ou seja, estimando a maturidade sexual. Ou ainda, como concluido por Val e
Almeida-Val (1995), é uma adaptacdo fisioldgica as condicdes ambientais variaveis,
caracteristica comumente observada em muitos peixes amazonicos.

Devido aos resultados semelhantes em ambas as regides de estudo do
trabalho de Reiss et al. (2012), é possivel confirmar que as caracteristicas analisadas
ndo sdao fendbmenos regionais para a espécies C. temensis. Sendo assim, a partir dos
dados encontrados no presente trabalho e, as informagdes propostas pela literatura,
podemos propor que o “carijé”, € um morfotipo da espécie C. piquiti. Dados como
este sdo de grande importancia, uma vez que a deteccdo de possiveis hibridacdes,
sobretudo, em populagdes selvagens é de grande valia para o desenvolvimento de
estratégias de gestdo ecoldgica (Allendorf et al. 2001) e a confirmagdo de um caso
do ndo-hibridacdo também vem a ser, por assim dizer, um dado de grande valia.

Outra questao observada pelas analises realizadas no presente trabalho foi a
identificagdo molecular exata da espécie Cichla kelberi que até recentemente era
erroneamente identificada como Cichla ocellaris ou Cichla monoculus, devido suas
semelhangas morfoldgicas, s6 apds revisdao taxondmica proposta por Kullander e
Ferreira (2006) foram separadas em trés espécies distintas, porém devido a
complexidade taxondmica dessas trés espécies, a problematica ainda é considerada
(Santos et al. 2011). Com a elaboracdo do presente estudo o uso desses marcadores
moleculares para a identificacdo dessas espécies do género Cichla se torna

facilmente executavel, o que possui importancia tanto ecoldgica quanto econdmica.
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Varios estudos vém demostrando a confiabilidade destes marcadores
molecular para a identificagdo exata e o monitoramento de diferentes espécies de
peixes (Magnussen et al. 2007; Apostolidis et al. 2007; Mendonca et al. 2009; Farell
et al. 2009; Mariguela et al. 2009; Hashimoto et al. 2010; De-Franco et al. 2010;
Mendonca et al. 2010; Aboim et al. 2010; Prado et al. 2011; Hashimoto et al. 2012;
Gomes et al. 2012; De-Franco et al. 2012; Karlsson et al. 2012; Prado et al. 2012).

Logo, o presente estudo ndo somente levanta a questdo da existéncia de um
morfotipo da espécie Cichla piquiti e a eficiéncia dos marcadores moleculares
propostos, como também, permite a elaboracdo de um futuro projeto de
monitoramento de identificacdo e avaliacdo do processo de introducao das espécies

Cichla kelberi e Cichla piquiti fora dos locais de ocorréncia.
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CONSIDERAGOES FINAIS

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Embora a ictiofauna brasileira represente uma das mais diversas, estudos
sobre sua biologia, taxonomia e genética sdo escassos. Desta forma, o presente
estudo tem importancia, haja visto que a ictiofauna constitui um valioso banco
genético e ha uma crescente preocupacdo quanto a manutencdo de estoques
naturais. Além disso, a identificacdo de espécies bem como a investigacdo de
hibridacdes entre peixes sobretudo, de espécies com alta prolificidade, é de grande
valia. Tendo em vista tal problematica, a utilizagdo de marcadores moleculares para
a identificacdo de espécies de peixes vem aumentando, tanto para observar a
diversidade de espécies neotropicais, quanto para preservar unidades
evolutivamente significativas para a manutengao dessa biodiversidade (Ryder 1986).

Primeiramente, observamos as caracteristicas citogenéticas das espécies e, a
observacdo do numero cariotipico de ambas espécies (Cichla kelberi e Cichla piquiti),
nos permitiu aumentar os dados citogenéticos para o género, uma vez que existem
poucos estudos para as mesmas. As andlises, como observado no Capitulo 1,
corroboraram com o esperado para os ciclideos ja que, o nimero diploide de 48
cromossomos acrocéntricos (2N=48), parece ser caracteristica basal para a ordem
Perciformes, propondo uma possivel derivagao préxima as espécies marinhas
(Galetti Junior et al. 2000). Sendo assim, tal numero cariotipico sugere uma
manuten¢dao de uma condigdao plesiomodrfica do grupo. O posicionamento e o
numero de marcagdes da NOR também corroboraram com estudos anteriores
(Teixeira et al. 2009; Valente et al. 2012) onde tais caracteristicas apresentam-se

como uma possivel simplesiomorfia para a familia (Feldberg e Bertollo 1985; Hsu et
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al. 1975). O bandamento C também confirma estudos precedentes. Outro dado
citogenético que nos fornece boas informacdes quanto a evolucdo da familia é o
posicionamento dos genes 5S e 18S DNAr, que se mostrou altamente conservado
entre as espécies. Uma vez que o DNAr em peixes sao sequéncias altamente
repetitivas pressupdem-se que a diferenciacdo de tamanho ou localizacdo das
mesmas pode estar relacionada com duplicacGes, dele¢des e/ou rearranjos
cromossomicos (Yogeeswaran et al. 2005). Logo, a observacdo de bandamentos
cromossOmicos, bem como a localizagdo de genes ribossOmicos pode fornecer
importantes insights sobre a evolugao do cariétipo dos Cichlidae.

Posteriormente foram observadas as caracteristicas moleculares das
espécies, tanto para propor sua identificagdo quanto para analisar a possivel
hibridagao decorrente de um suposto cruzamento entre elas. A possibilidade de uma
hibridagao natural decorrente do cruzamento entre tucunaré azul e tucunaré
amarelo parece ter surgido devido relatos de pescadores e populagao ribeirinha que
vem observando um tucunaré com padrao de coloragdo intermediario entre ambas
espécies, esta ocorréncia foi entao analisada por alguns autores. Oliveira et al.
(2006), analisou populacdes de Cichla kelberi e Cichla piquiti do alto rio Parana e
utilizou marcadores moleculares para a aplicacdo da técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), com o estudo foi confirmada uma hibridagao natural
entre ambas as espécies gerando hibridos férteis que supostamente realizariam
retrocruzamentos. Mais tarde, Almeida-Ferreira et al. (2011) analisou as mesmas
populacdes com marcadores moleculares aplicados a técnica de SPAR (Single Primer
Amplification Reaction) e as andlises confirmaram o estudo anterior. Porém, devido

a baixa confiabilidade de ambas as técnicas utilizadas pelos autores foi proposto, no
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presente estudo, a identificagdo molecular das espécies Cichla kelberi e Cichla piquiti
e, também, de seu possivel hibrido, através de uma técnica molecular mais eficaz,
que vem demonstrando exceléncia na aplicabilidade. Primeiramente os espécimes
coletados foram identificados morfologicamente e posteriormente analisados como
descrito anteriormente no Capitulo 2. A eficiéncia dos marcadores moleculares para
a técnica de PCR-multiplex e RFLP foi confirmada, contudo os possiveis hibridos
apresentaram um perfil eletroforético de Cichla piquiti (tucunaré azul) o que, sugere
gue o espécime analisado como hibrido possa ser um morfotipo do tucunaré azul. A
hipétese corrobora com estudo proposto por Reiss et al. (2012) que observaram
morfotipos de espécies do género Cichla que apresentam padrdes morfoldgicos
proximos uns aos outros. Além disso, com tais analises foi possivel desenvolver
primers espécie-especificos para ambas as espécies (Cichla kelberi e Cichla piquiti).
Com a elaboracdo dos marcadores propostos no Capitulo 2 foi possivel identificar
amostras coletadas em diferentes localidades do estado de S3ao Paulo, o que
demonstra a aplicabilidade e eficiéncia dos marcadores desenvolvidos.

Apesar da quantidade de estudo demonstrando o valor sdcio-econémico da
pesca esportiva (Vander Zanden et al. 2007; Jensen 2009), segundo Holley et al.
(2008) algumas espécies do género Cichla ainda possuem uma pesca comercial ndo
controlada. Sendo assim, esforgos de regulamentagao da pesca esportiva e da pesca
comercial sao necessdrias Sendo assim, os marcadores poderao ser amplamente
utilizados para a identificagao destas espécies em outros estudos de importancia
ecoldgica e/ou econdmica.

Desta forma, o presente estudo ndo somente levanta a questdo da existéncia

de um morfotipo da espécie Cichla piquiti e a eficiéncia dos marcadores moleculares
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propostos, como também, permite a elaboracdo de um futuro projeto de
monitoramento de identificacdo e avaliacdo do processo de introducdo das espécies
Cichla kelberi e Cichla piquiti fora dos locais de ocorréncia, ou mesmo estudos que
proponham o levantamento de espécies do género Cichla em outras bacias

hidrograficas.
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