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RESUMO

Os peixes do género Psalidodon sdao organismos modelos para estudos citogenéticos e
citogenomicos devido a caracteristicas interessantes como grande diversidade cariotipica,
padroes distintos de dispersio de DNA repetitivo e presenca de cromossomos
supranumerarios (B), sendo integrantes da ordem dos Characiformes, extremamente
diversa com familias distribuidas na Africa e América. Sendo amplamente irrigada com
componentes hidrograficos e com elementos de relevo que permitem uma variedade de
ambientes com grandes rios ¢ muitos pequenos afluentes, a geografia da regido
Neotropical oferece o cenario ideal para estudar a evolugado e diversificagdo de linhagens
de peixes. Neste trabalho, a caracterizacao cariotipica de uma populagdo até entao nao
estudada de Psalidodon anisitsi habitando o cérrego das cascatas (tributario do rio Tieté)
do municipio de Botucatu foi realizada, bem como a sua formula cariotipica identificada.
Além disso, as regides com aglomerados de heterocromatina constitutiva foram
determinadas, e a hibridacao in situ fluorescente da familia de DNA satélite As51
forneceu a localizagdo cromossomica de clusters dessa sequéncia repetitiva. Por fim,
foram feitas comparagdes com outros estudos realizados com diferentes populacdes dessa
espécie e espécies proximas. Os resultados obtidos indicaram um numero diploide 2n
=50, auséncia de cromossomos B e formula cariotipica (2M+14SM+18ST+16A) tanto
em machos quanto em fémeas. O bandeamento C revelou regides de heterocromatina
constitutiva na regido dos centrdomeros dos cromossomos e em regides subteloméricas
dos bragos longos de grandes cromossomos acrocéntricos. A técnica de FISH permitiu
evidenciar nos machos ¢ nas fémeas estudadas, fortes marcagdes subteloméricas no brago
longo de grandes cromossomos acrocéntricos. Todavia, nos machos alguns cromossomos
apresentaram marcagdes biteloméricas, ou seja, nos subteldmeros dos bragos longos e

curtos, 0 que nao ocorreu nas fémeas.

Palavras-chave: Citogenética de peixes, cromossomos, As51



ABSTRACT

Fish of the genus Psalidodon are model organisms for cytogenetic and cytogenomic
studies due to interesting characteristics such as great karyotypic diversity, distinct
patterns of repetitive DNA dispersion and presence of supernumerary chromosomes (B),
members of the order Characiformes, extremely diverse with families distributed in
Africa and America. Widely irrigated with hydrographic components and with
topographic elements that allow a variety of environments with large rivers and many
small tributaries, the geography of the neotropical region is an open-air laboratory for the
evolution and diversification of fish lineages. In this characterization work, it was
possible to obtain the diploid number for a hitherto unstudied population of Psalidodon
anisitsi inhabiting the cascatas stream from the municipality of Botucatu, as well as its
karyotypic formula. In addition, regions with clusters of constitutive heterochromatin
were found. Fluorescent in situ hybridization of the As51 satellite DNA family was
performed, providing the chromosomal location of clusters of this repetitive sequence.
Finally, comparisons were made with other studies carried out with different populations
of this species and related species. The results obtained indicated diploid number 2n =50,
absence of B chromosomes and karyotypic formula (2M+14SM+18ST+16A) in both
male and female. C banding revealed regions of constitutive heterochromatin in the region
of chromosomal centromeres and in the subtelomeric regions of the long arms of large
acrocentric chromosomes. The FISH technique made it possible to highlight, in the males
and females studied, strong subtelomeric marks on the long arm of large acrocentric
chromosomes. However, in males, some chromosomes showed marks in the subtelomeres

of the long as well in short arms, which did not occur in females.

Keywords: Fish cytogenetics, chromosomes, AsS1.



1. INTRODUGAO

Reconstruir a histéria evolutiva de grupos biologicos estd entre os maiores
desafios enfrentados pela biologia atualmente. Dentre os vertebrados, os ‘peixes’ se
apresentam como os mais diversificados, com os Actinopterygii contando com
aproximadamente 32.000 espécies, o que representa mais da metade das espécies de
vertebrados conhecidas hoje. Constituindo, dessa forma, o maior componente em
espécies de vertebrados vivendo em ambientes aquaticos (Guinot; Cavin, 2016). A regidao
Neotropical, por sua vez, abriga mais de seis mil espécies formalmente descritas, sendo a
mais diversa do planeta. Um dos fatores contribuintes para tal biodiversidade ¢ a
biogeografia dos neotropicos que permite uma heterogeneidade de ambientes, com a
presenca de grandes rios e milhares de pequenos afluentes, fazendo da regido Neotropical
um excelente local de estudo para a evolucdo e diversificagdo de linhagens de peixes

(Dagosta; de Pinna, 2017, 2019; Albert et al., 2018, 2020; Pelicice et al., 2021).

A ordem dos Characiformes ¢ uma da maiores e mais diversas ordens de peixes
dulcicolas, estando distribuidos pela Africa e as Américas, com 90% de suas espécies
concentradas na regido Neotropical. Este grupo inclui espécies de importancia comercial
e utilizadas na alimentagdo como os ‘dourados’ (género Salminus), espécies de aquarismo
como os conhecidos tetras (género Psalidodon), bem como predadores vorazes como a
‘traira’ (género Hoplias) e as piranhas (subfamilia Serrasalminae), além de detritivoros a
exemplo dos prochilodontideos (familia Prochilodontidae). Os Characiformes podem
atingir grandes tamanhos corporais como observado no género Hydrocynus, encontrado
na Africa, e o tambaqui (género Colossoma). Em contrapartida, existem muitas espécies

pequenas, muitas ndo excedendo os 26 mm (Toledo-Pizza et al., 2024).

A classificacdo das familias de Characiformes ficou estavel até a primeira década
do Século XXI, embora incertezas sobre as relacdes filogenéticas fossem reconhecidas
ha muito tempo (Reis ef al., 2003; Buckup et al., 2007), majoritariamente se referindo a
familia Characidae, que representa mais de 50% das espécies em Characiformes.
Doravante, muitos estudos utilizando analises morfoldgicas, citogenéticas e moleculares
foram e estdo sendo conduzidos para avaliar as relagdes filogenéticas na familia

Characidae (Mirande, 2019, Teran et al., 2020, Souza et al., 2022).

A familia Characidae ¢ a familia de peixes Neotropicais mais diversa, segundo

Eschmeyer e Fong (2017), com mais de 1.150 espécies, das quais 231 foram descritas nos



dez anos antecedentes a publicagao de seu trabalho, o que sugere muitas outras a serem
ainda catalogadas. Representa a quarta maior familia em nimero de espécies nos
Actinopterygii, apresentando uma enorme irradiacdo adaptativa. A maioria dos membros
dessa familia sdo peixes de pequeno porte, chegando até 8 cm de comprimento e muitas

espécies sao consideradas ornamentais, sob o nome popular de “tetras”. (Mirande, 2019).

Considerado um dos grupos mais ricos dentro de Characidae, o género Astyanax
Baird & Girard (1854), tinha até recentemente, em torno de 170 espécies validas,
distribuidas do sul dos Estados Unidos até a Argentina central, com grande representagao
em sistemas hidrograficos brasileiros (Fricke et al., 2020). Em 2020, Teran et al. (2020)
realizaram uma revisdo que combinou dados morfologicos e moleculares e, com base
nestes dados, dois novos géneros (Andromakhe Teran;, Benitez; Mirande, 2020;
Makunaima Terén; Benitez; Mirande, 2020) foram criados, o género Psalidodon foi
restabelecido e varias espécies de Astyanax foram agrupadas em oito outros géneros (veja

Teran et al., 2020 e Gavazzoni et al., 2023)

Uma espécie em particular, o tetra Buenos Aires (Psalidodon anisitsi) possui
grande distribuicdo nas bacias dos rios Parana e Uruguai (Froese, R.; Pauly, D., 2023).
Anteriomente era considerado como pertencente ao género Astyanax ¢ depois
Hyphessobrycon. Finalmente, a espécie foi realocada para o género Psalidodon, assim
como P. paranae, P. bockmanni e P. fasciatus, dentre outras (Teran et al., 2020). Dados
citogenéticos para Psalidodon e Astyanax indicam que a maioria das espécies possuem o
numero diploide 2n = 50, embora possuam grande diversidade cariotipica, com algumas
caracteristicas cromossOmicas exclusivas em algumas espécies e populagdes, como a
presenca de polimorfismos de heterocromatina e padrdes distintos de dispersdao de DNA
repetitivo (Mantovani et al., 2000; Almeida-Toledo et al., 2002; Kantek et al., 2009;
Hashimoto; Porto-Foresti 2010; Hashimoto et al., 2011; Utsunomia et al., 2017; Goes et
al., 2020). Essa grande quantidade de polimorfismos genéticos, combinado com espécies
cripticas resultam em “complexos de espécies” (Goes et al., 2020). Mais recentemente,
uma nova revisao taxonomica de Characidae propds a mudanga do género Psalidodon

para a familia Acestrorhamphidae (Melo ef al., 2024)

Estudos citogenéticos permitiram a identificacdo de complexos de espécies em
distintos grupos de peixes (Moreira-Filho; Bertollo, 1991; Pazza et al., 2006; Ciofti et al.,
2018; Gavazzoni et al., 2018; Nirchio et al., 2018). A combinagao de técnicas moleculares

com analises cromossomicas e morfologicas a fim de caracterizar a biodiversidade e



estrutura genética de populacdes de peixes ainda € relativamente rara, mas contribuiu de
maneira significativa para a taxonomia e sistematica desses organismos (Kavalco et al.,

2016; Pazza et al., 2018; Gavazzoni et al., 2023).

Desse modo, peixes oferecem boas oportunidades para estudos genéticos e
taxondmicos, visto que estudos citogenéticos vém sendo conduzidos com peixes desde a
década de 1970, utilizando majoritariamente técnicas citogenéticas classicas para
descricdo cariotipica (Yano et al. 2017). Estudos citogenéticos nesse molde sao
fundamentais para a melhor compreensdo da historia e dos processos evolutivos em
Characidae, visto que caracteristicas cromossOmicas nas populacdes revelam processos
de divergéncia criptica e especia¢do, assim como casos raros de hibridizagdo e
diferenciagdo de cromossomos sexuais. Recentemente, novas técnicas citogenéticas e
moleculares vém sendo empregadas no estudo dos cromossomos de peixes, como € o caso
da hibridagao fluorescente in situ (FISH). Essa técnica permite integrar as informagdes
moleculares presentes em sequencias de DNA com suas respectivas localizagoes fisicas
nos cromossomos, facilitando, assim, a caracterizacdo e montagem de genomas, além do
mais, multiplos dados sobre relacdes evolutivas foram elucidados por FISH (Yano et al.
2017; Liehr, 2021). Técnicas citogenéticas, moleculares e de analises morfologicas
contribuem significativamente para a taxonomia e sistematica desses organismos, bem
como caracterizar ¢ entender a biodiversidade e estrutura genética de populagdes, tal qual
a biodiversidade geral em peixes (Moreira-Filho; Bertollo, 1991; de Bello Ciofti ef al.,
2018; Gavazzoni et al., 2018; Gavazzoni et al., 2023). Dados citogenéticos para P. anisitsi
jé& existem, todavia, ha divergéncias na descri¢ao cariotipica dessa espécie em populagdes
distintas. Diante disso, o objetivo desse estudo € realizar uma caracterizagdo citogenética
de uma populagdo de Psalidodon anisitsi do corrego das cascatas (um tributario do Rio
Tiet€) no municipio de Botucatu, Sdo Paulo, uma localidade ndo estudada previamente e

comparar com estudos anteriores realizados com peixes de outras localidades.

2. OBJETIVOS

Realizar a caracterizagdo citogenética de uma populacdo de Psalidodon anisitsi
coletados no Corrego das Cascatas, no municipio de Botucatu. Obter o nimero diploide

e comparar os cariotipos de macho e fémea.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta

Para este estudo, os espécimes de Psalidodon anisitsi foram coletados no Corrego
das Cascatas (um tributario do Rio Tieté) integrante da Bacia do Alto Parana, nas
coordenadas 22°54°04’S 48°27°44”0O, no municipio de Botucatu, Estado de Sao Paulo.
Todos os procedimentos de amostragem, manutengdo e analise dos animais foram
realizados de acordo com as regras internacionais em experimentacdo animal seguidas

pela Universidade Estadual Paulista.

Todos os exemplares foram coletados utilizando covos e armazenados
imediatamente em tambores com oxigenagdo. Posteriormente, foram transportados ao
Laboratério de Gendmica e Conservagdo de Peixes, localizado no Departamento de
Ciéncias Biolodgicas da Faculdade de Ciéncias, UNESP-Bauru, onde foram transferidos

para aquarios aerados e mantidos até o inicio dos experimentos.
3.2 Obtencao de cromossomos metafasicos

As suspensodes celulares contendo cromossomos metafasicos mitoticos foram
obtidas a partir de células renais conforme o protocolo proposto em Foresti et al. (1981).
Tal técnica consiste na inibicdo da polimerizacdo dos microtibulos durante a divisdao
celular através da agdo da colchicina, o que inexoravelmente impede que as células em
mitose entrem na fase de anafase, estacionando-se em metafase, a fase da divisao celular
em que os cromossomos estdo mais condensados. Apds a inje¢do na regido intra-
abdominal de colchicina em concentracao 0,025% na proporcao de 1 ml/100 g de peso
do animal, o individuo é deixado em aquério aerado por 50 minutos e, em seguida,
sacrificado por excesso de anestésico benzocaina. Entdo, o rim anterior ¢ retirado e
transferido para uma placa de Petri contendo 7mL de solucao hipotonica (KC1 0,075M).
O material foi dissociado com auxilio de pingas e pipeta Pasteur e depois, transferido para
um tubo de centrifuga. A solucgdo foi mantida a 37°C por 21 minutos e retirada da estufa
para o acréscimo de 7 gotas de fixador Carnoy gelado (metanol e acido acético na
propor¢ao 3:1). A mistura foi agitada levemente com a ajuda de uma pipeta Pasteur e
ficara em repouso por 5 min em temperatura ambiente. 6 ml de fixador sdo adicionados
novamente e apds agitacdo a mistura ¢ levada a centrifuga (900 = 100 rpm) por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e o precipitado ressuspendido em 7 ml de fixador e

centrifugado novamente por 7 min a 900 + 100 rpm por mais trés vezes para uma completa
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fixagdo e lavagem das cé€lulas em suspensdo. Enfim, o material final foi diluido em
aproximadamente 300pL de fixador e armazenado em tubos de 1,5mL. Durante a etapa
de sacrificio dos animais, cada individuo terd o seu sexo identificado por inspecdo
gonadal em microscopio Optico e fragmentos de tecido muscular fixados em etanol 100%

para analises moleculares posteriores.
3.3 Coloracao convencional com Giemsa e bandeamento-C

Apo6s a obtencdo de suspensdes celulares contendo cromossomos metafasicos
mitoticos, a solugdo foi gotejada em laminas previamente limpas e secas. ApoOs a secagem
em temperatura ambiente, as ldminas foram coradas com solucdo de Giemsa a 5% em
tampao fosfato (pH 6,7) por 10 minutos para posterior observagao em microscopio optico
e fotografadas, com base nas imagens obtidas, os nimeros diploides foram obtidos e os
caridtipos, montados, classificando a morfologia dos cromossomos com base na razao
entre os tamanhos dos bragos curtos e longos e na posi¢ao centromérica de acordo com o

padrao estabelecido por Levan ef al., (1964).

Além disso, a localizacdo da heterocromatina constitutiva foi realizada pelo protocolo
descrito em Sumner (1972). Esta técnica consiste basicamente em: 1. hidrolisar as ldminas
por 30 minutos em HCI 0,2N a temperatura ambiente e lavar em 4gua destilada; 2. passar
por uma solu¢do de Ba(OH): por cerca de 40 segundos e lavar em agua destilada; 3. lavar
em HCI 1N a 60°C e, em seguida, em agua destilada; 4. incubar por 20 minutos em 2xSSC
(pH = 6,8) a 60°C; 5. corar por aproximadamente 30 minutos com solu¢do de Giemsa a

5% em tampao fosfato (pH = 6,7).

3.4 Hibridacao fluorescente in situ (FISH)

A técnica de FISH foi realizada de acordo como protocolo de Pinkel et al. (1986)
com algumas modifica¢cdes implementadas no Laboratorio de Gendmica e Conservacao
de Peixes (LAGENPE). Com o intuito de marcar as localiza¢des dos satélites As51, as
sondas foram marcadas utilizando digoxigenina-11 dUTP para a deteccao dos sinais,
enquanto os cromossomos foram contra-corados com DAPI. Foram selecionados 2

machos e 2 fémeas para realizar a FISH, com base na qualidade das preparacdes.
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4. RESULTADOS
4.1 Coloragao com Giemsa e montagem de cariotipos

Todos os individuos estudados apresentaram um namero diploide 2n = 50
cromossomos, contendo 25 pares. Nao foram encontradas evidéncias de cromossomos
supranumerarios em nenhuma das metafases analisadas. A classificagdo com base na
morfologia dos cromossomos evidenciou a presenca de um par de grandes cromossomos
metacéntricos, quatorze cromossomos submetacéntricos, dezoito cromossomos
subtelocéntricos e dezesseis cromossomos acrocéntricos de tamanhos variados,
caracterizando uma formula cariotipica (2M+14SM+18ST+16A). Esse resultado diverge
das formulas cariotipicas encontradas nos trabalhos de Centofante et al. (2003) e Goes et

al. (2020), 6M+16M+12ST+16A e 10M+2SM+20ST+18A, respectivamente.
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Figura 1: Cariétipo com coloragao convencional em giemsa de uma fémea de Psalidodon
anisitsi.
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Figura 2: Cariotipo com coloragéo convencional em giemsa de um macho de Psalidodon anisitsi.

4.2 Bandeamento C

A técnica de bandamento-C permite evidenciar regides de heterocromatina
constitutiva, basicamente danificando o cromossomo com uma base forte, as regides mais
condensadas sofrem menos dano, aparecendo mais escuras nas imagens de microscopia
oOtica. Regides de heterocromatina constitutiva foram encontradas nos centromeros dos
cromossomos € em regides subteloméricas dos bragos longos de cromossomos

acrocéntricos.
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Figura 3: Cariétipo de um macho de Psalidodon anisitsi apés bandeamento C
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4.3 Hibridacao fluorescente in situ com sondas de As51

A técnica de FISH permite observar em quais cromossomos estao localizadas as
porcdes do genoma que correspondem a sonda utilizada. No caso, foram utilizadas sondas
para marcacdo de regides contendo o DNA satélite As51. Tanto nos machos quanto nas
fémeas estudadas, fortes marcagdes subteloméricas no brago longo de grandes
cromossomos acrocéntricos estdo presentes. Todavia, nos machos alguns cromossomos
apresentaram marcagdes biteloméricas, ou seja, nos subteldmeros dos bragos longos e

curtos (destacados pelas setas brancas na figura 6 A), o que ndo ocorreu nas fémeas.

A moda em numero de marcagdes por metafase machos variou entre 18 ¢ 19, com
um dos machos estudados, apresentando bastante variagdo por metafase analisada e o
outro individuo macho acabou sendo mais estavel, oscilando entre 18 ¢ 19 marcagoes. O

numero de marcagdes nas fémeas flutuou entre 12 e 14.

Figura 4: Fémea (A) Metafase de FISH com as marcagbes do satélite As51 em vermelho e
cromossomos em azul. (B) Mesma metafase que em A, mas com faixa de cores diferente para
facilitar visualizagao.
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Figura 5: Macho (A) Metafase de FISH com as marcagbes do satélite As51 em vermelho e
cromossomos em azul. (B) Mesma metafase que em A, mas com faixa de cores diferente para
facilitar visualizacao.

5. DISCUSSAO

A formula cariotipica observada aqui (2M+14SM+18ST+16A) diverge das
formulas cariotipicas encontradas nos trabalhos de Centofante ez al. (2003) e Goes et al.
(2020). Uma hipotese para essas diferencas observadas nas formulass cariotipica seria a
ocorréncia de alteragdes cromossOmicas estruturais, como delecoes e inversdes
pericéntricas, que ocorreram de forma independente em cada uma das populacdes, como

resultado da diferenciag@o alopatrica.

O ndmero diploide 2n = 50, bem como o par de cromossomos metacéntricos
grandes é tipico dos peixes desse grupo, se apresentando em P. scabripinnis, P.
altiparanae, P. bockmanni, P. paranae e muitos outros, (Vicari et al., 2008; Abelini et
al., 2014, Daniel et al., 2015, Hashimoto, et al., 2008). Autores como Sanchez-Romero
et al. (2015) e Melo et al. (2024) sugerem que essa caracteristica € uma sinapomorfia de
Acestrorhamphidae. Todavia, todas essas especies mencionadas anteriormente possuem
registros de ocorréncia de cromossomos supranumerarios (cromossomos B), 0 que nao
acontece com P. anisitsi, com nenhuma evidéncia de cromossomos B encontrada nessa

espécie até agora.

As marcacOes de As51 comumente formam grandes aglomerados nas regifes

subteloméricas nos bragos longos nos grandes cromossomos acrocéntricos o que também

15



é observado em P. bockmanni, P. paranae, P. fasciatus e P. scrabipinnis (Abel et al.,
2006; Goes et al., 2022). Classicamente, clusters de As51 séo encontrados em regides de
heterocromatina constitutiva, o que pode ser observado ao parear uma metéfase de banda
C com uma metéfase hibridizada com As51 (Figura 7). Visto que a heterocromatina

constitutiva esta presente nas regides subtelomeéricas de cromossomos acrocéntricos.

i .

Figura 6: (A) Metafase de FISH com as marcagbes do satélite As51 em vermelho e
cromossomos em azul. (B) Metafase de banda C evidenciando regides com heterocromatina
constitutiva (pontos escuros indicados pelas setas)

As marcagdes de As51 encontradas em outros locus despertam curiosidade,
possivelmente podem estar associadas com sequéncias de DNA ribossomico como 458S e
188S, tais hipdteses podem ser comprovadas a partir de andlises bioinformaticas e da

hibridagdo fluorescente in situ regides de 45S e 18S.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo de caracterizagdo cariotipca € um aspecto basico para preparar estudos
mais complexos envolvendo aspectos citogendmicos e moleculares. Os pontos principais
desse trabalho incluem a confirma¢do do nimero diploide 2n = 50 nessa populacao de
Psalidodon anisitsi o que indica que essa espécie ndo possui alteragdes no nimero
diploide em diferentes populacdes. Apesar dos numeros diploides conservados entre
populagdes analisadas previamente desta espécie, foi possivel notar diferencas
significativas nas formulas cariotipicas dessas amostras. Também nao foram encontrados
cromossomos supranumerarios (B), diferentemente de varias espécies do mesmo género.

Regides de heterocromatina constitutiva e do satélite As51 se sobrepdem, todavia existem
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marcacoes desse satélite que nao estao localizadas em regides subteloméricas dos bragos

longos em grandes cromossomos acrocéntricos, principalmente nos machos analisados.
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