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Resumo

No presente trabalho foram realizados estudos citogenéticos moleculares em duas
populacdes de peixes da espécie Astyanax bockmanni, provenientes de riachos
localizados na regidao de Botucatu, SP, sendo uma do ribeirdo Capivara, bacia do rio
Tieté e outra do ribeirdo Agua da Madalena, bacia do rio Paranapanema. Os resultados
obtidos evidenciaram que a populag¢ao de Astyanax bockmanni do ribeirdao Capivara
apresenta numero diploide de 50 cromossomos, sendo o caridtipo constituido por 8
cromossomos metacéntricos, 14 submetacéntricos, 12 subtelocéntricos e 16
acrocéntricos, enquanto os representantes da populacio do ribeirdo Agua da
Madalena também apresentam numero diploide de 50 cromossomos, mas com
cariétipo organizado em 8 cromossomos metacéntricos, 14 submetacéntricos, 16
subtelocéntricos e 12 acrocéntricos. Os resultados evidenciaram ainda que as
sequéncias para o DNAr 18S estdo amplamente dispersas pelo genoma das duas
populacdes, apresentando variacdes intra e interindividuais. Por outro lado, as
sequéncias para o DNAr 5S e as sequéncias para a Histona H1 mantiveram-se
cromossomicamente conservadas nestas duas amostras, sendo localizados sitios nos
pares 2 e 19 (DNAr 5S) e nos pares 2 e 15 (Histona H1). A baixa dispersdao de genes
estruturais e uma dindmica funcional independente entre as sequéncias de DNAr 5S e
18S podem estar relacionados com o processo de manutencdao e diferenciacao

cariotipica nestas populacdes de Astyanax bockmanni.

Palavras-chave: Marcadores cromossémicos, citogenética de peixes, DNAr 18S, DNAr

5S, Histona H1, regides organizadoras de nucléolo, Astyanax bockmanni.



Abstract

In the present work we performed molecular cytogenetic studies in two different
populations of Astyanax bockmanni from streams of Botucatu, SP: one from Capivara
river, on Tieté river basin and one from Agua da Madalena river, on Paranapanema
river basin. The results showed that the population of Astyanax bockmanni from
Capivara river have a diploid number of 50 chromosomes, with karyotype consisting of
8 methacentric, 14 submethacentric, 12 subtelocentric and 16 acrocentric, while the
individuals of the population from Agua da Madalena river have 50 diploid
chromosomes but with karyotype organized in 8 metacentric, 14 submetacentric, 16
subtelocentric and 12 acrocentric. Also, the rDNA 18s sequences are widely dispersed
throughout the genome of two populations, with intra and interindividual variations.
On the other hand, the sequences for rDNA 5S and Histone H1 remained
chromosomally conserved in these two samples and sites located in pairs 2 and 19
(rDNA 5S) and the pairs 2 and 15 (Histone H1). The low dispersion of structural genes
and a functional dynamic independence between sequences of rDNA 55 and rDNA 18S
may be related to the process of karyotype maintenance and differentiation in these

populations of Astyanax bockmanni.

Key-words: Chromosome markers, fish cytogenetic, rDNA 18S, rDNA 5S, Histone H1,

nucleolar organizers regions, Astyanax bockmanni.
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1. Introdugao

1.1 Aspectos gerais da citogenética de peixes

A ordem Characiformes apresenta cerca de 1600 espécies de peixes distribuidas na
Africa, América do Sul e América Central (Nelson, 2006). Informagdes citogenéticas estdo
disponiveis para aproximadamente 480 espécies desta ordem (Oliveira et al., 2007).

A familia Characidae apresenta cerca de 950 espécies conhecidas, constituindo-se
na maior familia de peixes de agua doce na regido Neotropical. A despeito deste grande
numero de espécies, a taxonomia da familia Characidae ainda se apresenta confusa devido a
dificuldade de se estabelecer com clareza suas relagdes de origem (Oliveira et al., 2007).

A subfamilia Tetragonopterinae é uma das mais numerosas da familia Characidae,
com cerca de 500 espécies distribuidas por toda a América do Sul e Central, estendendo-se
desde a fronteira do México com os Estados Unidos até a Argentina (Britski, 1972). Sao
peixes de pequeno porte que, via de regra, ndo ultrapassam 10 centimetros de
comprimento, vivem em diferentes ambientes, a maioria é onivora e muito ativa (Britski,
1972), sendo popularmente conhecidos como lambaris, pequiras e tambius.

1.2 Estudos citogenéticos em Characiformes

Dentre as ordens mais representativas da Regido Neotropical estdo os
Characiformes, popularmente chamados de peixes de escamas, que apresentam ampla
variabilidade cariotipica com nimero dipldide variando entre 2n=28 no género Incertae sedis
a 2n=102 na familia Curimatidae (Oliveira et al., 2007).

De acordo com Scheel (1973), a estrutura cariotipica dos componentes da familia
Characidae pode ser caracterizada por apresentar dois grandes cromossomos metacéntricos,
que correspondem ao primeiro par do complemento A, sendo esta caracteristica
compartilhada por grande parte dos integrantes deste grupo. A partir deste trabalho, a
constatacdo foi corroborada por diferentes autores, como Salvador e Moreira-Filho (1992),
Maistro et al. (1992), Margarido e Galetti (1996) e Vicente et al., (1996), entre outros.
Entretanto, as andlises cariotipicas em Characideos tém revelado uma grande variedade
cromossOmica inter e intraespecifica, bem como polimorfismos cromossémicos estruturais e
numeéricos, poliploidia, além de cromossomos supranumerarios (Oliveira et al., 2007). Nesta
familia, alguns representantes podem ainda apresentar triploidia, como A. scabripinnis e A.

eigenmanniorum (Fauaz et al., 1994).



10

Cromossomos supranumerarios, chamados de cromossomos B, ndo homodlogos ao
complemento A, tém aparecido em estudos citogenéticos de diferentes espécies de peixes
Neotropicais, tendo sido detectados pela primeira vez em Prochilodus lineatus (Pauls e
Bertollo, 1983). Estes cromossomos ocorrem em freqliéncias varidveis em diferentes
espécies e populagdes de plantas e animais e podem ser instdveis durante a mitose e/ou a
meiose (Jones, 1991). Foram descritos em representantes de muitas familias, dentre elas a
familia Characidae (Mizoguchi e Martins-Santos, 1997), a qual pertence o género Astyanax.

Neste género, cromossomos B foram descritos para muitas espécies, como A.
scabripinnis (Salvador e Moreira-Filho, 1992), A. scabripinnis paranae (Maistro et al., 1999),
A. fasciatus, A. altiparanae, A. bockmanni (Hashimoto et al., 2011). Os cromossomos B do
género Astyanax possuem morfologias e tamanhos variados, sendo encontrados desde
macro até microcromossomos, além de estarem presentes em nudmero varidvel nas
populacdes e individuos. Mestriner et al. (2000) mapeou, no cromossomo B de uma
populacdo de A. scabripinnis, um tipo de DNA satélite enriquecido com A+T (59%), com
unidades monoméricas de 51 pb, nomeado As-51, a localizacdo deste DNA em posi¢oes
simétricas em ambos os bragos do cromossomo supranumerdrio metacéntrico e seu auto-
pareamento durante a meiose, permitiram inferir que o cromossomo B desta populacao é

um isocromossomo.

1.3 Estudos citogenéticos em Astyanax bockmanni

Astyanax bockmanni é uma espécie de peixe amplamente distribuida em rios das
regioes Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, tendo sido primeiramente classificada como A.
eigenmanniorum, uma espécie originalmente descrita no extremo sul do Brasil. Foi
diferenciada desta por possuir uma combinacdo de caracteres morfogenéticos e de
pigmentacdo, além de detalhes da denticdo oral diferente de A. eigenmanniorum e demais
congéneres (Vari e Castro 2007).

A espécie apresenta uma confluéncia de caracteristicas com outros grupos de
Astyanax, como um numero dipldide de 2n=50 cromossomos (Kavalco, 2009), que foi
descrito para varias espécies como A. eigenmanniorum (Fauaz et al., 1994) e A. giton e A.
parahybae (Kavalco e Moreira-Filho, 2003).

Kavalco (2009) descreve o cariétipo de A. bockmanni para duas populagbes da bacia

do Paranapanema. Este estudo mostrou que A. bockmanni possui um cariétipo ambiguo,
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uma vez que possui caracteristicas comuns do género Astyanax e outras divergentes. Duas
caracteristicas comuns do género sdo a conservacao dos sitios de DNAr 5S e a multiplicidade
de Ag-RONs, sendo os sitios de DNAr 18S identificados por FISH. Por outro lado, uma
caracteristica divergente foi a ndo verificacdo de homologia nos cromossomos dessas
populagdes com o DNA satélite AS-51, um marcador cromossOmico isolado de um
cromossomo B de A. scabripinnis que estaria distribuido nos cromossomos de espécies de
Astyanax.

Hashimoto (2010) descreve o cariétipo de A. bockmanni para duas populacdes da
bacia do Tieté e identifica um alto grau de polimorfismo de regiGes heterocromaticas nos
cromossomos dos individuos destas populacdes.

Em um estudo mais recente, Hashimoto (2011) aborda o uso de marcadores
citogenéticos juntamente com a analise de sequéncias de DNA no género Astyanax. O autor
mostra que em trés espécies de Astyanax sitios de Histona H1 estdo presentes na regido
pericentromérica de dois cromossomos. Adicionalmente, em A. bockmanni e A. fasciatus
sitios de DNAr 5S foram evidenciados em um cromossomo portador da Histona H1 e em um
cromossomo acrocéntrico, o que ndo foi observado em A. altiparanae. Estes dados e a
analise das sequéncias destes genes permitiram inferir que A. bockmanni esta mais
intimamente relacionado com A. fasciatus do que com A. altiparanae. Desta forma, o autor
mostra que marcadores citogenéticos sdo Uteis para a elucidacdo de processos envolvidos

na diferenciac¢do cariotipica dos peixes.

1.4 Mapeamento gendmico

Os estudos genéticos e citogenético-moleculares tém demonstrado a importancia
do conhecimento das seqliéncias de DNA e da localizacdo dos genes como ferramentas para
definir a estrutura e revelar a organizacdo e evolu¢dao do genoma das espécies, além da
possibilidade da sua localizacgdo nos cromossomos ser utilizada como marcadores
citogenéticos entre diferentes espécies (Kasahara, 2009).

Marcadores citogenéticos e genéticos baseados no DNA tém sido desenvolvidos
para emprego na aqlicultura, com o objetivo de melhorar tracos importantes dos estoques
de peixes, como o aumento do crescimento e a resisténcia a doencas. De modo semelhante,
diversos marcadores moleculares vém sendo utilizados para a construcdo de mapas

genéticos, que podem oferecer beneficios particulares para a aqicultura, especialmente
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para a identificacdo de estoques, andlises de caracteristicas quantitativas, cruzamentos
seletivos e acesso a variabilidade genética das populagGes (Porto-Foresti et al., 2007)
Atualmente os mapas genéticos podem ser construidos de trés maneiras: (1) pelo
mapeamento fisico, que localiza segmentos de DNA nos cariétipos das espécies por
metodologias citogenéticas; (2) por método do estabelecimento de mapas genéticos de
ligagdo, que se destinam a ordenar os marcadores moleculares nos cromossomos baseando-
se na frequéncia de recombinagdo entre os locos génicos; e (3) o ultimo tipo de mapa que se
baseia no seqiienciamento completo de nucleotideos do genoma de uma espécie (Martins

et al., 2004).

1.5 Consideragoes sobre a técnica Ag-RON e RegiGes ricas em GC

A técnica de Ag-RON consiste na impregnac¢ao por nitrato de Prata (Ag NO3) em
proteinas acidicas que se associam ao RNAr recém transcrito a partir do DNAr presente nas
regides organizadoras de nucléolos (NOR) dos cromossomos, ricas em bases GC. Em
determinadas fases do ciclo celular essas regides formam estruturas diferenciadas, os
nucléolos, que contém DNAr, RNAr e proteinas. Por isso, se um certo organizador nucleolar
ndo esteve em atividade no momento anterior ao da execucdo da técnica, ndo ocorrerd a
marcacao (Kasahara, 2009).

As regides do DNA ricas em bases GC podem ser detectadas por fluorocromos base-
especificos, como a Cromomicina A3 (CMA3), que mostra marcas cintilantes quando
iluminada com luz UV na faixa de 450-490 nm (zona de excita¢cdo do azul). Quando associada
a um contra-corante AT especifico, como o DAPI, produz um padrdo diferente do observado
sem a associacao (Kasahara, 2009).

As marcagoes por Ag-RON e pela CMA; podem ser coincidentes, pois as RON s sdo
regioes ricas em bases GC. Porém, ha relatos em que as RON s ndao foram marcadas pela
CMA;s, mostrando que, embora as NORs sejam regides ricas em bases GC, o emprego da
CMA; pode levar a resultados ndo conclusivos sobre a ocorréncia das regides organizadoras
de nucléolos (Kasahara, 2009). Também existem estudos que mostraram que a CMA3; pode
identificar sitios que ndo sao detectados pela Ag- RON, uma vez que a CMA; identifica sitios
GC independentemente de sua atividade e a Ag- RON identifica sitios com genes ribossomais
compostos por bases GC em atividade (Galetti E Rasch, 1993; Mestriner et al., 1995; entre

outros).
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1.6 Hibridagao in situ e sondas de DNAr 18S e 5S

A citogenética molecular passou a utilizar técnicas de manipulagdo do material
genético associadas a deteccdo de seqliéncias especificas de DNA. Entre os avangos
metodoldgicos apresentados na area da pesquisa citogenética, destaca-se a utilizagdo de
sondas cromossomo-especificas associadas as técnicas de hibridacdo in situ fluorescente
(FISH). Pela técnica de FISH, uma sonda de DNA marcada é hibridada sobre alvos citolégicos
(cromossomos metafasicos, nucleos interfdasicos, fibras de cromatina entendidas, etc). Mais
recentemente, novas metodologias de FISH tém possibilitado a utilizagdo simultanea de
diversas sondas marcadas com diferentes fluorocromos, sendo que algumas destas tem sido
empregadas em varios grupos bioldgicos, como no caso apresentado por Pieczarca et al,
(2005), que utilizou M-FISH (multiplex-FISH) em estudos evolutivos em familias de
Phyllostomidae (Chiroptera). Além desse caso, Speicher e Carter (2005) descrevem a
utilizacdo do SKY (Spectral Karyotyping) e COBRA (Combined Binary Ratio Labelling) na
identificacdo mais refinada de modificacdes cromossémicas no genoma humano. Em todos
estes casos, as diferentes sondas podem ser hibridadas simultaneamente no genoma do
organismo em estudo, caracterizando com maior precisdo eventos de alteracdo ou evolucdo
do caridtipo. No caso dos peixes especificamente, essas técnicas apenas recentemente
comegaram a ser utilizadas.

A preparacao de uma sonda para FISH, independentemente da sua natureza
composicional, é um processo que envolve varios passos. As sondas de regides
cromossOmicas especificas ou de cromossomos inteiros podem ser produzidas por extracdo
de DNA ou microdissecg¢do, seguida por reacdo de amplificagcdao via PCR, independente da
seqléncia.

Nos seres vivos eucariontes os diferentes tipos de RNA ribossomal sao codificados
pelas familias multigénicas de DNA 45S e 5S, que por sua vez apresentam unidades
repetitivas organizadas em “tandem” de centenas de milhares de cépias (Long e Dawid,
1980). O DNAr 45S é formado pelos tipos de DNAr 18S, 5.85 e 28S, cujos sitios
cromossomicos correspondem as regides organizadoras de nucléolos (RONs). Desta forma o
estudo com sondas de DNAr 18S contribuem para o entendimento da atividade dos genes

ribossomais, pois a impregnacao por nitrato de Prata que é utilizada para identificacdo das
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RONs, sé revela regides organizadoras de nucléolos que estariam ativas na intérfase
precedente (Goodpasture e Bloom, 1975; Howell e Black, 1980; Gromicho et al., 2004).

O DNAr 5S, que codifica o RNAr 5S, ndo esta envolvido na formagdo das RONs (Long
e Dawid, 1980). Sdo regides muito conservadas mesmo entre diferentes espécies, porém as
variagOes nos espacadores nao transcritos (NTS) sdo em geral espécie-especificas (Pendas et
al., 1995) e as sondas de DNAr ou RNAr 5S estdo sendo utilizadas em estudos evolutivos

(Nelson e Honda, 1985; Sajdak et al., 1998; Martins e Wasko, 2004).
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2. Objetivos

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar citogeneticamente
duas populacdes de A. bockmanni e realizar o mapeamento fisico das regides organizadoras
de nucléolos e sitios de genes ribossomais 18S e 5S e Histona H1, buscando dados adicionais
a determinacdo do caridtipo e organizacdo dos mecanismos envolvidos no surgimento da

espécie e seu papel nos processos de diversificacdo bioldgica neste grupo de espécies.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Regiao estudada

O Municipio de Botucatu é drenado ao norte pela bacia do rio Tieté e ao sul pela
bacia do rio Pardo. A bacia hidrografica do Rio Tieté, que tem como tributdrios o rio
Alambari e rio Capivara, ocupa uma drea de aproximadamente 77.300 ha. do municipio.

Os recursos hidroldgicos dos rios da bacia do Tieté sdo amplamente utilizados
pela populagdo de Botucatu e regido, que desenvolve nestes rios atividade pesqueira de
importante papel na economia local. Os corpos d’agua também sdao amplamente utilizados
para o turismo ecoldgico, atividades nauticas e transporte.

A bacia hidrografica do Rio Pardo ocupa uma drea de aproximadamente 72.100
ha das terras de Botucatu, sendo o Rio Pardo um afluente do rio Paranapanema. Ele tem sua
nascente no municipio de Pardinho a 1.003 metros de altitude, junto do "front" da Cuesta
(Serra do Limoeiro). Percorre uma extensdo de 67 km no municipio de Botucatu,
distribuindo dgua e vida.

O Rio Pardo possui dois importantes represamentos artificiais, a Represa da
Cascata Véu de Noiva, na qual foram coletadas as amostras para este estudo e a do
Mandacaru, onde é realizado o sistema de abastecimento de dgua das cidades de Botucatu e
Pardinho. O Rio Pardo e afluentes sdao intensamente utilizados para irrigagdo, pois os
melhores solos agricolas do municipio estdo localizados em sua bacia hidrografica (Almeida e
Carneiro, 1998). Esta drea apresenta problemas no que diz respeito a poluicdo das aguas,
degradacdo e assoreamento de rios. A falta de conservacdo adequada, inclusive com plantio
de culturas muito préoximo as margens, vem provocando impasses nos recursos naturais,
além de poluicdo do meio ambiente por residuos industriais e organicos (Ribeiro e Campos,
2007). Neste contexto, o estudo das espécies de peixes ainda presentes nestes ambientes
constitui uma tarefa necessaria e urgente, para que se possam tomar medidas adequadas de
manejo da biodiversidade existente.

3.2 Obtencao dos exemplares

Quarenta individuos de A. bockmanni (26 fémeas e 14 machos) foram coletados no

ribeirdo Agua da Madalena, bacia do rio Paranapanema, Botucatu, SP, Brazil (22259'23”S
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489225’31”W) e quinze individuos (10 fémeas e 5 machos) foram coletados em um tributario
do rio Capivara, bacia do rio Tieté, Botucatu SP, Brazil (22°53'57"S 48°23'11"0).

Os exemplares analisados foram fixados em formol a 10% e conservados em alcool
70% e apds identificacdo, foram depositados no Museu do Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes da UNESP de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
3.3 Metodologia

Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células do rim, por meio da
técnica de obtencdo de preparagGes cromossémicas descrita por Foresti et al. (1993), para
estudo em peixes. A andlise da heterocromatina constitutiva com a utilizagcdao da técnica de
bandeamento C e das regibes organizadoras de nucléolo Ag-RONs, seguiram as
metodologias descritas por Sumner (1972) e Howell e Black (1980), respectivamente. A
coloragcdo cromossdmica com fluorocromo Cromomicina A3 foi feita a partir da técnica de
Schweizer (1980). Para a montagem dos caridtipos, os cromossomos foram classificados
segundo Levan et al. (1964) em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos
(st) e acrocéntricos (a).

3.4 Identificacdo de regioes de heterocromatina constitutiva (Bandas C)

Para a identificacdo de heterocromatina constitutiva (Bandas C), foi utilizada a
técnica descrita por Sumner (1972), com algumas adaptacdes: tratar o material preparado,
segundo a técnica descrita para cromossomos mitéticos, com HCl 0,2 N a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar ao ar. Colocar
a lamina em soluc¢do salina 2xSSC, a 600C, por 15 minutos. Lavar a lamina em agua corrente
e deixar secar ao ar. Colocar a lamina em solucdo aquosa de hidroxido de bario (Ba
(OH)28H20) 5%, recém-preparada e filtrada, a 420 C, durante 1 a 2,5 minutos. Para
interromper a acdo da solucdo de hidréxido de bario, submergir rapidamente a lamina em
solucdo de HCl 0,2 N, lavar em agua corrente e deixar secar ao ar. Colocar a lamina em
solugdo salina 2xSSC a 600 C durante 45 minutos. Lavar a lamina em agua corrente e secar
ao ar. Corar com solugdo de Giemsa diluida a 2% em tampao fosfato (pH=6,8), durante 15
minutos.

3.5 Identificacdo das regides organizadoras de nucléolo (RON)
As regides organizadoras de nucléolos foram detectadas através da técnica
descrita por Howell e Black (1980) segundo o seguinte protocolo: pingar sobre uma lamina,

preparada conforme a técnica adotada para cromossomos mitéticos, 1 gota de solucdo
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aquosa de gelatina a 2% (acrescida de acido formico na propor¢do de 1 ml para cada 100 ml
de solucdo) mantida em frasco escuro e em geladeira (pode-se utilizar gelatina comercial
sem sabor e incolor). Adicionar, sobre a gota anterior, 1 gota de dagua destilada e 2 gotas de
solucdo aquosa de nitrato de Prata a 50% mantida em frasco escuro e em geladeira. Misturar
bem e cobrir com uma laminula. Incubar em estufa a 600 C, sobre um suporte, por um
periodo de aproximadamente 3 minutos, dependendo de um monitoramento da coloracao
da lamina e dos cromossomos ao microscépio. Apds o tempo apropriado, quando os
cromossomos assumirem uma tonalidade amarelada e as RONs e os nucléolos uma
coloragdo preta ou marrom, lavar em agua deionizada, possibilitando que a laminula seja
retirada pela propria agua. Corar com Giemsa a 5% diluido em tampao fosfato (pH=6,8),
durante 20 a 30 segundos, e lavar em dgua corrente.
3.6 Coloragao pelo fluorocromo cromomicina A3 (GC especifico)

A técnica utilizada foi a descrita por Schweizer (1980), como segue:
a) pingar 15ul da solugao celular em uma lamina limpa e secar ao ar;
b) adicionar 50ul de solu¢do de cromomicina As (1 mg/ml), cobrir com laminula e deixar por
60 minutos no escuro;
c) escorrer a laminula e lavar em 4gua de torneira;
d) deixar secar ao ar e montar com uma nova laminula utilizando meio de solu¢do de
sacarose saturada, filtrada antes do uso ou em meio de montagem;
e) manter a ldamina no escuro e examinar sob microscopia de epifluorescéncia apds cerca de
30 dias.
3.7 Hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH)

A aplicacdo da técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada
com base em procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com adaptacdes
implementadas no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Morfologia
IB/UNESP. As sondas de DNA que foram utilizadas na hibridacdo in situ fluorescente (FISH), a
partir de DNA ribossémico 5S e 18S estavam disponiveis no Laboratdrio de Biologia e
Genética de Peixes da UNESP, Campus de Botucatu-SP. A técnica consiste em marcar as
sondas obtidas com biotina-11-dATP, através de “nick translation”, utilizando o kit
BionicKTM Labelling System (Gibco. BRL), seguindo as especificacdes do fabricante. Neste
procedimento deve-se adicionar em um tubo de 1.5ml, misturar 5ul de dNTP Mix 10x, 1ug

de DNA (sonda), 5ul de Mix de enzima 10x e agua estéril para completar 45ul. Incubar a
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solucdo a 162C por 2 horas e, apds este periodo, adicionar 5ul de tampdo de parada, acetato
de sédio 3M a 1/10 do volume e dois volumes de etanol absoluto gelado. Misturar o tubo
por varias vezes e manter a -202C por pelo menos 3 horas. Centrifugar o material a
13.000rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante e acrescentar 50ul de dalcool 70%
gelado. Centrifugar mais uma vez o material a 13.000rpm por 5 minutos e secar em estufa a
379C. Ressuspender a sonda ja marcada em 80ul de agua estéril e adicionar solucdo de
formamida 50%, sulfato de dextrano 10% e 2xSSC (NaCl 0.29M, Na3C6H5 0.029M, pH 7.0).
Denaturar esta solucdo de hibridacdo em banho fervente por 10 minutos e transferi-la
imediatamente para um recipiente com gelo.

Anteriormente a hibridacdo, pré-tratar as laminas contendo preparacdes
cromossémicas com solugdo de RNAse (40ug/ml em 2xSSC) durante 1 hora e 30 minutos em
camara Umida a 372C. Posteriormente, lavar as laminas por 10 minutos em solug¢dao de 2xSSC
por duas vezes e desidratd—las em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 10 minutos cada
série, a temperatura ambiente. Denaturar as laminas em formamida 70%/2xSSC por 5
minutos a 702C e posteriormente desidratd-las em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5
minutos cada série a -202C. Aplicar 40ul da solugao de hibrida¢do (contendo cerca de 150ng
de sonda) sobre cada lamina e cobrir com uma laminula. Apds incubagdao durante 12-14
horas a 372C em camara Umida, lavar as laminas por duas vezes em solu¢dao formamida
50%/2xSSC por 15 minutos a 372C e posteriormente por mais duas vezes em 2xSSC por 15
minutos a 372C. Realizar mais uma outra lavagem em 4xSSC por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Sobre cada lamina, colocar 100ul de FITC 0.07% (Fluorceina Isotioanato)
conjugada a Avidina e diluida em tampao C (bicarbonato de sédio 0.1M e NaCl 0.15M, pH
8.5). Cobrir com uma laminula e incubar a 372C por 1 hora, em camara Umida. Lavar as
[aminas por 3 vezes (5 minutos cada) em tampao de bloqueio (NaHCO3 1.26%, citrato de
sédio 0.018%, Triton 0.038% e leite desnatado 1%) a 422C. Apds a lavagem, colocar 100ul de
anticorpo anti-Avidina biotinilada 2.5% sobre cada uma das laminas, cobrir com laminula e
manté-las a 379C por 30 minutos em camara Umida. Realizar a lavagem das laminas
utilizando o mesmo tampdao de bloqueio. O sinal de hibridacdo pode ser aumentado através
de sucessivos passos utilizando Avidina-FITC e anti-Avidina por 3 vezes (5 minutos cada) em
tampado de bloqueio a 422C e posteriormente por duas vezes em solu¢do de Triton 20/4xSSC
por 3 minutos cada vez. Utilizar 1ul de lodeto de Propidio (50ug/ml) com 25ul de solugdo

“antifade” (Vectashield antifade-Vector) para fazer a contra-colora¢do das laminas.
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3.8 Processamento das imagens

As suspensdes celulares convencionais foram analisadas em microscépio dptico
comum e a andlise da coloragdo cromossémica com composto fluorescente em
fotomicroscépio digital de fluorescéncia. As melhores metafases, ou seja, as que
apresentaram melhor dispersdao e cromossomos com morfologia mais nitida e melhores
padroes de banda mento, serdo fotografadas, sendo as imagens capturadas e serdo
registradas no fotomicroscopio digital OLYMPUS BX-UCB (suspensdes celulares
convencionais e coloracdo cromossdmica com composto fluorescente).
3.9 Medidas Cromossomicas

Os cromossomos tiveram sua morfologia estabelecida de acordo com a relacdo de
bracos (RB), segundo as propor¢des propostas por Levan et al. (1964), e foram classificados
em: metacéntrico (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntrico (RB de 1,71 a 3,00), subtelocéntricos
(RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB maior que 7,00).
3.10 Montagem dos Cariotipos

Feitas as medidas cromossémicas e estabelecido o numero de cromossomos
metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A), os
cromossomos foram arranjados segundo o tipo (M, SM, ST, A) e em ordem decrescente de

tamanho.
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4. Resultados

O numero dipldide dos exemplares analisados foi 2n=50 cromossomos em
ambas as populacdes (Figuras 1 e 2). A populacdo do ribeirdo Capivara apresentou estrutura
cariotipica organizada em 8m+14sm+12st+16a, com NF=84 (Figura 1), ja a populagdo do
ribeirdo Agua da Madalena apresentou estrutura cariotipica organizada em
8m+14sm+16st+12a, com NF= 82 (Figura2). Polimorfismos cromossdmicos relacionados ao
sexo e cromossomos B ndo foram encontrados.

A heterocromatina constitutiva foi localizada nos centromeros de alguns
cromossomos e blocos conspicuos foram observados terminalmente dispersos em alguns
pares de cromossomos acrocéntricos em ambas as popula¢des, mostrando uma distribuicdo
equilocal nessas regides. Polimorfismos de tamanho e numero nas regiées heterocromaticas

foram observados nas duas populac¢des (Figuras 1 e 2).
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Figura 1: Caridtipos de A. bockmanni do ribeirdo Capivara apds técnica de coloragdo com

Giemsa (esquerda) e bandeamento C (direita). Barra 10 pm.
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Figura 2: Caridtipos de A. bockmanni do ribeirdo Agua da Madalena apds técnica de

coloragdo com Giemsa (esquerda) e bandeamento C (direita). Barra 10 pum.
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As Ag-RONs foram localizadas em sitos multiplos nos cromossomos de individuos da
populacdo do ribeirdo agua da Madalena e em um par cromossémico nos individuos da
populacdo do rio Tieté (Figura 3). Também foi identificada uma marcacdo Ag-RON invertida
em um individuo dessa populagdo (Figura3). A Ag-RON sequéncial ao bandeamento C

evidenciou regides heterocromaticas Ag-RONs positivas e negativas.

Figura3: Cromossomos de individuos de A. bockmanni do ribeirdo Agua da Madalena
exibindo Ag-RONs multiplas (esquerda), do ribeirdo Capivara exibindo Ag-RONs simples (meio) e

inversdo das RONs (direita) apresentada por um individuo do ribeirdo Capivara.

A coloracdo com fluorocromo CMA; evidenciou sitios multiplos em ambas as
populacdes, sendo esses sitios possivelmente coincidentes com os sitios de Ag-RON e com
sitios heterocromaticos, estes ultimos, evidenciados com um brilho menos intenso. Outros
sitios adicionais foram observados e correspondem a regides com genes ribossomais da

subunidade 18S identificados pela técnica de FISH (Figura 4).

Figura 4: Metafases de A. bockmanni do ribeirdo Capivara (esquerda) e do ribeirdo Agua da

Madalena (direita) apds técnica de coloragdo com CMA;.

A técnica de FISH com sonda de DNAr 5S marcou um sitio pericentromérico em um
cromossomo metacéntrico e um sitio terminal no braco curto de um cromossomo

acrocéntrico em ambas as populacdes. O DNAr 18S mostrou-se disperso em ambas as
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populacdes (Figura 5). Jd a FISH com sonda de DNAr 18S revelou que estas sequéncias estdo
dispersas pelo genoma da espécie nas populacbes analisadas, mostrando varia¢des

interindividuais.

Figura 5: Metafases de A. bockmanni do ribeirdo Capivara (esquerda) e do ribeirdo Agua da

Madalena (direita) apds técnica de hibridacdo in situ fluorescente com sondas de DNAr 18S

(vermelho) e DNAr 5S (verde).

Os sitios para Histona H1 mostraram-se conservados para a espécie, sendo que foram
observados no brago curto dos cromossomos do par dois, em sintenia com o DNAr 5s, e
também no braco curto de um par de cromossomos submetacéntricos em ambas as

populacdes (Figura 6).

Figura 6: Metafases de A. bockmanni do ribeirdo Capivara (esquerda) e do ribeirdo Agua da

Madalena (direita) apds técnica de de hibridagao in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S

(vermelho) e Histona H1 (verde).



Populagao Bacia Hidrografica | Férmula Cariotipica Autor, ano
Rio Capivara Tieté 8m+14sm+12st+16a | Presente trabalho
Rio Campo Novo Tieté 6m+14sm+14st+16a | Hashimoto, 2010
Rio Barra Seca Tieté 6m+14sm+14st+16a | Hashimoto, 2010
Cérrego Agua da Madalena Paranapanema 8m+12sm+12st+18a | Presente trabalho
Rio Alambari Paranapanema 8m+8sm+18st +16a Hashimoto, 2011
S3o Miguel Arcanjo Paranapanema 10m+12sm+12st+16a Kavalco, 2009
Pilar do Sul Paranapanema 10m+12sm+12st+16a Kavalco, 2009

Quadro 1: Principais estudos envolvendo a espécie A. bockmanni nas bacias dos rios Tieté e Paranapanema.
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5. Discussao

O numero dipldide dos exemplares analisados foi de 2n=50 cromossomos e é
coincidente com o descrito para a espécie por Kavalco (2009) e Hashimoto (2010) e com
caridtipos descritos para outras espécies do género, como, A. eigenmanniorum (Fauaz et al.,,
1994), A. giton, A. parahybae (Kavalco e Moreira-Filho, 2003). O cariétipo segue a tendéncia
do género apresentando o primeiro par de cromossomos metacéntricos caracteristico dos
Characidae (Scheel, 1973; Morelli et al., 1983).

A organizagdo cariotipica encontrada difere entre as populagdes analisadas e de
outras populacdes de A. bockmanni (Kavalco, 2009; Hashimoto e Porto-Foresti, 2010;
Hashimoto et al., 2011). Esta divergéncia sugere a ocorréncia de diferenciacdo alopatrica.
Espécies de Astyanax restritas a pequenos tributdrios e rios podem sofrer evolucdao
independente a partir de eventos como rearranjos ndao-Robertsonianos ou polimorfismos
heterocromaticos extensos, ou ambos (Vicari et al., 2008).

O padrao equilocal de distribuicdo da heterocromatina encontrado neste estudo
pode ser decorrente de uma caracteristica de evolucdo coordenada atribuida a
heterocromatina, a qual seria uma tendéncia de evolugdo em unissono de uma familia
particular de DNA repetitivo com constituicdo molecular homogénea (Kasahara, 2009).

A dispersao da heterocromatina em regides teloméricas de cromossomos de A.
bockmanni encontrada é semelhante aos dados encontrados por Hashimoto (2010) para A.
bockmanni e por Mantovani (2000) para A. scabripinnis, podendo ser considerada uma
tendéncia no género Astyanax.

Esta dispersdao pode ser explicada com base no modelo proposto por Schweizer e
Loidl (1987) que diz respeito a “linear orientation of the anaphase opposite pole-directed
centromeres during mitotic interfase” (Rabl polarization). Esta conformacdo permitiria a
transferéncia de heterocromatina entre sitios equidistantes dos centrémeros de
cromossomos ndo homalogos. Outros processos também podem ter sido responsaveis pelo
alto grau de dispersdo da heterocromatina encontrado neste trabalho, tais como,
replicagdes multiplas, permutacdes desiguais, amplificacdes, acumula¢des ou delecdes
(Jonh, 1988). Por outro lado ndo podemos descartar a possibilidade de invasao por

elementos tranponiveis (Tafalla et al., 2006; Slotkin e Martiessen, 2007).
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Foi observado um polimorfismo de tamanho nas bandas C também encontrado em
outras populacdes de A. bockmanni (Hashimoto, 2010) e Astyanax scabripinnis (Mantovani
et al., 2000). Estes blocos de tamanho diferenciado em cromossomos homélogos podem ter
origem a partir de crossing-over desigual decorrente de pareamento ndo homodlogo dos
segmentos de DNA repetitivo durante a meiose. Estes processos sao capazes de aumentar
ou diminuir o nimero de cdpias de segmentos de DNA repetitivo (Smith, 1976).

A técnica de Ag-RON, que permite observar RONs ativas, revelou uma expressdo de
genes ribossomais diferente entre as populacdes analisadas.

A populagdo do rio Capivara apresentou, de forma geral, um padrdo de NORs, com
marcacdes em um par cromossomico. Este padrdo pode ser explicado pela amostragem
restrita a tributdrios que se encontram préximos e possivelmente pouco diferenciados. A
inversdao observada em um individuo neste trabalho pode ser decorrente de rearranjo
cromossomico envolvendo a regidao Ag-RON.

J4 no ribeirdo Agua da Madalena, a popula¢do analisada habita um represamento
onde, possivelmente, tributarios separados antes do represamento, evoluiam e originavam
padrdes ligeiramente diferentes de atividade de genes ribossomais. Uma vez que foram
postos em contato pelo represamento, esses diferentes padrdes originaram as variagdes dos
sitios Ag-RONs observadas.

Os diferentes padrées de Ag-RON observados em ambas as populacdes podem ter se
originado a partir de rearranjos estruturais do tipo transloca¢des reciprocas ou inversdes
gue podem ter alterado a localizacdo das NORs. Outros mecanismos tém sido propostos
para explicar variacdes nos padroes de NORs em populacdes de uma mesma espécie, como
neste caso, tais como, transposi¢cdao de segmentos de DNAr por meio de elementos genéticos
moveis, amplificagdo de gene uUnico de DNAr, originando regides organizadoras de nucléolo
funcionais, erros de insercdao apés amplificacdo de DNAr no curso da ovogénese, mas a
maioria sem comprovacao experimental. (Kasahara, 2009).

Dois tipos estruturais de NORs foram observadas no genoma dos individuos
analisados. Foram observadas NORs ativas associadas as regides heterocromaticas e RONs
ativas ndo associadas as essas regides, de forma que essa associa¢do ndo interferiu na
expressao dos genes dessas regides.

As regides Ag-RONs positivas foram fortemente marcadas pela CMA3; o que sugere

um conteldo GC rico. A heterocromatina constitutiva identificada pelo bandeamento C
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apresentou um brilho menos intenso quando corada pela CMA;, sugerindo um conteddo GC
diferenciado das NORs. Qutros sitios adicionais marcados pela CMA; sdo sitios com genes
ribossomais ndo ativos identificados pelo FISH com sonda de DNAr 18S.

A técnica FISH com sonda de DNAr 5S evidenciou marcacbes conservadas para a
espécie. Tal distribuicdo se apresenta semelhante aquelas identificadas em representantes
de outras populacdes dessa espécie (Kavalco, 2009; Hashimoto e Porto-Foresti, 2010;
Hashimoto et al.,, 2011) e do género (Mantovani et al., 2005), mostrando-se como uma
caracteristica de conservagao destes sitios no genoma do género Astyanax.

Considerando a existéncia de sitios para histona H1 e DNAr 55 em um mesmo
cromossomo em estudos com representantes de A. bockmanni, A. fasciatus e A. altiparanae
da bacia do rio Paranapanema, nossos resultados permitem apontar que sequéncias
histonicas e sequéncias de DNAr possam estar diretamente relacionadas, evoluirem de
maneira conjunta e se manterem fisicamente conservadas dentro da estrutura genomica
desse diversificado grupo de peixes Neotropicais.

As sequéncias de DNAr 18S mostraram-se dispersas nos genomas das populacdes
analisadas. Estudos utilizando sondas de DNAr 45S, do qual o 18S é uma subunidade, vém
mostrando uma alta variabilidade de posicao e nimero nas espécies de peixes. Sendo as Ag-
RONs multiplas comuns no género Astyanax (Artoni et al., 2008). Alteragdes cromossOmicas
estruturais, como duplicacdes e delecbes, sdo eficientes mecanismos de promocdo de

polimorfismos envolvendo as Ag-RONS (Gold et al., 1990).
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6. Conclusao

Apesar da separacdo geografica pela Cuesta de Botucatu, as popula¢cdes analisadas
encontram-se em estdgios pouco diferenciados, provavelmente devido ao pouco tempo de
surgimento da espécie dentro do género. Outras espécies como as do complexo A.
scabripinnis e A. fasciatus, mais antigas dentro do género, apresentam popula¢des com
graus de diferenciacdo mais relevantes.

Os dados deste trabalho e presentes na literatura revelam uma moderada dispersao
do DNAr 18S e uma conservagao dos sitios de DNAr 5s e histona H1 em A. bockmanni.
Provavelmente, esta baixa dispersdo de genes estruturais deve-se a pouca diferenciacdo
entre as populacdes dessa espécie analisadas até o presente momento, que fazem parte de
somente duas bacias hidrograficas, a do rio Tieté e do rio Paranapanema.

Nossos resultados permitem apontar que sequéncias histonicas e sequéncias de
DNAr podem estar diretamente relacionadas, evoluirem de maneira conjunta e se manterem
fisicamente conservadas dentro da estrutura gendmica desse diversificado grupo de peixes

Neotropicais.
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