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RESUMO: O lebiste ou “guppy” (Poecilia reticulata) € um peixe ornamental de expressivo valor comercial e
elevado numero de associa¢fes de criadores no Brasil e no mundo. Esta espécie pode também desempenhar o
papel de bioindicador da qualidade ambiental, o que revela a sua significativa importancia para o meio
ambiente. Embora a espécie seja mundialmente conhecida, ainda ha uma caréncia de estudos genéticos
basicos. A presente pesquisa visa o desenvolvimento do potencial genético da espécie, através da
padronizacdo de metodologias que envolvam a analise das suas caracteristicas cromossémicas. Para estas
investigacdes, foram empregados exemplares da linhagem Moscow originarias de uma criagdo comercial com
reconhecido destaque a nivel nacional. Para a analise citogenética, os melhores resultados foram obtidos com
testes dos machos adultos, que apresentam maior facilidade para a observacdo dos cromossomos.

Preparacdes realizadas com o auxilio de enzimas proteoliticas permitiram a observacdo de uma elevada
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freqiiéncia de configuracdes em metéafases. Preparacdes citoldgicas coradas com os corantes: Giemsa a 1%,
Carmim-acético 45% e Reagente de Schiff, revelaram o predominio de cromossomos acrocéntricos. Diversas
configuracdes demonstraram a ocorréncia de variacdes no grau de ploidia em um mesmo animal, indicando
que a dimensao corpérea pronunciada dos mesmos esta possivelmente associada com a elevagdo nos seus
niveis de ploidia. A intensificagédo das analises indica uma perspectiva muito promissora para o estudo genético
da espécie.

Palavras chave: Analise citogenética, lebiste, Poecilia reticulata

1. INTRODUCAO

O lebiste (Poecilia reticulata), mundialmente conhecido como guppy, € um
peixe ornamental intensivamente criado e de grande valor comercial no Brasil e mundo.
Segundo Winge (1922%), a espécie foi descoberta pelo Europeu Wilhelm C. H. Peters em
1805, gue conferiu 0 nome cientifico de Poecilia reticulata. Conforme o mesmo autor, 0 nome
‘guppy’ vem do reverendo inglés Robert John Lechmere Guppy, que enviou de uma ilha da
Ameérica do Sul em 1860 um exemplar deste peixe para o British Museum que, por sua vez,
batizou de “Girardinus guppy” em sua homenagem.

Atualmente ja existem centenas de linhagens criadas e fixadas (mantidas
geneticamente puras), por criadores internacionais e algumas também fixadas e mantidas
por criadores nacionais (Radionova, M.l., 1996). Os lebistes séo originarios da América do
Sul e Central, mais precisamente de estuarios localizados em Barbados, Trinidad Tobago,
Venezuela, Guianas e porcao norte do Brasil.

Ela € uma espécie de reproducdo ovovivipara (Winge 1922 a, b) e, devido a
sua beleza e grande potencial genético, no Brasil e no mundo foram criadas associa¢gfes de
criadores visando a melhoria genética da espécie e competicdes em exposicdes anuais entre

os criadores (http://www.ccg.org.br/).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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O melhoramento genético de guppy esta sendo desenvolvido ha varias
décadas (Winge, 19222), e resultou na criagcdo de inuUmeras linhagens com variagfes de
coloragdo, formato e tamanho. Entretanto, poucos estudos aos niveis citogenéticos e
genéticos dessa espécie tém sido realizado no Brasil, (Radionova, M.l., 1996), em
comparacao a nivel internacional.

A grande maioria das pesquisas relatadas demonstra que as analises foram e
estdo sendo feitas com base na avaliagdo do fendtipo, o que provoca, em curto prazo de
tempo, a perda dos padrbes das linhagens por falta de conhecimento de suas caracteristicas
hereditarias (http://www.ccg.org.br/).

A analise citogenética possibilita o estudo das alteracBes estruturais e
numéricas dos cromossomos, tais como: translocacfes, dele¢cdes, manifestacdes
citogenéticas de amplificacdo génica, além de perdas ou ganhos de cromossomos inteiros
(Kumar, et al., 2000). Os estudos cromossémicos e a determinacdo do cariétipo permitem o
fornecimento de subsidios de grande importancia para o melhoramento genético e para o
manejo das espécies.

Existe evidéncia genética de extensa base de um sistema de determinacéo do
sexo XY em guppy, sugerindo que uma regido limitada, ndo-recombinante do cromossomo Y
do guppy abriga o lécus do sexo masculino, determinante na ligacado genética relativa para
machos e genes ornamentais vantajosos (Winge 1922 a, b, 1927; Winge & Ditlevsen 1947;
Haskins et al. 1970). Os marcadores definem 23 grupos de enlace, que correspondem ao
numero hapléide conhecido de cromossomos da espécie (Tripathi, 2008).

A espécie apresenta um pronunciado dimorfismo sexual de tamanho corporal e
enfeites nupciais que s&o expressos exclusivamente em machos adultos. Uma fragdo
substancial dos genes ornamentais é fielmente transmitida de pai para filho, em cada
geracéo e pode, portanto, representar genes ornamentais masculinos vantajosos ligados ao
cromossomo Y de guppies selvagens (Winge 1927; Haskins et al. 1970). Outro conjunto de
genes ornamentais pode ser herdado da mée, mas sua expressdo € muito limitada aos
filhos(Khoo 1999a, b, c).

Algumas caracteristicas ligadas ao sexo tém sido mapeadas por marcadores
moleculares, os quais foram utilizados para gerar mapas de ligagdo parcial para esta espécie
(Khoo et al. 2003; Watanabe et al. 2005; Shen et al. 2007). Mapas genéticos sao, portanto,

VIl Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 3, 2012, p. 60-76.



”_ Deriodics Eletrinics ISSN 1980-0827
l

Volume 8, Numero 3, 2012

Forum Amblental Biodiversidade e

o s Daatiota Unidades de Conservagao

necessarios e permitem o mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas (QTL)
(Lander & Botstein 1989; Leder et al. 2006; Shirak et al. 2006).

Alguns estudos também tém demonstrado um mapeamento genético dos
padrdes de cores diferentes para 0s cromossomos sexuais, usando cepas ornamentais do
guppy (Khoo et al. 1999 a, c). Mapas adicionais de ligacdo para o genoma parcial do guppy
foram construidos (Foo et al. 1995; Khoo et al. 2003), com o auxilio de DNA polimorfico
amplificado randomicamente (RAPD), pela amplificagdo de polimorfismos no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) e marcadores de microssatélites (Watanabe et al. 2005;
Shen et al. 2007).

Mapas de ligacdo detalhados e completos de guppy, com polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNP) de marcadores ligados a expressao de genes codificadores de
proteinas (tag de sequéncia expressa, ou EST) ou cromossomo artificial bacteriano (BAC) de
clones gendmicos, mostram que 0s guppies machos apresentam altos niveis de variabilidade
fenotipica e genética para diversas caracteristicas, como tamanho, forma e cor (Reznick &
Endler 1982; Houde & Endler 1990; Endler 1995; Brooks & Endler 2001a; Hughes et al.
2005; Lindholm et al. 2005).

Além de uma série de estudos ecoldgicos e evolutivos, os guppies foram
estudados historicamente como um sistema modelo para a heranca ligada ao sexo de uma
variedade de tracos masculinos ornamentais importantes para a selecdo sexual e de
adaptacdo em populagbes naturais. A evolucdo do comportamento reprodutivo tem
demonstrado a existéncia de varias estratégias adaptativas da espécie no meio selvagem é
especificamente dirigido por um delicado equilibrio de for¢cas natural e sexual seletiva. Uma
variedade de estudos sobre estes aspectos da biologia ja gerou uma base para estabelecer
esta espécie como um sistema modelo para analise evolutiva (Houde & Endler 1990 a).

3. FORMULACAO DO PROBLEMA

Entre os principais problemas encontrados em programas de melhoramento
genético de guppies podem ser citados: a) dificuldades no melhoramento baseado

unicamente no fenotipo devido ao relativo desconhecimento da base genética de heranca
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das caracteristicas; b) dificuldade em discernir entre efeito genético x efeito ambiental ou
fisiologico; c) Infertiidade em algumas linhagens (principalmente albinas); d) Reverséo
sexual espontanea, €) Surgimento esporadico de mutacdes. A relativa escassez de estudos

sendo realizados no Brasil impede a resolucao da maioria destes problemas.

4. JUSTIFICATIVA

Embora a realizacdo de cruzamentos controlados e selecao de novas linhagens
desta espécie estejam sendo desenvolvidos ha varias décadas, resultando em criacdo de
inUmeras variagfes de coloragdo, tamanho e formato, nota-se uma relativa inexisténcia de
referencial teérico sobre melhoramento genético em lebistes. Mesmo considerando a grande
demanda pelo conhecimento desta espécie ja existente no Brasil.

A espécie é considerada a segunda espécie de peixe ornamental mais
comercializado no Brasil, além de existir varias exposi¢cdes de lebiste a nivel nacional e
internacional.

A escassez de dados referentes a genética da espécie no Brasil, constatado
em um extenso levantamento bibliogréfico, aliada a importancia comercial da espécie a nivel

mundial, incentivam e justificam a realizacdo da presente pesquisa.

5. OBJETIVOS

O presente trabalho visa estabelecer as bases para o desenvolvimento do
potencial genético desta espécie, a partir da utilizacdo de metodologias que envolvem uma
gama de informagfes genéticas e citogenéticas, em uma criacdo comercial plenamente
estabelecida.

Serdo avaliados os principais fatores em consideragdo ao melhoramento
genético e os cuidados exigidos para trés segmentos primarios de uma criacao: a)
Manutencéo da pureza genética de uma linhagem; b) Criacdo de novas linhagens a partir do
intercruzamento de linhagens pré-existentes; c) Identificacdo de muta¢des promissoras para

o desenvolvimento de novas linhagens.
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Para tanto, esta pesquisa se prop6s ao estudo basico da genética da espécie,

em especial, a andlise das caracteristicas citogenéticas da espécie. Esta pesquisa envolveu
a padronizacdo da técnica para observacdo e identificacdo de caracteristicas
cromossOmicas. Esta pesquisa também objetivou a verificacdo de uma hipétese preliminar

de possivel ocorréncia de poliploidia em linhagens selecionadas desta espécie.

6. MATERIAIS E METODOS
6.1. Material bioldgico

O material biolégico empregado foi obtido de uma criacdo com 27 linhagens
puras, que séo elas: Blue Grass, Blue Grass albino, Blue diamond, Full red, Full red albino,
Hb pastel, Hb pastel long fin, Red head albino, Full Black long fin ribbon, Hb red albino,
Moscow blue, Moscow purple, Moscow albino, Mikariff yellow, Metal snakeskin green, Metal
red lutino, Metal yellow albino, Red Grass, Red Grass albino, Hb black, Red lace snakeskin
albino, Red lace snakeskin, Snakeskin green, Moscow Full Black, Full White Albino Platinum,
Gold Red, Mikariff Yellow Albino . Além destas, outras seis linhagens, tidas como puras,
masque foram fixadas em estufas de criacdo: Moscow blue long fin swallow, Moscow blue
albino long fin swallow, Metal snakeskin long fin ribbon, Snakeskin green long fin ribbon e
Red lace snakeskin long fin ribbon e Moscow blue long fin ribbon.

A partir de todas essas linhagens, foi selecionada uma Moscow, que apresenta
variacdo para trés cores: purple, green e blue e, além disso, constitui também uma das
linhagens mais premiadas em exposi¢des nacionais e internacionais. A referida linhagem se
caracteriza por apresentar uma dimensao corporea pronunciada, coloragdo vistosa e atrativa.
Foram avaliados diversos tipos de tecidos de exemplares machos e fémeas, visando a
identificacdo dos materiais bioldégicos mais adequados para cada tipo de analise.

A referida criacdo, os reprodutores sao escolhidos através de caracteristicas do
fendtipo de acordo com o padrdo internacional da associacdo mundial de criadores (IFGA).
Os machos devem apresentar o seguinte padréo: abertura de cauda ‘padréo delta’ com 70°

de abertura; corpo e cauda no padrdo 1:1; dorsal no padréao 4:2; a nadadeira dorsal deve ter

VIl Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 3, 2012, p. 60-76.
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a mesma cor ou desenho da nadadeira caudal. Os machos sdo predominantes na
transmissdo das caracteristicas hereditarias, enquanto que as fémeas séo selecionadas pela
sua uniformidade de padréo, com dorsal forte e com cauda no formato redondo, pois delas
saem maior percentagem de machos no padrdo delta.

Todas as linhagens sdo mantidas conforme padrées adotados pelo criador e
pesquisador Sr. Alex Sandro Victor Leite.

A unidade experimental foi constituida de 5 a 10 animais da linhagem Moscow
Blue, que foram avaliados separadamente para as andlises citogenéticas, sendo considerado

cada animal uma repeticao.

6.2. Descricdo das condicdes experimentais

A criacdo é mantida em estufa com controle de temperatura, realizada através
de aquecedor de ambiente, sendo a temperatura ideal para espécie entre 26 e 28° C. Sao
realizadas sinfonagens dos aqudrios com troca parcial de agua duas vezes por semana,
aproximadamente 25 % do volume de 4gua do aquario em cada troca. A espécie necessita
entre 8 e 12 horas de iluminacdo diaria. Em aquarios para matrizes e reprodutores, €
necessaria uma quantidade minima de 5 litros de agua para cada peixe; ja em aquarios de

alevinos, exige-se o minimo de 1 litro de 4gua para cada peixe.

6.3. Variaveis analisadas

Para a analise citogenética foi realizada uma avaliacdo do nivel de ploidia dos
exemplares da linhagem selecionada, para verificar possiveis variagdes cromossémicas na
mesma. O local de realizacdo dos experimentos foi o Laboratério de Citogendmica e
Bioinformética da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, localizada em Presidente
Prudente (SP).

6.4. Andlise citogenética

VIl Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 3, 2012, p. 60-76.
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No presente trabalho, objetivou-se descrever uma metodologia para o preparo
de laminas e analise cromossdmica de lebistes, de modo a verificar caracteristicas
citogenéticas que possam evidenciar a evolugdo da espécie e auxiliar no estabelecimento de
cruzamentos controlados entre e dentro de linhagens.

Para a andlise citogenética, os machos foram utilizados e deles retirados as
testes, pois é o local que contém nas células a maior freqiéncia de metéafases, facilitando a

observacéo dos cromossomos.

7. RESULTADOS

A metodologia padronizada no laboratério envolveu a andlise de
microsporocitos de machos adultos, os quais foram removidos por excisdao do abdémen, e
utilizados para o preparo de laminas microscopicas, como descritas a seguir:

Etapas do protocolo experimental: Apos a fixacdo do lebiste em solucdo de
cloroférmio, e observacdo do mesmo sob a lupa é realizada uma incisdo no abdome (regido
acima do gonopddio) de modo a remover as “testes” do animal em solugao tampéao fosfato;
Os tecidos sdo removidos e espalhados sobre a lamina, com o auxilio da pinca, em solucao
fixadora Carnoy; As células espalhadas com o fixador Carnoy séo deixadas para secar ao ar
livre; E realizada a coloracdo com a solucdo Giemsa a 1% por 3 minutos ao ar livre; As
laminas permanentes sdo montadas com o auxilio de balsamo do Canada.

A partir desse protocolo experimental, foram desenvolvidas outras adaptagdes
para que obtivesse melhores resultados; A fixacdo do lebiste em solucdo de cloroférmio, e
observacdo do mesmo sob a lupa; E realizada uma incisdo no abdome (regido acima do
gonopdodio) de modo a remover as “testes” do animal em solugéo tampao fosfato (PBS); Os
tecidos sdo removidos e colocados e colocados em lamina com enzimas proteoliticas por 5
minutos; As células espalhadas cuidadosamente com o fixador Carnoy sao deixadas para
secar ao ar livre; Coloragdo com a solucdo Giemsa a 1% por 3 minutos ao ar livre; Coloracéo
com Carmim-acético a 45% aplicado enquanto as células sao espalhadas ao ar livre; As

laminas permanentes sdo montadas com o auxilio de Balsamo do Canada.
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Todos os tratamentos testados comprovam a viabilidade das metodologias
empregadas. Preparagbes com alta qualidade foram conservadas na forma permanente,
para posterior registro fotografico e documentacéo das configuracdes. Foi constatado que as
testes do animal lebiste (Poecilia reticulata) apresentam maior frequéncia de divisbes
celulares, facilitando a observacado dos cromossomos. Preparacdes realizadas com o auxilio
de enzimas proteoliticas permitiram a observacdo de uma elevada frequéncia de divisbes

celulares associadas a um alto indice de configuracdes em metafases.

Figura 01 (a e b): Exemplares machos de lebiste da linhagem Moscow, utilizada nos experimentos de

padronizac@o da metodologia de analise citogenética.

Figura 02: Estruturas teciduais das testes que apresentam grande nimero de células em divisao celular.
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Figura 03: Digestao dos tecidos das testes com solugdo enzimética e maceragao mecanica permitem a
liberagdo dos cromossomos para visualizagdo ao microscopio 6tico.
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Figura 04: Cromossomos metafésicos de lebiste (Poecilia reticulata) mostrando a sua caracteristica morfolégica
tipica com predominio de acrocéntricos.

VIl Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 3, 2012, p. 60-76.



| Vi Sk e

Perisdica Eletrinico ISSN 1980-0827

Volume 8, Numero 3, 2012

h Férum Ambiental Biodiversidade e

da Hita Paalista

Unidades de Conservagao

Figura 05: Cromossomos metafésicos de Lebiste (Poecilia reticulata) apos coloragdo com solugéo de
Giemsa a 1%, revelando elevado nivel de ploidia.

Com o objetivo de avaliar a hipétese de possivel ocorréncia de poliploidia, foi
padronizada uma nova metodologia de preparo citolégico, envolvendo a observacdo dos
cromossomos com um corante especifico de DNA, o reagente de Schiff, em associacdo ao
corante Carmin-acético. Apos o isolamento das testes do lebiste sob solugdo tampéo fosfato,
é realizada a fixagdo do material em solu¢cdo de Carnoy por 30 minutos; Em seguida, o
material € mantido em um frasco escuro com 2 gotas do reagente de Schiff por 45 minutos,
permanecendo este tempo em local protegido da luz. Ao término do tratamento, o material é
lavado em agua corrente, ainda dentro do frasco, durante 10 minutos. ApGs a coloragéo, os
tecidos sédo transferidos para uma lamina, onde sédo fragmentados em trés partes, com o
auxilio de solugdo de Carnoy, associado ao corante Carmin-acético. As laminas séo
deixadas para secar ao ar livre e, em seguida, montadas na forma permanente com a
utilizagdo de balsamo do Canada. Foram fotodocumentadas as imagens representativas dos
melhores resultados dos tratamentos avaliados.
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Tabela 01: Tratamentos utilizados em testes de lebistes machos (Poecilia reticulata).

Fixacao:

Fixador Carnoy (acido Acético glacial 3:1 (v/v)
etanol absoluto) que é utilizado tanto para células

vegetais quanto para células animais.

Tratamento enzimatico:

Sao utilizadas enzimas proteoliticas com o
objetivo de degradar as membranas celulares
expondo seu conteudo, de forma que esse

material possa ser evidenciado apds a coloracao.

Corantes:

Giemsa a 1%

Corante de afinidade pelo DNA, de
coloracdo azul/roxa. Tratamento com
solucdo a 1% por 3 (trés) minutos, e
lavado com &gua deionizada e deixado

secar ao ar livre.

Carmin-acético a 45%

Corante que possui afinidade pelo
material genético e outras estruturas
celulares, sua coloracdo é avermelhada.
O corante é adicionado durante o
espalhamento dos testes em associagao
com o fixador Carnoy. A lamina nédo é

lavada, e deixada secar ao ar livre.

Reagente de Schiff

Corante especifico de DNA. Séao
adicionadas gotas do corante sobre os
testes em tratamento, dentro de um
frasco escuro, e mantido por 45 minutos.
Em seguida é lavado, em agua corrente

por 10 minutos.
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Figura 06: Cromossomos metafésicos de lebiste (Poecilia reticulata) sob coloragdo com o reagente de Schiff e

solucdo de Carmin-acético, evidenciando a sua morfologia tipica.

Figura 07: Metafase mitdtica de lebiste (Poecilia reticulata) sob coloragdo com o reagente de Schiff e solugéo

de Carmin-acético, evidenciando a ocorréncia de poliploidia (4n = 92 cromossomos).

8. DISCUSSAO

Foi identificado um tecido que apresenta alto indice mitético e o material por
exceléncia para estudo citogenético. Os cromossomos sao evidentes com centrébmero e

VIl Forum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 3, 2012, p. 60-76.
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bandas. Foram identificados diferentes graus de condensagdo nos cromossomos, 0S quais
sdo recomendados para diferentes propdsitos. Quando 0s cromossomos apresentam o grau
de condensacao adequado, € possivel observar os padrdes de bandas, bem como possiveis
translocacoes e delecgdes.

Ja quando os cromossomos estdo no grau maximo de compactacdo, ha
dificuldade na analise da morfologia das cromatides, portanto sendo possivel realizar apenas
a contagem dos cromossomos, caracterizando as células como dipléides ou poliploides.

Diversas configuracdes demonstraram a ocorréncia de diferentes niveis de
ploidia em um mesmo animal, indicando que a dimensao corpérea pronunciada dos mesmos
esta possivelmente associada com a elevacéo nos seus niveis de ploidia, provavelmente em
condi¢cdes de mosaicismo.

A solucdo de Giemsa apresentou bons resultados na coloracdo dos
cromossomos. No entanto, além de corar também os artefatos na lamina, o corante estava
corando-os intensamente o que dificultava a identificagcdo dos tamanhos das croméatides bem
como o padrao de bandas. Somente a solugdo de Carmin-acético estava corando além dos
cromossomos, outros elementos considerados artefatos, que atrapalham e prejudicam tanto
a contagem dos cromossomos como na identificacdo dos mesmos.

O reagente de Schiff, por se tratar de um corante especifico de DNA, corou
apenas o0s cromossomos, evitando a coloragdo excessiva de artefatos. No entanto, a
coloragédo néo ficou tdo evidente, o que mostrou que o0 mesmo deve ser utilizado para a
coloragdo dos cromossomos em associagao com outros corantes.

Entre os tratamentos, a associa¢cdo do corante reagente de Schiff e o Carmin-
acético evidenciou os melhores resultados, uma vez que foi possivel corar primeiramente 0s
cromossomos com o reagente de Schiff e, em seguida, intensificar a coloragdo dos mesmos
com a solugcdo de Carmin-acético. Este tratamento permitiu a identificacdo dos
cromossomos, a sua contagem e também a visualizagdo de um padrdo de bandas

cromossdmicas.
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9. CONCLUSOES

Os resultados indicaram que foi possivel a padronizacdo da metodologia de
analise citogenética em lebiste, sendo que a intensificacdo das analises indica uma
perspectiva muito promissora para o estudo genético da espécie.

Diversas configuragcbes demonstraram a ocorréncia de diferentes niveis de
ploidia em um mesmo animal, indicando que a dimensédo corpdrea pronunciada dos mesmos
esta possivelmente associada com a elevacéo nos seus niveis de ploidia, provavelmente em
condicdes de mosaicismo.

O alto indice mitético abre perspectivas muito favoraveis para a sua utilizacéo
futura com outras técnicas de coloracao, tais como: coloracao de fluorescéncia, bandamento
de alta resolucdo, construcdo de cariotipo e assim, a analise comparativa de diferentes

linhagens.
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