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RESUMO

A hibridag¢ao é um processo relevante para ecologia, conservagao e evolugdo das espécies,
mas sua ocorréncia natural e as consequéncias na biologia dos hibridos ainda sdo pouco
estudadas. Além disso, embora seja um evento que frequentemente leva a alteragdes
gonadais nos hibridos, a morfologia das gonadas desses animais e as vias celulares
envolvidas nessas alteracdes tem sido pouco investigadas. Neste sentido, o primeiro
objetivo deste trabalho foi testar a hipotese que as duas espécies de lambaris A. fasciatus
e A. paranae, vivendo em simpatria na cabeceira do Rio Grande, sdo capazes de
intercruzar no ambiente natural e gerar hibridos. Para isso, utilizamos uma abordagem
multidisciplinar que envolveu métodos de analises morfométrica e meristica dos peixes,
estudo da biologia reprodutiva e morfologia gonadal, além de sequenciamento de
fragmentos dos genes mitocondrial (COI) e nuclear (S7). A analise anatomica mostrou
caracteristicas intermediarias nos potenciais hibridos, enquanto as espécies parentais
apresentaram caracteres exclusivos. O estudo da biologia reprodutiva e gametogénese
mostrou que A. fasciatus e A. paranae apresentam sobreposi¢ao de periodo reprodutivo,
similaridade na morfologia de gonadas e gametas, bem como nas estratégias reprodutivas.
As analises genéticas suportaram a hipotese de hibrida¢do, uma vez que mostraram a
existéncia de duas espécies distintas e um grupo intermediario, com DNA mitocondrial
das duas espécies, apesar de apresentarem um unico morfétipo e DNA nuclear
apresentando picos duplos (coincidentes com os das espécies A. fasciatus e A. paranae)
no cromatograma do sequenciamento, indicando heterozigose. Em seguida, o objetivo foi
explorar a morfologia gonadal dos hibridos e esta andlise mostrou diversas alteragdes
como auséncia de espermatides e espermatozoides em machos e de ovdcitos pré-
vitelogénicos e vitelogénicos em fémeas, vacuolizagdo e degeneragdo de células
germinativas, aumento de tecido intersticial e infiltrado inflamatorio, perda da
organizagdo de células germinativas em cistos ou ninhos, dados que indicaram a
infertilidade dos hibridos. Por fim, o ultimo objetivo deste estudo foi testar a hipotese que
autofagia, apoptose e proteinas de matriz extracelular estdo envolvidas no processo de
degeneracdo das células germinativas e remodelamento tecidual nas gonadas dos
hibridos. Para isso, imunolocalizamos as proteinas Beclinl, CatepsinaD, Caspase3,
Fibronectina e Colageno tipo I. A quantifica¢do de todas as proteinas analisadas mostrou
que os hibridos exibem maior area gonadal marcada para estas moléculas em relacao as

espécies parentais. Esses resultados indicam que as alteracdes morfoldgicas nas gonadas



dos hibridos culminam em autofagia e degradacao lisossomal dependente de CatepsinaD,

seguidas de apoptose e remodelamento tecidual com fibrose.

Palavras-chave: hibridagao, Astyanax, infertilidade, apoptose, autofagia, fibrose.



ABSTRACT

Hybridization is a relevant process for ecology, conservation and evolution of species,
but its occurrence and consequences on the biology of hybrids are still poorly studied. In
addition, although it is an event that frequently leads to gonadal changes in the hybrids,
the morphology of their gonads and the cellular pathways involved in these changes have
been poorly investigated. In this sense, the first aim of this study was to test the hypothesis
that the two lambaris species A. fasciatus and A. paranae, living in sympatry at the
headwaters of Grande river, are able to interbreed in the natural environment and generate
hybrids. For this, we used a multidisciplinary approach that involved methods of
morphometric and meristic analysis of fish, study of the reproductive biology and gonadal
morphology, as well as sequencing of fragments of mitochondrial (COI) and nuclear (S7)
genes. The anatomical analysis showed intermediate characteristics in the putative
hybrids, while the parental species showed exclusive characters. The study of
reproductive biology and gametogenesis showed that A. fasciatus and A. paranae present
overlap of reproductive period, similarity in the morphology of gonads and gametes, as
well as reproductive strategies. Genetic analyzes supported the hybridization hypothesis,
since they showed the existence of two distinct species and an intermediate group, with
mitochondrial DNA from both species, despite having a single morphotype and nuclear
DNA with double peaks (coinciding with those of species A. fasciatus and A. paranae) in
the sequence chromatogram, indicating heterozygosity. Then, the aim was to explore the
gonadal morphology of the hybrids and this analysis showed several changes such as
absence of spermatids and spermatozoa in males and previtellogenic and vitellogenic
oocytes in females, vacuolization and degeneration of germ cells, increased interstitial
tissue and inflammatory infiltrate, loss of the organization of germ cells in cysts or nests;
all these data indicated the infertility of the hybrids. Finally, the last aim was to test the
hypothesis that autophagy, apoptosis and extracellular matrix proteins are involved in the
germ cell degeneration process and tissue remodeling in the gonads of hybrids. For this,
we immunolocalized the proteins Beclinl, CathepsinD, Caspase3, Fibronectin and
Collagen type 1. The quantification of all analyzed proteins showed that gonads of hybrids
exhibit a larger marked area for these molecules compared to the parental species. These
results indicate that the morphological changes in the gonads of the infertile hybrids
culminate in autophagy and catpsinD-mediated lisossomal degradation, followed by
apoptosis and tissue remodeling with fibrosis.

Keywords: hybridization, Astyanax, infertility, apoptosis, autophagy, fibrosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 O Rio Grande

O Rio Grande nasce no municipio de Bocaina de Minas - MG e apresenta 1.360
km de extensao total (IGAM, 2012), ocupando territorios de Minas Gerais e Sao Paulo,
com area de drenagem de cerca de 143.000 km?, sendo 60% em territério mineiro (Santos,
2010). A cabeceira desse rio esta localizada na regido da Serra da Mantiqueira, proximo
ao Parque Nacional do Itatiaia (unidade de conservagao do bioma Mata Atlantica), possui
mata ciliar preservada e pouca influéncia antrdpica, sem registros de contaminantes na
dgua em relatorios anuais do Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM). As
cabeceiras dos rios sdo regides vulneraveis aos impactos antropicos e constituem locais
de importancia para a conservagao de espécies de peixes e do curso do rio. De acordo
com Maistro et al. (2000), o estudo de peixes de cabeceiras de rios € interessante de um
ponto de vista evolutivo devido a ocorréncia de um pequeno nimero de individuos
isolados geograficamente.

A bacia do Rio Grande ¢ uma das bacias hidrograficas com maior biodiversidade
do estado de Minas Gerais (Drummond et al., 2005) e, mesmo assim, ¢ responsavel por
7,81% da capacidade de geracdo de energia elétrica instalada no Brasil (IPT, 2008).
Estima-se que Minas Gerais abrange 15 bacias hidrograficas e abriga aproximadamente
354 espécies de teledsteos (Drummond et al., 2005), sendo pelo menos 114 registradas
na bacia do Rio Grande (Paiva et al., 2002; Santos, 2010). Devido ao seu grande potencial
energético, mesmo apresentando rica biodiversidade e, portanto, importancia para
conservagdo, o Rio Grande ¢ o rio mais represado no Brasil (Andrade e Braga, 2005).
Esse rio apresenta 12 usinas hidrelétricas instaladas ao longo de sua extensdo, assumindo
assim um papel estratégico na geragao de energia elétrica nacional (Borges & Abjaudi,
2016). Essas hidrelétricas formam um sistema em cascata, perfazendo juntas uma area
submersa de 3.511 km? (Santos e Formagio, 2000) e, assim, configurando um cenario de

grandes impactos ao longo da extensdo do Rio Grande.
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Figura 1: Localizagdo geografica do Rio Grande e sua bacia hidrografica. Adaptado de

Melo et al. (2016).

1.2 O género Astyanax

O género Astyanax foi inicialmente proposto por Baird & Girard (1854) e algumas
revisdes taxonOmicas posteriores foram realizadas nesse grupo. Lima et al. (2003)
sugerem a existéncia de 86 espécies e elevam as subespécies anteriormente propostas a
categoria de espécie. Os peixes do género Astyanax sdao popularmente conhecidos como
lambaris ou piabas e apresentam-se geograficamente distribuidos desde a Argentina até a
regido de fronteira entre o México e os Estados Unidos (Britski, 1972), sendo ainda,
amplamente distribuidos pelas bacias hidrograficas brasileiras (Reis et al., 2003). As
espécies do género Astyanax geralmente apresentam longo periodo reprodutivo com
desova parcelada, fertilizagdo externa, ovos de pequeno didmetro e auséncia de cuidado
parental, sendo encontradas em ambientes Iénticos e loticos (Sato et al., 2003, Abilhoa et
al., 2007; Carvalho et al., 2009). Apesar de serem animais de pequeno porte, os lambaris
tém grande importancia ecologica, uma vez que sdo forrageiros e podem servir de
alimento para diversas espécies piscivoras (Camara etal., 1991). Os lambaris tém também
importancia comercial por meio da pesca artesanal e profissional (Carvalho et al., 2009).

O género Astyanax pertence a familia Characidae, que apesar de possuir as

espécies mais bem-sucedidas e diversificadas da regido neotropical (Géry, 1977),
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permanece ainda carente de estudos, especialmente de carater comparativo e filogenético
(Martins et al., 2012). A identificacdo das espécies do género Astyanax tem sido
historicamente dificultada pela ampla similaridade morfolégica compartilhada pelos
animais e atualmente este género esta inserido no grupo Insertae Sedis, que inclui 88
géneros da familia Characidae com biologia e taxonomia pouco compreendidas, sendo
possivelmente um grupo polifilético (Lima et al., 2003). Os lambaris A. paranae e A.
fasciatus podem ser encontrados em simpatria na bacia do Rio Grande, isto ¢, coabitando
uma mesma area em algumas regiodes, incluindo a cabeceira desse rio.

A espécie Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) apresenta pequeno porte e
normalmente habita pequenos corpos d'agua (Britski, 1972). Diferenciagdes morfologicas
notadas dentro dessa espécie culminaram na definicdo de algumas subespécies como A.
scabripinnis scabripinnis (Jenyns, 1842) e A. scabripinnis paranae (Eigenmann, 1927).
Moreira-Filho e Bertolo (1991) estudaram sete populagdes de 4. scabripinnis nas bacias
de trés diferentes rios e observaram uma grande diversidade morfologica e cariotipica
nessa espécie, sugerindo assim o termo “complexo scabripinnis” para designar essas
populagdes e relacionando a diversidade desses peixes ao isolamento de microbacias dos
sistemas hidrograficos. Astyanax scabripinnis paranae ¢ encontrado comumente na bacia
do alto rio Parana, tipicamente em regioes de cabeceiras (Britski, 1972; Garutti e Britski,
2000; Veregue e Orsi, 2003), onde essa espécie possui numerosas populacdes isoladas
entre si (Garutti e Britski, 2000). Uma vez que existe uma tendéncia de se elevar as
subespécies ao nivel de espécie, 4. scabripinnis paranae passou a ser classificada
taxonomicamente como A. paranae, assim como sugerido na classificagao de Graga e
Pavanelli (2007).

Da mesma forma que a espécie 4. scabripinnis, alguns autores sugerem que A.
fasciatus (Cuvier, 1819) também representa um complexo de espécies (Garutti e Britski,
2000; Melo, 2001; Pazza et al., 2006; Pazza et al., 2008). Analises citogenéticas indicam
que as populacdes desse complexo que habitam a bacia do alto rio Parana pertencem a
um grupo diverso de peixes que atualmente integram esse mesmo taxa (Pazza et al.,
2000). Astyanax fasciatus € comum em varios ecossistemas brasileiros e parece se adaptar
bem ao ambiente léntico criado pelo barramento de rios, sendo abundante em
reservatorios (Schulz e Martins-Junior, 2001; Carvalho et al., 2009; Prado et al., 2011).
Além disso, devido a sua ampla distribui¢ao, tanto em adguas limpas quanto em poluidas,
seu pequeno tamanho, hadbito alimentar onivoro e uma estratégia reprodutiva com

multiplas desovas durante o ano, 4. fasciatus tem sido indicado como espécie sentinela
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para investigagdes ambientais e ensaios de exposi¢do ambiental em diversos estudos
(Schulz e Martins-Junior, 2001; Alberto et al., 2005; Carrasco-Letelier et al., 2006; Prado
etal., 2011; Prado et al., 2014).

1.3 DNA barcoding

Proposto por Hebert et al. (2003), o DNA barcoding consiste em um método
padronizado de identificagdo molecular das espécies e em animais baseia-se no
sequenciamento de um fragmento de aproximadamente 650 pares de bases na
extremidade 5’ do gene mitocondrial COI. Este gene codifica parte de uma enzima
terminal da cadeia respiratoria da mitocondria que ¢ denominada citocromo oxidase
(subunidade I). O nome desse método ¢ uma analogia ao sistema de identificacao de
produtos por codigo de barras (Figura 1). Dessa forma, assim como um produto ¢
reconhecido por sua combinagdo unica de cddigo de barras, uma espécie pode ser
identificada por sua combinagao Uinica e exclusiva de nucleotideos no fragmento do gene
COI (Hebert et al., 2003). Uma caracteristica do DNA mitocondrial ¢ que ele apresenta
contetdo e numero de genes relativamente constante entre os animais, 0 que garante a
ortologia, isto é, a descendéncia comum desses genes, permitindo que seja obtida uma
estimativa mais precisa da divergéncia entre eles (Russo et al., 2004). O gene COI
apresenta baixa taxa de recombinacao e auséncia de introns; possui primers universais
bem estabelecidos para a maioria dos filos animais; exibe melhor potencial de sinal
filogenético, com taxas de mutacdo maiores quando comparadas as taxas de genes como
12S e 16S rDNA e citocromo b (Hebert et al., 2003), caracteristicas que justificaram a
escolha do gene COI para o método de identificacdo molecular das espécies. Além disso,
foi observado que esse gene apresenta uma alta variabilidade interespecifica, enquanto
sua variabilidade intraespecifica ¢ reduzida — barcode gap (Hebert et al., 2003; Hebert et
al., 2004). Assim, o método de DNA barcoding explora a diversidade entre as sequéncias
de DNA e considera que estas, através de mutagdes, tendem a se tornar unicas e exclusivas

durante a historia evolutiva das espécies (Hebert et al., 2003).
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DNA barcoding — sequéncia das bases nitrogenadas
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Figura 2: Analogia entre DNA barcoding e cddigo de barras convencional. Reproduzido

de Ortiz, (2010).
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1.4 Hibridacao

A hibridagdo consiste no cruzamento de grupos ou individuos que diferem
geneticamente, incluindo cruzamentos entre linhagens de uma mesma espécie —
intraespecifica, ou entre individuos de espécies distintas - interespecifica (Bartley et al.,
2001). Em geral, o processo de hibridacao ¢ mais frequente em peixes do que nos demais
vertebrados possivelmente devido ao fato de peixes apresentarem caracteristicas
ecofisiologicas favoraveis a esse processo como fertilizacdo externa, competigdo por
territorios de desova, fracos mecanismos de isolamento reprodutivo, abundéancia desigual
dos parentais, susceptibilidade para contato entre individuos que divergiram
recentemente, bem como convivéncia em ambientes limitados (Hubbs, 1955; Allendorf
& Waples, 1996; Scribner et al., 2001).

A hibridagdo pode ocorrer de maneira natural no ambiente ou ser induzida
artificialmente para produzir individuos com melhor desempenho (vigor hibrido) para
piscicultura do que as espécies parentais (Bartley et al., 2001). Além disso, como
alternativa para a otimizagao da producao de peixes, a obtenc¢do de individuos hibridos
inférteis para utilizagdo como hospedeiro no transplante de células germinativas de
espécies de interesse comercial (quimerismo) tem sido realizada (Piva et al., 2018).
Hibridos interespecificos geralmente apresentam caracteristicas morfologicas
intermediarias em relagdo as suas espécies parentais (Hubbs, 1955) e, historicamente,
foram identificados por métodos morfologicos de deteccao (Scribner et al., 2001).

Entretanto, com o avango das técnicas moleculares, a identificagdo de hibridos passou a
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ser baseada principalmente na andlise de polimorfismo genético diretamente ao nivel de
DNA, com base na deteccdo da variabilidade de regidoes do genoma nuclear e
mitocondrial (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Neste contexto, ferramentas como
sequenciamento de DNA e genotipagem assumiram grande importancia na detec¢do de
individuos hibridos (Prado et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Burcea, et al., 2014;
Hashimoto et al., 2014). O DNA mitocondrial, por apresentar heran¢a materna, pode ser
utilizado para o aperfeigoamento dos estudos de hibridagao, uma vez que possibilita a
identificacao do parental materno (Prado et al., 2012). Porém, a utilizagdo apenas de
marcadores mitocondriais nem sempre € capaz de identificar hibridos interespecificos
devido ao seu modo de heranca uniparental, sendo necessaria assim a sua aplicacdo em
conjunto com marcadores nucleares (Scribner et al., 2001).

A hibridacao natural esta também relacionada a evolucao das espécies, uma vez
que a transferéncia de DNA de uma espécie para o conjunto genomico de outra espécie
por retrocruzamentos repetidos entre hibridos e espécies parentais (hibridagdo
introgressiva), pode constituir uma considerdvel fonte de variabilidade genética nas
populagdes (Arnold e Martin, 2009). Neste sentido, estudo recente sugere a hibridagao
como ferramenta para conservagao de espécies (Chan etal., 2019), apesar de ser um ponto
controverso entre autores (Allendorf et al., 2001). Embora a hibridagao natural seja
aparentemente mais comum em animais do que se imaginava, ainda nao estd claro como
sua ocorréncia ¢ difundida e se, de fato, alguns grupos zooldgicos ou regides
biogeograficas podem ser mais propensos a promover tal processo (Trigo et al., 2008).

A hibridacao interespecifica geralmente ¢ facilitada pela proximidade filogenética
entre as espécies envolvidas, uma vez que elas tendem a apresentar menor divergéncia
genética e nimero diploide de cromossomos ou tamanho do genoma parecidos (Bassin,
etal., 2011; Peres et al., 2012). Apesar disso, muitas vezes o cruzamento entre diferentes
espécies leva a formagao de individuos contendo cromossomos extras, que nao possuem
pares homologos e, portanto, ndo permitem uma divisdo celular meidtica normal no
momento da formagdo dos gametas (Bartley et al., 2001). Dessa forma, muitos hibridos
apresentam alteragoes morfoldgicas gonadais e esterilidade. Em mamiferos, a falha no
pareamento entre cromossomos homoélogos seguida de interrupgao meiodtica de cromatina nao
sincronizada tem sido proposta como responsavel por apoptose de células germinativas e
esterilidade (Torgasheva e Borodin, 2016). Hibridos de peixes ciclideos, por exemplo,
apresentaram aumento de tecido intersticial, células em degeneragdo contendo lisossomos

grandes e nucleos apoptoticos (Fishelson, 2003). Em individuos triploides, sabe-se que
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durante a meiose todos os trés homologos se alinham lado a lado, mas apenas dois
cromossomos se envolvem na sinapse (Roeder, 1997), o que pode culminar em
interrupcao da meiose (Blanco et al., 2001). Entretanto, apesar de apresentarem cariotipo
com a mesma quantidade de cromossomos das espécies parentais, hibridos de medaka
apresentaram espermatozoides com diversas alteracdes como aumento de didmetro,
variacdo na espessura do flagelo e microtubulos do flagelo com padrdo diferente da
estrutura normal 9+2 (Shimizu et al., 1997). Dessa forma, nesse estudo, quando hibridos
de ambos os sexos foram cultivados juntos, fémeas foram capazes de realizar desova, mas
os ovos ndo se desenvolveram e machos ndo produziram espermatozoides funcionais
(Shimizu et al., 1997). Assim, alguns peixes hibridos possuem gonadas com tamanho e
estrutura normais, mas seus gametas apresentam anormalidades morfologicas e/ou
cariotipicas, ou sdo inviaveis (Hooe et al., 1994; Shimizu et al., 1997). Neste sentido,
apesar de provavelmente serem causadas pela combinagdo de alelos divergentes e interagoes
epistaticas entre os genes, a natureza e complexidade das incompatibilidades dos hibridos
sdo ainda pouco compreendidas (Yoshikawa et al., 2018). Em conjunto, esses dados
mostram que o processo de hibridag¢ao pode ser mais complexo do que descrito na literatura
e as vias celulares e moleculares envolvidas nas alteragdes gonadais dos hibridos ainda

precisam ser melhor elucidadas.

1.5 Reproducio e gametogénese de peixes

A gametogénese ¢ um processo fisioldogico altamente regulado, dependente de
interacdes celulares e moleculares perfeitamente ordenadas, sendo controlada por fatores
hormonais (eixo hipotdlamo-hipofise-gonada) e ambientais em peixes (Nagahama, 1994).
Sob influéncia de estimulos ambientais, como temperatura e fotoperiodo, o hipotdlamo
libera hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRH), os quais atuam na adenohip6fise
promovendo a secrecdo de hormdnios gonadotréficos (FSH e LH). Estes hormonios se
ligam aos seus respectivos receptores gonadais, acarretando na sintese e secre¢ao de
esteroides sexuais, que promovem os eventos mitoticos € meidticos envolvidos na
gametogénese (Waal et al., 2009; Yaron e Levavi-Sivan, 2011). Os eventos mitdticos
estdo principalmente relacionados a proliferacao celular de ovogonias e espermatogonias
localizadas no epitélio germinativo, que garantem o estoque dessas células nas gonadas
dos peixes, consequentemente permitindo a producdo continua de gametas ao longo de

toda a vida desses animais (Jalabert, 2005; Waal et al., 2009).
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Os eventos meiodticos culminam na produg¢do dos ovdcitos vitelogénicos e
espermatozoides a partir de ovogonias e espermatogonias, possibilitando a ocorréncia da
reprodugao. Durante a gametogénese, a partir da proliferacdo por multiplas divisdes
mitoticas, ovogonias e espermatogdnias se encontram rodeadas por cada vez maior
quantidade de células pré-foliculares e células de Sertoli, respectivamente, formando
cistos (Nakamura et al., 2010; Schulz, 2010; Quagio-Grassiotto et al., 2011. Dentro dos
cistos, ovogonias e esperamtogdnias, entram em meiose, dando origem a ovocitos ou
espermatocitos, respectivamente, que permanecem unidos por pontes citoplasmaticas,
apresentando desenvolvimento sincronico (Quagio-Grassiotto et al., 2011). Nas fémeas,
a meiose prossegue at¢ a fase de diploteno tardio, na préfase I, quando os ovocitos sdo
individualizados por células envoltorias pré-foliculares e entdo ocorre parada da meiose;
enquanto em machos a conclusdo da meiose ocorre dentro dos cistos na maioria das
espécies de teledsteos (Quagio-Grassiotto et al., 2011). Ao contrario da espermatogénese,
na qual ndo hé parada no processo meiodtico, na ovogénese, 0s ovocitos permanecem na
fase de diploteno até o momento da maturagdo ovocitaria. Dessa forma, a ovogenese €
normalmente dividida em trés fases: 1) crescimento primario, quando ocorre a divisdo das
ovogonias e diferenciacdo em ovdcitos perinucleolares, de forma independente da acdo de
gonadotrofinas; 2) crescimento secundario, consiste na formagdo de alvéolos corticais nos
ovocitos pré-vitelogénicos e na incorporagdo de vitelo nos foliculos vitelogénicos, sendo uma
fase dependente de gonadotrofinas; 3) maturacdo ovocitaria ou maturacdo final, quando
ocorre a retomada da meiose, permitindo o desenvolvimento final do ovdcito, que se torna
apto a fertilizagdo (Grier et al., 2007; Quagio-Grassiotto et al., 2011).

Durante a meiose, a segregagdo cromossomica ¢ precedida pela recombinagao
génica, na qual fragmentos de DNA sao trocados entre pares de cromossomos homoélogos,
0s quais sdo separados apds a primeira divisdo meiotica (Whitaker, 1996). Além de
contribuir para a diversidade genética, o pareamento dos cromossomos homélogos por
meio de crossing over garante a segregacao correta dos cromossomos (Ferguson et al.,
2007). Em mamiferos, cromossomos que faltam um local de recombinacdo podem ser
removidos do pool meiotico devido a ativagao de um ponto de verificagcao no paquiteno,
causando infertilidade; ou podem sofrer segregacao anormal dos homologos na meiose |
uma vez que nao ha crossing over para manté-los juntos na placa metafasica, causando
aneuploidia (Martin, 2006). Em geral, defeitos na divisao meiotica, que frequentemente
sdo decorrentes de anormalidades cromossomicas e/ou segregacdo incorreta dos

cromossomos, culminam na interrupgao da meiose ou aumento da frequéncia de gametas
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aneuploides, gerando infertilidade (Roeder, 1997; Vendrell et al., 1999; Egozcue et al.,
2005; Ma et al., 2006; Martin, 2006; Ferguson et al., 2007).

1.6 Autofagia

A autofagia ¢ um processo celular catabolico induzido que fornece a energia
necessaria para sustentar as mudangas no metabolismo, sendo caracterizado pelo
sequestro partes do citoplasma e organelas dentro de vacuolos (autofagossomos) que sdo
entregues aos lisossomos para degradacdo em massa e ocorre em resposta ao estresse ou
dano da célula, como inanigao, estresse oxidativo, privagcdo de nutrientes, senescéncia de
organelas e retirada de fatores de crescimento (Maiuri et al., 2007; Moreau et al., 2010;
Morais et al., 2012). A autofagia € um processo regulado geneticamente e altamente
conservado de leveduras até seres humanos, que contribui para o desenvolvimento,
diferenciagao ¢ manutencdo da homeostase dos tecidos, garantindo a sobrevivéncia da
célula ou desencadeando o processo de morte celular (Cao e Klionsky, 2007; Kourtis e
Tavernakis, 2009; Kang et al., 2000; Ryter et al., 2013, 2014; Agnello & Chiarelli, 2016).

De maneira geral, o termo autofagia se refere a digestdo lisossomal de
componentes citoplasmaticos e, portanto, sao definidos trés tipos de autofagia, de acordo
com sua fungao fisioldgica e o modo de entrega da carga a ser degradada ao lisossomo:
1) microautofagia; 2) autofagia mediada por chaperonas e 3) macroautofagia. A
microautofagia ¢ caracterizada pela incorporagdo de componentes citoplasmaticos
diretamente em lisossomos através de invaginagdes da membrana lisossomal, de forma
seletiva ou nao seletiva (Mizushima e Komatsu, 2011). A autofagia mediada por
chaperonas ocorre quando proteinas citoplasmaticas sao marcadas para degradagdo com
uma sequéncia especifica de aminoacidos, ligando-se a chaperonas, como Hsp73, e sendo
entdo transferidas para os lisossomos através da interagdo dessas proteinas com receptor
da membrana lisossomal LAMP-2 (Alerting, 2007). A macroautofagia, que nesta tese
sera referida apenas como autofagia, ¢ a via de degradagao lisossomal mais comumente
mencionada na literatura. Esta via € caracterizada pela presenca de estruturas com dupla
membrana denominadas autofagossomos, que englobam e isolam componentes
citoplasmaticos (inclusive organelas) para degradagdo (Gomez-Sintes et al, 2016).
Assim, a autofagia come¢a com a formagdo do fagdéforo, uma estrutura com dupla
membrana que se expande formando o autofagossomo contendo componentes do
citoplasma no seu interior e, finalmente, ocorre a fusdo do autofagossomo com o

lisossomo, formando o autolisossomo para degradacdo do conteudo e membrana interna
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por hidrolases acidas (He e Klionsky, 2009). Beclinl ¢ a proteina responsavel por
promover a formagao dos autofagossomos por meio da nucleagdo autofagica (Figura 2) e
recrutamento de proteinas citosolicas necessarias a esse processo (Kang et al, 2011),
sendo, portanto, uma proteina-chave da via autofagica e, consequentemente um bom
marcador desta via.

O processo autofagico ¢ dependente da maquinaria lisossomal, incluindo a acao
da CatepsinaD, que ¢ uma enzima hidrolitica dos lisossomos, atuando na degradacao dos
componentes intracelulares presentes no autofagossomo (Yue et al. 2003; Kourtis e
Tavernarakis 2009). Além deste papel na autofagia, a CatepsinaD pode influenciar o
processo de morte celular, por meio da degradacdo de proteinas anti-apoptoticas e
permeabilizacdo da membrana mitocondrial quando esta hidrolase acida ¢ liberada no

citosol (Gémez-Sintes et al. 2016).
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Figura 3: Modelo esquematico de autofagia e etapas de formagdo do autofagossomo.

Adaptado de Kang et al. (2011).

1.7 Apoptose
A apoptose ¢ um processo fisiologico regulado geneticamente e altamente
conservado durante a evolugdo que elimina células desnecessarias ou danificadas durante
o desenvolvimento, garantindo a homeostase do tecido e manutencdo do numero

apropriado de células em organismos multicelulares (Kerr et al., 1972; Jenkins et al.,
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2013). Ao longo do processo apoptdtico ocorre fragmentacdo do DNA nucleossomal,
formando corpos apoptoticos, perda de jungdes de adesdo com outras células e com a
matriz extracelular; condensagdo da cromatina na periferia do envoltorio nuclear e
retracdo celular (Bangs et al., 2000). Os corpos apoptoticos sdo posteriormente
endocitados por fagocitos ou células vizinhas, sem a ativacdo de uma resposta
inflamatoria (Wyllie et al., 1980; Bangs et al., 2000). Todo o processo apoptotico €
realizado com agdo bem regulada e coordenada de proteases e nucleases para manutengao
da integridade da membrana plasmatica (Morais et al., 2016), desta forma nao permitindo
o extravasamento de conteudo citoplasmatico e reacdo inflamatoria.

A apoptose ¢ considerada o principal mecanismo de morte celular programada e
depende da ag¢do de proteinas iniciadoras e efetoras conhecidas como caspases
(Djavaheri-Mergny et al., 2010; Galluzzi et al., 2018). As caspases efetoras ativam
endonucleases dependentes de ions Ca?* e Mg?" que clivam o DNA em fragmentos de
180-200 pares de bases nucleotidicas (Huettenbrenner et al., 2003). A Caspase3 ¢
considerada a principal efetora do processo apoptético, sendo responsavel pela clivagem
de varias estruturas citoplasmaticas, culminando nas mudangas morfologicas observadas
nesse processo de morte celular (Kerr et al., 1972; Brentnall et al., 2013).

O processo apoptotico esta envolvido no remodelamento, diferenciacdo e
degeneracdo em varios tipos celulares (Janz et al., 1997). Em peixes, a apoptose tem sido
relatada em gonadas como resposta a diferentes tipos de fatores estressores (Kaptaner and
Unal 2011; Thomé et al., 2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al.
2020; Qiang e Cheng 2021) e foi também observada em gonadas morfologicamente
alteradas de hibridos (Fishelson 2003), mostrando a importancia da apoptose na dindmica
reprodutiva de peixes.

A apoptose também esta relacionada com o equilibrio das interagdes entre célula
e matriz extracelular, uma vez que uma modificagdo desse tipo de interagdo, como o
desprendimento da célula de sua matriz, pode levar ao processo de ativagao da apoptose

(Frisch e Francis, 1994; Pinkse et al., 2004).

1.8 Matriz extracelular
Em organismos multicelulares, as células sofrem influéncia do microambiente no
qual se inserem por meio de interagdes com células vizinhas e com a matriz extracelular
que as circundam (Pinkse et al., 2004). As interacdes entre células e matriz extracelular

exercem efeitos em diversos processos, como regulagdo génica, formagao da estrutura do
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citoesqueleto, bem como diferenciagdo, crescimento e morte celular (Frisch e Francis,
1994). Neste sentido, quando uma célula se desprende de sua matriz extracelular, ocorre
a desfosforilagdao da quinase de adesao focal, o que culmina na ativacao do efeito cascata
das caspases, induzindo a apoptose (Frisch e Francis, 1994; Pinkse et al., 2004).

Proteinas de matriz extracelular sdo especialmente importantes nos processos de
remodelamento tecidual de ovérios de peixes, ao longo da maturacdo gonadal e desova
(Thomé et al. 2010). Similar ao processo degenerativo de atresia folicular, o tecido
gonadal de hibridos pode passar por involugdo e remodelamento como consequéncia da
infertilidade (Pinheiro et al. 2019). O equilibrio entre regeneragao e degradacao da matriz
extracelular em processos de remodelamento ocorre, em parte, pela agdo de enzimas
proteoliticas como as metaloproteinases da matriz (MMPs), que sdo secretadas para o
meio extracelular por células locais (Thomé et al. 2010).

De maneira geral, o Colageno ¢ a principal proteina encontrada na matriz
extracelular e em mamiferos, o Coladgeno tipo I € a proteina mais abundante do corpo dos
animais (Fratzl, 2008). A Fibronectina (FN) ¢ uma proteina de matriz extracelular
importante nos processos de adesdo, migragao, crescimento e diferenciagdo celular
(Rodgers et al. 2003). Além disso, a FN esta relacionada a deposicao de colageno,
provavelmente servindo de estrutura para o agrupamento das fibrilas, uma vez que em
alguns sistemas essa proteina ¢ necessaria para a formagdo das fibrilas de colageno
(Sottile and Hocking 2002). Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado que o
bloqueio da polimerizag@o da fibronectina pode levar a melhora em quadros de fibrose
em diferentes 6rgdos (Altrock ef al. 2015; Valiente-Alandi ef al. 2018). A fibrose ¢
causada pela deposicao excessiva de componentes da matriz extracelular, especialmente
fibrilas coldgenas, em resposta a injurias nos tecidos, causando substitui¢do do

parénquima normal por tecido conjuntivo (Wynn 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de hibridacdo natural entre as espécies de lambaris Astyanax

fasciatus e A. paranae na cabeceira do Rio Grande e suas consequéncias na gametogénese

e dindmica gonadal dos hibridos.

2.2 Objetivos especificos

Analisar dados anatdmicos morfométricos e meristicos dos lambaris;

Analisar comparativamente a biologia reprodutiva e morfologia gonadal das
espécies A. fasciatus e A paranae (estadios de maturagdo, quantificagdo da
gametogénese, didmetro de células germinativas, indices biologicos);

Sequenciar fragmentos dos genes mitocondrial COI e nuclear S7;

Explorar a morfologia gonadal dos hibridos (microscopia de luz e eletronica),
analisando caracteristicas das células germinativas e do tecido intersticial;
Detectar e quantificar as alteragdes gonadais dos hibridos;

Imunolocalizar as proteinas Beclinl, CatepsinaD, Caspase3, Fibronectina e
Colageno tipo I por imunofluorescéncia;

Quantificar as marcagoes positivas das imunofluorescéncias;

Relacionar as marcagdes positivas e as vias autofagica, lisossomal e apoptodtica com
as alteragdes gonadais dos hibridos;

Relacionar as marcagdes positivas de Fibronectina e Colageno tipo I com a

dinamica do tecido intersticial dos hibridos.
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3. RESULTADOS

3.1 CAPITULO I: Integrative approach detects natural hybridization of sympatric
lambaris species and emergence of infertile hybrids (artigo publicado na revista

Scientific Reports em 2019)
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Despite its relevance for ecology, evolution and conservation of species, natural hybridization and
hybrids biology are still poorly studied in freshwater fish. Here, we tested the hypothesis that sympatric
species Astyanax paranae and A. fasciatus are able to interbreed in the natural environment and
presented evidence for the first record of hybridization between these species. We analyzed anatomical
traits, gametogenesis, reproductive biology, and genetic variations of the COl and S7 genes of both
species and putative hybrids. Intermediate morphometric and meristic features were observed in
hybrids when compared to A. paranae and A. fasciatus. Overlap in reproductive season was showed for
these species, with greater reproductive activity from August to January, but hybrids did not present
any sign of gonadal maturation. Oogonia and perinucleolar follicles as well as spermatogonia and
primary spermatocytes were found in hybrids, but previtellogenic and vitellogenic follicles, spermatids,
. and spermatozoa were absent. Moreover, several alterations in gametogenesis were detected, such

. as interrupted meiosis in both males and females, vacuolated and degenerated germ cells, increased

© interstitial tissue, and presence of immune cells. Molecular analyses supported the hypothesis of

. hybridization between A. paranae and A. fasciatus. Overall, our multidisciplinary approach also

. provides strong evidence that hybrids are infertile.

Hybridization consists of the crossing of groups or individuals that differ genetically, including crosses between
lineages of the same species - intraspecific or between individuals of different species - interspecific'. In general,
. the hybridization is considered more common in plants than animals? but is more frequent in fish than in other
. vertebrates®. In freshwater fish, hybridization is favored by ecophysiological attributes, such as external fertiliza-
. tion, competition for spawning territories, poor mechanisms of reproductive isolation, unequal abundance of the
. parental species, susceptibility to contact between individuals who have recently diverged, as well as cohabitation
. inlimited environments®=>.

Although natural hybridization is an event considered rare historically, it is relatively common, especially
in groups such as fish and amphibians®®. Natural hybridization is also related to the evolution of species, since
the transfer of DNA from one species to the genomic set of another species by repeated backcrossing between
. hybrids and parental species (introgressive hybridization) may constitute a considerable source of genetic var-
© iability in populations’. It is estimated that at least 10% of the animal species can undergo natural interspecific
. hybridization®.

In general, interspecific hybrids have intermediate morphological characteristics compared to parental spe-
cies® and have historically been identified by morphometric and meristic analyses*. With the advancement of
molecular biology techniques, identification of hybrids has been based on detection of genetic polymorphism in
. regions of the nuclear and mitochondrial DNA?!. In this context, DNA barcoding using the COI gene has been

!Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Belo
Horizonte, C. P. 486, 31270-901, Minas Gerais, Brazil. 2Programa de Pés-graduacdo em Biologia de Vertebrados,
Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais, PUC Minas, Belo Horizonte, 30535-610, Minas Gerais, Brazil.
. 3Departamento de Biologia Animal e Vegetal, Universidade Estadual de Londrina, UEL, Londrina, C. P. 10.011,
© 86057-970, Parana, Brazil. Correspondence and requests for materials should be addressed to E.R. (email: ictio@
' icb.ufmg.br)

SCIENTIFIC REPORTS | (2019) 9:4333 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-40856-4 1



www.nature.com/scientificreports/

widely used in molecular taxonomy for fish identification'>!* and may be also an auxiliary tool for the identifi-

cation of hybrids as well as other mitochondrial genes*!4-16. In addition, the S7 ribosomal protein gene has been
successfully used in order to confirm the parental contributions in hybridization studies!”!%.

Interspecific hybridization is generally facilitated by phylogenetic proximity between the species, since they
tend to have less genetic divergence and a similar diploid chromosome number or genome size!*?°. However,
cross-breeding often leads to the formation of individuals containing extra chromosomes, which do not have
homologous pairs and, then, do not allow normal meiotic cell division at the time of gamete formation'.
Therefore, many hybrids may present gonadal alterations and sterility, characteristics rarely investigated in
hybridization studies.

The Astyanax genus of the family Characidae is one of the most diverse freshwater taxa of the Neotropical
ichthyofauna?'. These fish are popularly known as lambaris and are geographically distributed from Argentina
to the border region between Mexico and the United States?’. Astyanax paranae Eigenmann, 1914 is typically a
headwaters species, while A. fasciatus (Cuvier, 1819) is a more generalist species and can be found in a wide range
of aquatic systems, including lentic and lotic environments®*?%. Astyanax species usually present a long repro-
ductive period with multiple spawning, external fertilization, and absence of parental care**-2°. Although they
are small fish, the lambaris have ecological and commercial importance, since they are forage species for several
predators?” and are caught in professional and artisanal fishing, possibly constituting protein source for riverine
populations®’. In addition, Astyanax species have been indicated as sentinels for environmental investigations of
pollutants®?.

Due to their morphofunctional plasticity, lambaris have a wide geographic distribution, and it is common to
find different species coexisting in sympatry in some habitats. Sympatry may lead to ecological and reproductive
niche overlapping, eventually favoring interbreeding between related species'. Considering the phylogenetic
proximity and morphophysiological similarities found among fish from the genus Astyanax, it is possible that the
overlap of niches culminates in occasional cross-fertilization of the gametes, in a process of hybridization. In this
regard, evidence of interbreeding between populations of Astyanax bimaculatus from Parana and Sao Francisco
River basins after deviation of a tributary was reported®.

Recent studies on hybridization of freshwater fish species are mainly based on cytogenetic and molecular
approaches, with identification of hybrids resulting from artificial crossing in aquaculture, introduction of spe-
cies, and damage to habitats®!»1¢20-%, The aim of this study was to test, using a multi-disciplinary approach, the
hypothesis that the sympatric species Astyanax paranae and A. fasciatus are able to interbreed in the natural
environment. We analyzed anatomical traits, gametogenesis, reproductive biology, and genetic variations of COI
and S7 genes of both species and its putative hybrids.

Methods

Study area and fish sampling. The study was performed in an area of waterfall (22°13'7.04”S
44°32/23.14"W) at the headwaters of the Grande River, southeastern Brazil. The area is close to Itatiaia National
Park, an important conservation unit of the Atlantic Forest biome, which has little anthropic influence and pre-
served ciliary forest.

Quarterly samplings during a reproductive cycle were carried out. A total of 494 lambaris specimens were
collected using gillnets (0.8, 1.3, and 1.5 cm between opposing knots). The specimens presented three different
morphotypes: the species A. paranae (n=239; MZUEL18646) and A. fasciatus (n=212; MZUEL18645) and
the morphotype Astyanax sp. — putative hybrids (n=43; MZUEL18647), which exhibited anatomical features
of both A. paranae and A. fascitaus. The fish were identified according to Graca and Pavanelli*! and deposited at
the Museum of Zoology of the State University of Londrina (MZUEL). During fish collection, physicochemical
parameters of the water were obtained in each period using a Horiba U-51 multiparameter probe.

In the field, fish caught alive were euthanized by immersion in eugenol 85mg/L, and then the biometric data
of each specimen were obtained. All the indicated procedures followed the principles established by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA). The study was approved by the State Forestry Institute (IEF - fish-
ing license no. 153) and the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University of Minas Gerais, Brazil
(CEUA-UFMG, protocol no. 92).

Morphometric and meristic analyses. A total of 21 specimens were examined, seven each of A. paranae,
A. fasciatus, and putative hybrids. All specimens were collected and preserved together. Counts and measure-
ments followed Fink and Weitzman®?, except for longitudinal scale rows above lateral line, counted from the
middorsal scale row to lateral line, not including the scale of the middorsal row immediately anterior to dorsal-fin
origin or the small scale on dorsal-fin base; and scale rows below lateral line, counted from lateral line to pelvic-fin
origin, the half scale was only counted when the scale immediately anterior to pelvic-fin origin had at least half
height above pelvic-fin insertion. Pored scales of lateral line included pored scales on base of caudal-fin rays.
Differences in body shape among samples were determined by analyzing the morphological traits through prin-
cipal component analysis (PCA) using PAST software®***. Data were log transformed prior to analysis.

Biological indexes and fecundity. Total length (TL), body weight (BW), and gonads weight (GW) were
obtained using a caliper with accuracy of 0.01 cm and an analytical balance, accurate to 0.01 g. These biometric
data were used to calculate the biological indices: gonadosomatic (GSI =100 GW/BW) and Fulton condition
factor (K =100 BW/TL?). The stages of gonadal maturation were determined based on macroscopic and micro-
scopic characteristics of the gonads and GSI variations®: 1, resting; 2/3, ripening/ripe and 4, spawning.

To estimate fecundity, samples from the middle region of mature ovaries were collected during the repro-
ductive season peak (January). The samples (n =20 A. paranae and 20 A. fasciatus) were weighed and fixed in
Gilson’s fluid (100 ml 60% of ethyl alcohol, 880 ml of distilled water, 15ml of 80% nitric acid, 18 ml of glacial acetic
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acid and 20 g of mercuric chloride). The dissociated vitellogenic oocytes were separated and counted under a
stereoscopic microscope. The number of oocytes per gram of ovary was determined and used to calculate batch
fecundity based on total ovary weight. Relative fecundity was estimated from the number of vitellogenic oocytes
in the ovaries per unit of gonadal weight (GW).

Light and transmission electron microscopy. For histological analyses of gametogenesis and gonadal
maturation, samples from the middle region of the gonads of each fish were fixed in Bouin’s fluid (75 ml of sat-
urated picric acid solution 1.3% in water, 25 ml of formalin and 5 ml of glacial acetic acid). Gonad samples were
dehydrated in crescent concentrations of ethanol (70, 80, 95 and 100%), embedded in paraffin, sectioned at 5 pm
thickness, and stained with hematoxylin-eosin (HE) and Gomori trichrome.

For ultrastructure analysis of the germ cells of putative hybrids, samples of the gonads were fixed in mod-
ified Karnovsky’s solution (2.5% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde). At the Microscopy Center of the
Federal University of Minas Gerais, the samples were submitted to secondary fixation in 2% osmium tetroxide
and were incubated in sucrose solution with 4% uranyl acetate overnight. Then, they were dehydrated in ethanol
and embedded in Epon resin. The ultrathin sections were examined using a transmission electron microscope at
120kV (Tecnai G2-12 - Spirit Biotwin FEI).

Morphometry of the germ cells.  The diameter of the germ cells in each developmental phase was meas-
ured in each species using Axiovison image analysis software coupled to a photomicroscope. Type A and B oogo-
nia (G, and Gy), early and advanced perinucleolar (PN, and PN,), previtellogenic (PV, with cortical alveoli) and
vitellogenic oocytes (V) were measured at 100 or 1000 x magnification from five fish in the ripening/ripe stage of
each species, totaling 50 measurements of the germ cells in each developmental phase. The follicular and theca
cell layers were not considered for these measurements. Similarly, the nuclear diameter of 50 male germ cells (G,
and Gg, types A and B spermatogonia, SP, and SP,, primary and secondary spermatocytes; T, spermatids and
Z, spermatozoa) from five fish in the ripening/ripe stage of each species was measured at 1000 x magnification.
Germ cells were identified according to Quagio-Grassiotto et al.’*, Lubzens et al.* and Schultz et al.¥”.

To determine the proportion (%) of the germ cells, 10 images of the ovaries and testes of each group (A.
paranae, A. fasciatus and putative hybrids) in resting stage were randomly chosen and analyzed with Image ]
software. Using a grid with 550 intersections, germ cells in different developmental phases®~*” and the following
gonadal components were quantified: tubular lumen, interstitial tissue, inflammatory infiltrate, blood vessel, tis-
sue degeneration, and apoptotic body. Myoid and Leydig cells were included in the interstitial tissue. The sex of
the putative hybrids was recognized by histological analyses of the gonads, i.e. presence of at least one oocyte and
absence of cyst-like structures for females, and presence of tubular organization and cyst-like structures for males.

Immunofluorescence. To investigate whether germ cells in putative hybrids were compromised with apop-
tosis, we performed immunofluorescence for caspase 3. Gonad samples were fixed in 4% paraformaldehyde solu-
tion, embedded in paraffin, sectioned at 5 pum thickness, and submitted to an immunocytochemistry reaction
using primary antibody rabbit anti-caspase-3 (polyclonal). For antigen recovery, sections were boiled in 10 mM
sodium citrate buffer at pH 6.0 for 20 min and incubated with 2% BSA solution (bovine serum albumin) in PBS
(phosphate-buffered saline) for 30 min to block non-specific reactions. Next, primary antibody (dilution 1: 100)
was applied to the sections overnight in a humidified chamber at 4 °C. Sections were washed in PBS and then
incubated with secondary antibody anti-rabbit ALEXA 488 (1: 500). Nuclear DNA labelling was performed using
4,6-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI, 1:500). For negative control, the treatment with the primary antibody was
omitted. Sections were examined with a fluorescence microscope (Axio Imager Z2 - ApoTome 2 Zeiss) from the
Microscopy Center of the Federal University of Minas Gerais.

Molecular analysis. For mitochondrial Cytochrome Oxidase Subunit I (COI) gene, DNA was obtained from
caudal fin tissue fixed in absolute ethanol from 26 A. paranae, 25 A. fasciatus, and 23 putative hybrids. DNA
extraction was carried out using the salt extraction method, adapted from Aljanabi and Martinez*. The sequences
were amplified using M13-tailed primer cocktails for the COI gene®. The amplification was done using the PCR
technique in a thermocycler using 10l of a solution composed of 7 pl of ultrapure water, 0.3 ul of INTP (10 mM),
1 pl of buffer MgCl,, 0.4 pl of M13-tailed primer (10 uM), 0.3 ul of Tag DNA polymerase (5 U/pl), and 1l of
template DNA. The PCR conditions used for amplification of the COI gene were: denaturation at 95°C (2 min),
then 35 denaturation cycles at 94°C (305s), primer annealing at 56 °C (305s), extension at 72 °C (1 min), and final
extension at 72 °C (10 min). PCR products were bidirectionally sequenced by the Sanger method using an Applied
Biosystems, 3500 Genetic Analyzer and a commercial BigDye® Terminator v3.1 sequencing kit. Sequences were
compared to reference sequences from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov): JN 988740 and JN 988739 for
A. paranae, and JQ 353543 and JQ 353534 for A. fasciatus.

For nuclear S7 ribosomal protein gene (first intron), DNA was amplified using the primers STRPEX1F and
S7RPEX2R*, and the following PCR conditions: initial denaturation at 94°C (2 min) followed by 35 denatura-
tion cycles at 94 °C (455s), primer annealing at 59 °C (45s), extension at 72 °C (45s), then final extension at 72°C
(7 min). PCR products were sequenced using an Applied Biosystems, 3730 Genetic Analyzer. Samples of caudal
fin tissue from eight specimens of each morphotype (A. paranae, A. fasciatus and putative hybrids) were used for
this analysis.

For the construction of the consensus of COI sequences (contigs), DNA Baser software version 4.16 was used.
The alignment of the contigs was done in MEGA 6.0, followed by manual conference and editing. PopART 1.7
was used to construct the haplotype network. Kimura 2-parameter distance (K2P) was calculated using the soft-
ware DnaSP 5.10.01. For the analysis of the S7 gene, the sequences were aligned using the Geneious R8 software.
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Figure 1. Dispersion diagram of individual scores in samples of Astyanax fasciatus, A. paranae and hybrids in
the space defined by principal components 2 and 3.

TL(cm) | 9.68+0.06* |10.23£0.46® | 10.92£0.08" |9.034£0.15* | 10.94:£0.23> | 10.46+0.37¢
BW(g) |12.93+£027° |14.24+£227% | 159740.37° | 9.774+0.51° | 17.984+1.26" | 12.93+1.39°
GSI 6.931+0.55* 0.07£0.02° 2.71£0.37¢ | 2.094£0.61* | 0.10£0.04° 0.32£0.12%
K 1.41+0.01* 1.2540.04% | 1.2040.01° | 1.3140.02* | 1.3240.02° 1.1540.02°

Table 1. Biometric data and biological indexes of A. paranae, A. fasciatus and hybrids from the headwaters of
Grande River. Values represent mean + SEM. In a line, different letters indicate significant differences between
individuals of the same sex, p < 0.05, Kruskal-Wallis, Dunn’s post-test. (TL) total length, (BW) body weight,
(GSI) gonadosomatic index, (K) Fulton condition factor.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software version 5.0 for
Windows. Values are expressed as means =+ SD or SEM, and the results were considered significant at a 95%
confidence interval. As the biological data did not show a normal distribution, they were analyzed using the
Kruskal-Wallis test (followed by Dunn’s post-test) and Mann-Whitney test (when applicable).

Results

To verify if the water quality was favorable for fish reproduction, we evaluated its physicochemical parameters
which were summarized in the Supplementary Table S1. Low temperatures throughout the year and high levels
of dissolved oxygen were obtained. The amount of total dissolved solids was according resolution no. 357 of
National Council for the Environment, CONAMA®, Brazil, indicating water quality suitable for supporting fish
reproduction.

Morphometric and meristicdata. Sampled specimens of A. paranae and A. fasciatus were identified based
on several meristic characteristics, including the number of scales on the lateral line, scale rows around caudal
peduncle, scale rows above and below lateral line, and the number of branched anal-fin rays (see Supplementary
Table S2). These meristic traits were intermediate in putative hybrids. For example, these specimens had 18-19
branched anal-fin rays, whereas A. paranae had 14 to 15 and A. fasciatus had 22 to 25. The body shape of putative
hybrids was also intermediate between A. paranae and A. fasciatus (see Supplementary Table S3). The major dif-
ferences in the body shape of A. paranae and A. fasciatus were related to the caudal peduncle length, anal-fin base
length, and horizontal eye diameter.

In the PCA analysis, PC1 accounted for 70% of the observed variation, but included only positive values, as
PCI1 represents variation in size of specimens. PC2 and PC3 accounted for 16.2% and 6.2% of the found variation,
respectively, and included positive and negative values, representing most of the body shape variation of the
samples (see Supplementary Table S4). In the diagram from the PCA analysis, A. paranae and A. fasciatus were
found to be completely non-overlapping groups on the PC2 axis with the hybrid population included between
these species (Fig. 1). The major variables in PC 2 were: caudal peduncle length and caudal peduncle depth for A.
paranae, and anal-fin base length and horizontal eye diameter for A. fasciatus.

Biometrical data and biological indexes. The body size of the lambaris varied from 7.6 to 14.2 cm TL,
and from 6.52 to 38.90 g BW. In general, specimens of A. fasciatus were bigger than A. paranae (Table 1). Sexual
dimorphism in size was observed between females and males of A. paranae and A. fasciatus (Mann-Whitney test).
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Figure 2. Reproductive parameters of A. paranae and A. fasciatus from the Grande River headwaters. (A-D):
Seasonal distribution of the relative frequencies (%) of the gonad maturation stages for females and males of

A. paranae (A,B) and A. fasciatus (C,D). Gonad maturation stages: (1) resting, (2/3) maturation/ripe and (4)
spawned. (E,F) Seasonal distribution of the gonadosomatic index (GSI) for females and males of A. paranae (E)
and A. fasciatus (F). Values represent mean + SEM. Sample size is given above bars. A. paranae: n =217 females
and 22 males. A. fasciatus: n=195 females and 17 males.

The Fulton condition factor (K) was statistically higher for females and males of A. paranae when compared to A.
fasciatus (p < 0.0001), while females of hybrids showed an intermediate value between both species of lambaris.
Hybrids specimens did not show gonadal maturation and exhibited very thin gonads and the lowest values of GSI
among the compared fish (Table 1). In general, higher GSI was observed in females than males, and the highest
values occurred in A. paranae when compared to A. fasciatus and hybrids.

Reproductive biology. To confirm whether A. paranae and A. fasciatus reproduce in the headwaters of the
Grande River, we comparatively assessed gametogenesis and gonadal maturation (see Supplementary Fig. S1).
The relative frequency of gonadal maturation stages revealed specimens in the ripening/ripe stage in most sam-
pling periods, with a higher frequency in the August-October and November-January quarters (Fig. 2A-D),
when females had the higher GSI (Fig. 2E,F). Spawned females were also found in almost all periods, thus indicat-
ing a prolonged reproductive season with greater reproductive activity from August to January for A. paranae and
A. fasciatus in the headwaters of the Grande River. Females in the resting stage were more frequent in A. fasciatus
than A. paranae from August to January. Batch fecundity (BF) was not significantly different between A. paranae
and A. fasciatus (p=0.335) (see Supplementary Table S5).

Morphological alterations in gonads of hybrids. Hybrid specimens did not present gonadal matura-
tion, and morphological analyzes showed several tissue alterations, such as vacuolated and degenerated germ
cells, increased interstitial tissue, presence of immune cells, and degeneration of organelles (Fig. 3). We observed
alterations in the first meiotic division, and most cells had chromatin aggregates close to nuclear envelope, in a
typical pattern of apoptosis (Fig. 3A-C,F-I). In these animals, a continuum was observed from tissues that pre-
sented some progression in gametogenesis, exhibiting a perinucleolar oocyte or few spermatogonia and spermat-
ocytes spread between the vacuolated cells (Fig. 3A,B,H,I), until fully vacuolated tissue with totally degenerated
germ cells, which did not advance in meiosis (Fig. 3E). However, previtellogenic and vitellogenic oocytes as well
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Figure 3. Histological sections of gonads of hybrids stained with hematoxylin and eosin (A-E) and Gomori
trichrome (detail E), immunofluorescence for caspase 3 (F,G) and electron microscopy (H-K). A: testis with
spermatocytes in degeneration (SP,*), interstitial tissue (IT), blood vessel (arrow) and spermatogonia (G).
Detail: Apoptotic bodies. (B) Ovary with a normal perinucleolar oocyte (PN), type B oogonia in degeneration
(Gg*) and normal oogonia (G). (C) Spermatocytes in degeneration showing chromatin attached to the nuclear
envelope at the periphery of the cell (arrowhead), little evident nucleolus and signs of interrupted meiosis
with formation of chromosomes and altered spindle fibers (arrows). (D) Presence of granulocytes (GR) in the
interstitial tissue. (E) Degenerated tissue (star) with cells without evident nucleus and increased interstitial
tissue (IT). Detail: same tissue stained with Gomori trichrome. (F) Immunolocalization of caspase 3 in testis,
positive reaction for spermatocytes in degeneration (fine arrow) and spermatogonia (thick arrow); negative
reaction (arrowhead) and interstitial tissue (asterisk). (G) Immunolocalization of caspase 3 in ovary, positive
reaction for type B oogonia in degeneration (arrow), normal oogonia (arrowhead) and perninucleolar oocytes
(PN); negative reaction for interstitial tissue (asterisk). (H) Ultrastructure of spermatogonia presenting
elongated nucleus (N) and presence of nuages (arrow). (I) Normal spermatocytes (SP) and in degeneration
(SP*). (J) Detail of the cytoplasm of an intensely vacuolated cell. (K) Large autophagic vacuole, containing
organelles in degeneration (arrow) inside. Bar: (A) 20 um, (detail) 6 um; (B) 40 um; (C,I) 5 um; (D) 20 um; (E)
15 um, (detail) 10 um; (F) 20 um, detail (6 um); (G) 30 um; (H) 2 um; (J) 0.5 um, (K) 1 pum.

as spermatids and spermatozoa were not observed in any of the hybrid specimens. Some immune cells were also
observed in the gonads of these animals (Fig. 3D,K). The immunolocalization of caspase 3 occurred in several
of degenerated cells (B oogonia in females and primary spermatocytes in males) (Fig. 3E,G). Wide cytoplasmic
vacuolization and autophagic vacuoles were also frequently observed in hybrids. (Fig. 4L,M).

Gametogenesis. Germ cells of A. paranae and A. fasciatus had similar diameters in most develop-
mental phases and the gametes formed at the end of this process did not present significant differences (see
Supplementary Table S6). The proportion (%) of germ cells in the resting stage (Fig. 4) showed no significant
difference in females of A. paranae and A. fasciatus. However, the males of A. fasciatus had increased interstitial
tissue (34.13 + 0.86%) and blood vessels (6.69 +1.97%) as well as decreased tubular lumen than males of A.
paranae. In the hybrids, the ovaries had G, (8.1141.16%), G (5.64 £0.53%), and PN, (8.88 & 4.09%), besides
histopathological alterations such as increased interstitial tissue (26.63 &= 3.18%) and inflammatory infiltrate
(10.1942.54%) when compared to resting females of A. paranae and A. fasciatus. The presence of degenerated
tissue (6.51 +4.35%), apoptotic bodies (0.09 & 0.06%), and B oogonia in degeneration (29.65 £ 4.93%) were also
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Figure 4. Proportion (%) of germ cells and ovarian (A) and testicular (B) structures in A. paranae (A. p.),
hybrids and A. fasciatus (A. f.) from the Grande River headwaters. Values represent mean = SEM. Different
letters indicate significant differences among the groups A. p., hybrid and A. f.

detected in hybrids, which were all absent in the A. paranae and A. fasciatus. Regarding the males, hybrid spec-
imens had intermediate proportion of interstitial tissue and blood vessels when compared to the other two spe-
cies and a lower amount of G, and Gy (8.76 == 1.70; 5.37 &= 1.08%), as well as the presence of degenerated tissue
(3.30 £3.03%) and SP, in degeneration (37.01 & 6.96%), which were absent in A. paranae and A. fasciatus.

Molecularanalyses. After alignment, manual conferencing, and trimming of the ambiguous ends, the COI
sequences obtained were 564 base pairs in length. A total of 26 COI sequences were obtained from A. paranae, 25
from A. fasciatus, and 23 from hybrids.

The haplotype network showed the presence of two phylogenetically distinct clades, one referring to A.
paranae and another referring to A. fasciatus (Fig. 5). A total of 9 haplotypes was detected in the 74 lambaris sam-
ples, and they were numbered from H-1 to H-9 in the haplotype network. The H-10 haplotype was found only in
reference sequences for the A. paranae species obtained from the GenBank. Among the haplotypes sampled in
this study, two were related to A. fasciatus clade (H-1 and H-2) and the other seven to A. paranae clade (H-3, H-4,
H-5, H-6, H-7, H-8, and H-9). The H-2 haplotype was the most representative in this study, being shared by 40
animals, including most of the A. fasciatus specimens. In A. paranae, the most representative haplotype was H-5,
which was shared by 15 individuals. The H-6 haplotype was observed in a specimen of the morphotype Astyanax
sp. - hybrids, although according to the BOLD database, it belongs to the A. paranae clade. The haplotype network
showed that A. paranae and A. fasciatus did not share haplotypes, while hybrids had shared haplotypes of both
species of lambaris (H-2, H-4, H-5, H-6, and H-8), even though only showing one morphotype. Seven specimens
of hybrids were grouped with A. paranae (Hybrid clade paranae) while 16 specimens were grouped with A. fas-
ciatus (Hybrid clade fasciatus).

The mean genetic distance (K2P) between the sequences of the mitochondrial COI gene ranged from 0 to
2.2% (see Supplementary Table S7). The genetic distance analysis confirmed that the A. paranae and A. fasciatus
morphotypes correspond to distinct species, since the distance between these two groups was 2.2%. In addition,
the observed divergences between samples and reference sequences were low (0.5% for A. paranae and 0% for A.
fasciatus). The genetic distance found between A. paranae haplotypes was 0.171%, while A. fasciatus haplotypes
were 0.014% distant. Thus, a DNA “barcode gap” was observed among species of the genus Astyanax, showing
that DNA barcoding was able to distinguish these species successfully.
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Figure 5. Haplotype network built with COI gene sequences of hybrids (blue), A. fasciatus (green) and A.
paranae (red) from the Grande River headwaters obtained in the present study and reference sequences of A.
fasciatus (yellow) and A. paranae (white) downloaded from GenBank.
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Figure 6. Photographs of lambaris from the Grande River headwaters and genetic alignment of the nuclear S7
gene fragment. Chromatograms show the hybrid individual’s heterozygous peaks (underlined with yellow bars)
at the diagnostic sites, where A. fasciatus and A. paranae present fixed differences.

A. paranae

The S7 sequences obtained were 390 base pairs in length after alignment, manual conferencing, and trimming
of the ambiguous ends. A total of 196 variable sites were observed in hybrids when compared to A. paranae and
A. fasciatus. Hybrid specimens showed well-marked double peaks in their DNA sequencing chromatograms, an
evidence of being heterozygotes*>*, with an allele inherited from each parental species. A. paranae and A. fascia-
tus presented fixed differences between each other at these variable sites (Fig. 6).

Discussion

In South America, reduction in the abundance and distribution of species, removal of isolation barriers of popu-
lations, river transposition, and escape of domestic species from fish farming contribute to hybridization and are
an increasing threat to fish fauna®!162%30 Here, we report for the first time the natural hybridization between the
lambaris A. paranae and A. fasciatus by using a multidisciplinary approach.

Morphological analysis of putative hybrids showed intermediate anatomical features when compared to A.
paranae and A. fasciatus, as expected for hybrid fish**. Among these features, it includes branched anal-fin rays,
which is one of the main features used to diagnose A. paranae and closely related species, the so-called Astyanax
scabripinnis species complex*:. In Brazilian aquaculture, the common artificial crossing between the catfishes
Pseudoplatystoma corruscans and P. reticulatum gives rise to a hybrid that shows a morphological characteristic
with an intermediate pattern of its lateral body spots in relation to parental species®.

In the current study, both species showed sexual dimorphism in size, with larger and heavier females than
males, thus corroborating previous studies in Astyanax species*®’. The presence of small specimens of A. paranae
and A. fasciatus in reproductive activity in this study indicates that first sexual maturation occurs early in the
development of lambaris. Indeed, Ferreira*® found specimens of A. paranae reproducing with a size of 3-5cm in
the Mogi Guagu River basin. Although the hybrids exhibit from 8.6 to 14.2 cm, a length at which most lambaris of
A. paranae and A. fasciatus species shows reproductive activity, these specimens did not present gonadal matura-
tion. Also, the trend of greater weight presented by the hybrids in relation to the other species may be due to the
absence of energy investment in reproduction!.
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The frequency distribution of the gonadal maturation stages described in this study demonstrated the over-
lap of reproductive period between A. paranae and A. fasciatus species. In A. paranae, spawned females were
observed throughout all collections, suggesting that this species reproduces throughout the year in the head-
waters of the Grande River, showing multiple spawns. This same reproductive strategy has been associated with
A. fasciatus in some studies?**8. In addition, the morphology of ovaries and testes was similar in A. paranae
and A. fasciatus, as also observed in A. bimaculatus, A. scabripinnis, and A. fasciatus from the Velhas River®.
Morphological and reproductive similarities between the species studied reflects the phylogenetic proximity and
the overlap of reproductive niches (area and/or period of spawning), features known to favor the hybridiza-
tion>®192030:50 Tn fact, a confined environment, such as the waterfall lagoon inhabited by the lambaris species of
the present study, has been considered favorable for accidental fertilization of eggs of another species®.

Histological and ultrastructural analyses performed on the gonads of the hybrids strongly suggest that the
first phase of meiosis was interrupted in these fish. Apparently, it did not advance to stages after prophase due to
the incorrect paring of chromosomes and formation of altered spindle fibers in B oogonia and primary spermat-
ocytes, leading to the alterations observed in their gonads. Evidence of this process is that spermatids, sperma-
tozoa, and previtellogenic and vitellogenic follicles were not found in any of the hybrid specimens. Chromatin
aggregates attached to the nuclear envelope and positive reaction for caspase 3 indicated apoptosis of the germ
cells, which was triggered after meiosis failure. Apoptosis can be a common finding in germ cells of hybrids and it
was observed in 45% of seminiferous tubules analyzed in mules (crossing of male Equus asinus and female Equus
caballus)®. Along with the morphological alterations observed in this study, degenerated tissue was formed and
immune cells engulfed tissue remnants, while there was a remodeling for the formation of connective interstitial
tissue. Despite the above-mentioned changes, some normal germ cells were observed in the hybrids, showing that
a few cells advanced in meiosis similar to that found in sunfish hybrids and mules®>*. The ultrastructural analyses
showed degeneration of organelles and presence of autophagic vacuoles, with autophagy possibly being related to
nutrient recycling to sustain cell metabolism during tissue degeneration. Similarly, hybrids of cichlid fish showed
increased interstitial tissue, degenerated cells containing large lysosomes, and apoptotic nuclei*.

During meiosis, recognition and paring of homologous chromosomes occur with the formation of the syn-
aptonemal complex and crossing over, with the establishment of chiasmata in prophase in a highly regulated
process™. Failures during this and other stages of meiosis have been associated with human infertility*®*”. Here,
we believe that failure in meiosis of hybrids triggered the morphological damage observed in these fish, i.e. tissue
degeneration and apoptosis of B oogonia and primary spermatocytes. In triploid individuals, the three homo-
logues align side by side during meiosis, but only two chromosomes are involved in the synapse®, and this can
lead to the interruption of meiosis®. In medaka hybrids, the meiotic cell cycle was interrupted before reaching
metaphase I, and when hybrids of both sexes were cultured together, females were able to spawn but the eggs did
not develop, and males did not produce functional spermatozoa®. Also, defects in meiosis in sunfish hybrids led
to sterility and production of altered gametes™.

COl analysis identified A. paranae and A. fasciatus as two phylogenetically distinct clades and the divergence
between the haplotypes was greater than 2%, which is considered a cut-off limit for distinct fish species®!. The
proximity of the standard reference value found in this study (2.2%) may be related to the phylogenetic proxim-
ity between the analyzed species, a feature correlated to hybridization®. In fact, Rossini et al.'* suggest that A.
paranae and A. fasciatus present recent radiation with low values of genetic distance. Although these species are
close related, they present different chromosome counts in their karyotypes (A. paranae 2n=>50 and A. fasciatus
2n=46-48)>%* Therefore, the interrupted meiosis and sterility of the hybrids found in the present study are
probably related to the presence of extra chromosomes, which possibly do not have homologous pairs, preventing
the progression of meiosis and, consequently, formation of gametes in these specimens’.

The fact that a single morphotype shares haplotypes of two distinct species may be an indication of hybrid-
ization, since haplotypes have uniparental inheritance®. Thus, the specimens of morphotype Astyanax sp. may
be considered hybrids resulting from the crossing between the lambaris species A. paranae and A. fasciatus.
Considering that COI is a mitochondrial gene and its inheritance is maternal, this crossing could be bidirectional:
females of A. paranae with males of A. fasciatus or males of A. paranae with females of A. fasciatus, since the
inheritance was associated with both species.

Corroborating the COI data, analysis of S7 nuclear gene evidenced the hybridization process, since all the
specimens of Astyanax sp. morphotype were heterozygous and showed several sites of double peaks within their
DNA sequencing chromatograms, a peak from each pure parental species. Moreover, all variation found within
the S7 fragment of the hybrids analyzed in this study was limited to the variability presented by A. fasciatus and
A. paranae. In order to confirm a hybridization process, an ideal genetic marker cannot show variation within
a species, besides presenting fixed differences between parental species and potentially showing hybrids as het-
erozygous®. In this sense, microsatellites often fail in diagnosing hybridization between closely related species,
because they show wide range in allele size and, consequently, overlap during analysis*. Therefore, S7 gene first
intron region proved to be an effective marker for hybridization diagnosis between the species A. paranae and A.
fasciatus.

In the current study, genetic data supported the hypothesis of natural hybridization between A. paranae and A.
fasciatus. Furthermore, we highlight the data of the reproductive biology and germ cells morphology that strongly
corroborate the molecular data and, in addition, suggest that hybrids are infertile. Thus, integrating data on anat-
omy, reproductive biology, gonadal morphology, and mitochondrial and nuclear DNA, the present study provides
strong evidence of natural hybridization between two species of lambaris. Assessment of hybridization markers,
including morphological and genetic issues, is of great relevance to improve the knowledge on conservation status
of the phylogenetically close species that exhibit reproductive niche overlap in natural environments.

SCIENTIFIC REPORTS |

(2019) 9:4333 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-40856-4 9



www.nature.com/scientificreports/

Data Availability

The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from the corresponding author on
reasonable request. The sequences obtained in this study were deposited in GenBank under accession numbers
MH626656-MH626729 and MK318200-MK318216.
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Table S1: Water quality in the headwaters of Grande River

May-July August- October November-January  February-April
Temperature (°C) 13.54 £0.55 11.26 £0.01 16.18 £0.01 14.02 £0.01
pH 6.57 +£0.06 6.07 £0.03 5.98 £0.01 6.54 £0.01
Dissolved oxygen (mg/L) 13.28 £0.27 12.64 +0.05 11.19 £0.07 12.75 £0.27
Conductivity (uS/cm) 12.00 = 0.01 12.00 +=0.01 12.33 +£0,33 12.00 £0.01
Total suspended solids (mg/L) 8.00 £0.01 8.00£0.01 8.00 £0.01 8.00£0.01

Data (mean + SEM) were obtained during a reproductive cycle.

Table S2. Meristic data of samples of Astyanax fasciatus, A. paranae and Astyanax sp.

A. fasciatus A. paranae Astyanax sp.
Characters (n=7) (n=7) (n=7)
Range Range Range

Pored scales on lateral line* 39 - 42 35 - 38 36 - 38
Scale rows between dorsal-fin origin and
lateral line* 7 - 8 6 - 6 6 - 7
Scales rows between lateral line and pelvic-
fin origin* 6 - 6 5 - 5 5 - 6
Pre-dorsal scales m - 13 11 - 13 11 - 12
Scale rows around caudal peduncle* 16 - 16 14 - 14 14 - 16
Dorsal-fin branched rays 9 - 9 9 - 9 9 - 9
Anal-fin branched rays* 22 - 25 4 - 15 18 - 19
Pectoral-fin branched rays 13 - 15 12 - 14 12 - 137
Pelvic-fin branched rays 7 - 7 6 - 6 7 - 8
Upper caudal-fin branched rays 8 - 9 9 - 9 9 - 9
Lower caudal-fin branched rays 8§ - 8 8 - 8 8 - 8
Outer premaxillary teeth 3 - 5 3 - 4 4 - 4
Inner premaxillary teeth 5 - 5 5 - 5 5 - 5
Maxillary teeth | | 1 - 2 1 - 2
Dentary teeth 5 - 5 5 - 6 5 - 6

Asterisks indicate most important characters.



Table S3. Morphometric data of samples of Astyanax fasciatus. A. paranae and Astyanax sp.

Astyanax fasciatus Astyanax paranae Astyanax sp.

Characters n Mean Y l{ange SD n Mean ” Rimge SD n Mean Y RangI:: SD
Standard Length (mm) 7 80.75 74.56 - 88.90 7 83.66 7486 - 9222 7 72.56 62.6 - 94.05
Percentages of SL
Depth at dorsal-fin origin 7  33.61 3042 - 3656 199 7 3085 29.08 - 3225 1.06 7 3224 30.66 - 3505 1.63
Snout to dorsal-fin origin 7 4871 4599 - 50.15 142 7 5049 4868 - 5341 1.66 7 4984 4842 - 5128 1.09
Snout to pectoral-fin origin 7 2517 21.58 - 2689 171 7 2688 2598 - 2764 061 7 2636 2449 - 2971 1.66
Snout to pelvic-fin origin 7 46.39 4494 - 4858 142 7 49.60 4857 - 5047 062 7 4938 48.03 - 5142 1.36
Snout to anal-fin origin 7 6495 62.74 - 6658 128 7 6780 6654 - 68.78 097 7 6735 66.18 - 69.09 1.11
Caudal-peduncle depth 7 10.56 802 - 1142 115 7 1186 11.35 - 1214 031 7 11.51 11.20 - 1242 0.44
Caudal peduncle length* 7 11.52 724 - 1241 1.89 7 1488 1273 - 1634 130 7 12.88 12.03 - 13.58 0.61
Pectoral-fin length 7 1840 14.62 - 20.11 1.76 7 18.05 16.67 - 1991 1.07 7 1856 16.14 - 19.25 1.11
Pelvic-fin length 7 1470 1054 - 1589 186 7 1439 1405 - 1487 028 7 1476 13.62 - 1576 0.68
Dorsal-fin base length 7 1340 1039 - 1442 141 7 1395 1261 - 1504 1.01 7 13.53 1281 - 14.05 045
Dorsal-fin depth 7 2345 1976 - 25.19 183 7 21.74 2089 - 2242 0.65 7 2330 21.38 - 2452 1.26
Anal-fin base length* 7 2644 2506 - 2826 1.13 7 2047 1986 - 20.88 041 7 2371 2212 - 25.51 1.07
Anal-fin lobe length 7 15.06 13.01 - 16.83 1.20 7 14.67 13.17 - 16777 123 7 1555 1429 - 1645 0.93
Eye to dorsal-fin origin 7 35.58 3255 - 3700 144 7 39.13 36.52 - 4121 145 7 3751 36.17 - 39.17 1.07
Dorsal-fin origin to caudal-fin base 7 53.67 5126 - 5540 1.66 7 50.65 4568 - 5551 377 7 5372 51.82 - 5482 1.04
Bony head length 7 2438 2380 - 2505 049 7 2551 2315 - 2731 175 7 2569 2543 - 26.68 0.45
Percentages of head length
Horizontal eye diameter™ 7 35.59 30.69 - 3823 261 7 2736 2519 - 2937 163 7 3045 2749 - 3281 1.80
Snout length 7 27.83 25.54 - 30.81 1.89 7 2958 2728 - 3288 235 7 2893 2761 - 29.66 0.90
Least interorbital distance 7 33.29 3140 - 3540 1.72 7 3622 3194 - 4061 336 7 3336 31.20 - 3585 2.06
Upper jaw length 7 44.12 41.66 - 4692 218 7 4547 41.19 - 5035 355 7 42,18 40.72 - 44.11 1.07

Asterisks indicate most important characters.



Table S4. Coefficients of variables on the first, second and third principal components
of traits studied for Astyanax fasciatus, A. paranae and Astyanax sp.

Characters PC1 PC?2 PC3
Standard Length 0.19311 0.10844 0.10243
Depth at dorsal-fin origin 0.18713 0.18481 -0.12594
Snout to dorsal-fin origin 0.20909 0.043068 0.095554
Snout to pectoral-fin origin 0.2091 -0.055709  -0.033929
Snout to pelvic-fin origin 0.20911 0.043799 0.11973
Snout to anal-fin origin 0.20912 0.062206 0.098139
Caudal-peduncle depth* 0.20913 -0.31074 -0.15377
Caudal peduncle length* 0.20914 -0.57773 -0.14631
Pectoral-fin length 0.20915 0.062166 -0.21205
Pelvic-fin length 0.20916 -0.19054 -0.46304
Dorsal-fin base length 0.20917 0.042309 0.065869
Dorsal-fin depth 0.20918 0.15205 -0.19407
Anal-fin base length* 0.20919 0.48252 -0.25787
Anal-fin lobe length 0.2092 0.20052 -0.054426
Eye to dorsal-fin origin 0.20921 0.0075885 0.17393
Dorsal-fin origin to caudal-fin base 0.20922 0.16614 0.029744
Bony head length 0.20923 0.031913 0.18535
Horizontal eye diameter™ 0.20924 0.3752 -0.24098
Snout length 0.20925 0.035377 0.41589
Least interorbital distance 0.20926 -0.006654 0.39942
Upper jaw length 0.20927 0.057524 0.25564
% variation 70.35 16.16 6.12

Asterisks indicate most important variables.



Figure S1. Histological sections of ovaries (A, B, C) and testes (D, E, F) of lambaris 4.
paranae and A. fasciatus in different gonad maturation stages stained with hematoxylin-
eosin. A: Resting (F1) with ovigerous lamellae containing perinucleolar (PN) follicles
and ovogonia (G) nests. B: Ripening/ripe (F2/3) with presence of perinucleolar (PN), pre-
vitellogenic (PV) and vitellogenic (V) follicles. C: Spawned (F4) with atretic (A) and
post-ovulatory (PO) follicles (detail) in regression and increased connective tissue
between follicles. D: (M1) seminiferous tubules showing closed lumens and numerous
spermatogonia (detail). E: (M2/3) cysts of germ cells in different developmental stages:
spermatogonia (G), spermatocytes (SP), spermatids (T) and abundant spermatozoa (Z).
F: (M4) seminiferous tubules (asterisks) with empty lumen or containing residual
spermatozoa. Bar: (A) = 100 um, detail = 7 um; (B) = 130 pm; (C) = 170 um, detail =
110 um; (D) =17 um, detail = 7 pm; (E) = 13 um; (F) = 30 um.



Table S5: Batch fecundity of 4. paranae e A. fasciatus from the headwaters of Grande River

Batch Fecundity Relative Fecundity
Species

Range Mean TL (cm) BW (g) GW (g) r (GW)

A. paranae  2439-10217  5582.82 £413.04* 575.55+3823* 372.40+21.49* 1984.16+81.91* (.848"
A. fasciatus  2676-8120 5668.57 £440.61° 525.94 +41.06° 325.51 £24.88* 2662.84 + 150.80° 0.669"

Values represent mean + SEM (um). In a column, different letters indicate significant differences among the species. Pearson (1)

correlation coefficient between batch fecundity and total length (TL), body weight (BW) and gonadal weight (GW). Asterisks indicate
significant correlation between batch fecundity and GW.

Table S6: Diameters of female germ cells and nucleus of male germ cells in 4. paranae

e A. fasciatus captured on headwaters of the Grande River

Females Males
A. paranae A. fasciatus A. paranae A. fasciatus
Ga 14.08 +£0.29% 14.57+£0.332 Ga 6.37 £0.10° 6.70 £0.122
Gs 10.83 £0.322 11.92 £0.33" Gs 4.62 £0.072 4.80 +0.082

PN; 133.60 +1.89* 146.70 +2.95° SP, 3.70 £0.05* 3.96 +£0.05°
PN; 207.90 + 4.49* 229.90 + 5.83 SP, 2.29+£0.042 2.44 £0.03°
PV 324.10 + 5.482 341.90 £5.17° T 1.93 +£0.02° 1.87 £0.02°
\4 609.20 + 5.90° 598.80 £7.202 Z 1.84 £0.01? 1.81 £0.012

Values represent mean = SEM (um). In a line, different letters indicate significant differences among
the species, considering the same sex, p < 0.05, Mann-Whitney. (Ga) and (Gg): type A and type B
oogonia or spermatogonia; (PN; and PN») initial and advanced perinucleolar oocytes, (PV) pre-
vitellogenic and (V) vitellogenic oocytes; (SP; and SP,) primary and secondary spermatocytes; (T)
spermatids; (Z) spermatozoa.



Table S7: Mean genetic distance for the COI gene (%) between the different lambari

morphotypes captured on headwaters of Grande River and reference sequences

Morphotypes 1 2 3 4 5 6

1. A. paranae -

2. Astyanax sp. clade paranae 0.2 -

3. Astyanax sp. clade fasciatus 2.2 2.2 -

4. A. fasciatus 22 22 00 -

5. Reference A. paranae 05 06 25 25 -

6. Reference A. fasciatus 22 22 00 00 25 -
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3.2 Capitulo II: Autofagia e apoptose durante degeneracao e remodelamento gonadal
de peixes hibridos (artigo em constru¢do - a ser submetido na revista

Reproduction Fertility and Development)
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Autofagia e apoptose durante degeneracio e remodelamento gonadal de peixes

hibridos

ABSTRACT

Although is known that meiosis failures can trigger hybrid infertility, the pathways
involved in this process, which lead to morphological alterations in gonads, were not
reported. Thus, the aim of this study was to test the hypothesis that autophagy, apoptosis
and extracellular matrix proteins are involved in the germ cell degeneration process and
tissue remodeling of infertile hybrid fish gonads. For this, we did morphological analyzes
by transmission electron microscopy and routine histology, and immunolocalized the
proteins Beclinl, CathepsinD, Caspase3, Fibronectin and Collagen type I in gonads of
hybrids and their parental species 4. fasciatus and A. paranae. Morphological analysis of
hybrids gonads showed wide vacuolization, loss of tissue organization in germ cells cysts
or nests, increased interstitial tissue and inflammatory infiltrate, as well as degenerated
oogonia and spermatocytes with apoptotic characteristics. Beclinl, CathepsinD and
Caspase3 were immunolocalized in germ cells and Fibronectin and Caspase3 were
observed in the interstitial tissue. For all proteins analyzed the quantification showed that
hybrid gonads had statistically greater marked area (p<0.05), while the parental species
did not show significant difference, except for Fibronectin, which was more expressed in
A. fasciatus than A. paranae. Our results showed that the dynamics of gonadal
degeneration of infertile hybrids involves the interruption of meiosis and vacuolization of
germ cells, followed by autophagy, cathepsin-dependent lysosomal degradation, cell

death and tissue remodeling with fibrosis.

INTRODUCAO

A gametogénese ¢ um processo fisiologico altamente regulado, que envolve
diversas interagdes celulares ¢ moleculares. Dessa forma, o desenvolvimento e
manuten¢dao de gonadas funcionais em peixes ¢ dependente de fatores genéticos, bem
como da expressdo e/ou inibi¢do de varias proteinas, que participam dos eventos
mitoticos e meioticos desses 6rgaos (Patifio and Sullivan 2002; Miura and Miura 2003;
Schulz et al. 2010; Melo et al. 2015; Ribeiro et al. 2017). Os eventos mitdticos estdo
relacionados a proliferagdo celular de ovogonias e espermatogdnias localizadas no
epitélio germinativo, as quais garantem o estoque dessas células nas gonadas dos peixes,

consequentemente permitindo a producdo continua de gametas ao longo da vida desses
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animais (Jalabert 2005; de Waal et al. 2009). Os eventos meidticos agem diretamente na
produgdo de gametas a partir de ovogonias e espermatogonias. Durante a meiose, a
segregacao cromossomica ¢ precedida pela recombinagdo gé€nica, na qual fragmentos de
DNA sao trocados entre pares de cromossomos homdlogos, os quais entdo sao separados
apo6s a primeira divisdo meiodtica (Whitaker 1996). Além de contribuir para a diversidade
genética, a recombinacdo génica garante que os cromossomos homoélogos permanecam
pareados e unidos por meio de locais de crossing over, facilitando assim a segregacdo
correta desses cromossomos durante a divisao meiodtica (Ferguson et al. 2007).

A hibridagao resultante do cruzamento entre espécies diferentes muitas vezes leva
a formacdo de individuos contendo cromossomos extras, que nido possuem pares
homodlogos e, portanto, ndo permitem uma divisao celular meidtica normal no momento
da formacao dos gametas (Bartley ez al. 2001). Em mamiferos, cromossomos que faltam
um local de recombinagdo podem ser removidos do pool meiotico devido a ativagao de
um ponto de verificagdo no paquiteno ou podem sofrer segregacdo anormal dos
homologos na meiose I, uma vez que nao ha crossing over para manté-los juntos na placa
metafasica (Martin 2006). Esses defeitos gerados por anormalidades cromossomicas e/ou
segregacao incorreta de cromossomos na anafase I, geralmente culminam na interrupgao
da meiose e aneuploidia (Vendrell ef al. 1999; Ma et al. 2006; Martin 2006; Ferguson et
al. 2007), com consequentes alteracdes morfoldgicas gonadais e infertilidade nos hibridos
(Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al. 2018; Pinheiro et al.
2019).

A apoptose ¢ um processo fisiologico regulado geneticamente e altamente
conservado durante a evolugdo que elimina células desnecessarias ou danificadas durante
o desenvolvimento, garantindo a homeostase do tecido (Jenkins et al. 2013). Esse
processo de morte celular programada ¢ caracterizado pela fragmentacdo do DNA,
formando corpos apoptoticos que sao posteriormente endocitados por células fagociticas
sem gerar uma reagao inflamatoria no tecido (Bangs et al. 2000). A apoptose ¢ dependente
da acdo de uma maquinaria proteica especializada, incluindo uma familia de proteases
denominadas caspases (Djavaheri-Mergny et al. 2010). Dentre essas proteinas, a
Caspase3 (Casp3) ¢ considerada a principal efetora do processo apoptotico, sendo
responsavel pela ativagdo de endonucleases que fazem a quebra de proteinas
citoplasmadticas estruturais e DNA, culminando nas mudangas morfologicas observadas
nesse processo de morte celular (Kerr et al., 1972). A apoptose ¢ comumente observada

em tecidos alterados por diferentes tipos de estimulos (Kaptaner and Unal 2011; Morais
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et al. 2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al. 2020; Qiang and
Cheng 2021) e foi também observada em gonadas de animais hibridos (Neves et al. 2002;
Fishelson 2003; Pinheiro et al. 2019).

Estudos recentes t€ém demonstrado o papel da autofagia na indugdo da via
apoptotica (Nikoletopoulou et al. 2013; Cassel et al. 2017; Sales et al. 2019). A autofagia
¢ um processo catabdlico de degradacdo lisossomal que, assim como a apoptose, €
regulado geneticamente e altamente conservado (Yue et al. 2003; Kourtis and
Tavernarakis 2009). Nesse processo ocorre a reciclagem de organelas citoplasmaticas e
proteinas envelhecidas ou defeituosas (Cao and Klionsky 2007; Kang et al. 2011),
contribuindo para a sobrevivéncia celular, diferencia¢do, desenvolvimento e homeostase
dos tecidos (Kourtis and Tavernarakis 2009). Beclinl ¢ uma proteina-chave da via
autofagica e tem como fun¢do promover a nucleagdo autofagica (formagao dos vacuolos
autofagicos a partir da expansao de membrana) e o recrutamento de proteinas citosélicas
necessarias para a formagdo do autofagossomo (Kang et al. 2011). Assim como a
autofagia, lisossomos também parecem possuir um papel na contribui¢do e/ou
amplificacdo da morte celular (Serrano-Puebla and Boya 2018). Nesse contexto, enzimas
hidroliticas como CatepsinaD (Ctsd) sdo liberadas no citosol, participando da degradacao
de proteinas anti-apoptoticas, permeabilizagdo da membrana mitocondrial e inducao da
morte celular (Gomez-Sintes ef al. 2016).

Proteinas de matriz extracelular sdo especialmente importantes nos processos de
remodelamento tecidual de ovarios de peixes, ao longo da maturagdo gonadal e desova
(Thomé et al. 2010). Similar ao processo degenerativo de atresia folicular, o tecido
gonadal de hibridos pode passar por involugdo e remodelamento como consequéncia da
infertilidade (Pinheiro et al. 2019). A Fibronectina (FN) ¢ uma proteina de matriz
extracelular importante nos processos de adesao, migragado, crescimento e diferenciacio
celular (Rodgers et al. 2003). Além disso, a FN esta relacionada a deposigao de colageno,
provavelmente servindo de estrutura para o agrupamento das fibrilas, uma vez que em
alguns sistemas essa proteina € necessaria para a formagdo das fibrilas de colageno
(Sottile and Hocking 2002). Nesse sentido, alguns estudos tém demonstrado que o
bloqueio da polimerizagao da fibronectina pode levar a melhora em quadros de fibrose
em diferentes orgdos (Altrock et al. 2015; Valiente-Alandi et al. 2018). A fibrose ¢
causada pela deposicao excessiva de componentes da matriz extracelular, especialmente
fibrilas coldagenas, em resposta a injurias nos tecidos, causando substituicao do

parénquima normal por tecido conjuntivo (Wynn 2008).
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Embora seja reconhecido que falhas na meiose sdo gatilhos que podem levar a
infertilidade de hibridos, poucos estudos investigaram a morfologia gonadal desses
animais (Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Park et al. 2003; Cal et al. 2010; Pinheiro et
al. 2019) e nenhum deles buscou desvendar as vias de sinaliza¢ao celular envolvidas
nesse processo, que como consequéncia, levam as alteracdoes morfologicas nas gonadas.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi testar a hipotese que autofagia, apoptose
e proteinas de matriz extracelular estdo envolvidas no processo de degeneracdo das

células germinativas e remodelamento tecidual de gonadas de peixes hibridos inférteis.

MATERIAL E METODOS
Amostragem dos peixes

Exemplares de peixes hibridos (n = 10) e suas espécies parentais Astyanax
fasciatus (n = 6) e Astyanax paranae (n = 6) foram coletados usando redes de emalhar na
regido de cabeceira do Rio Grande (22°137.04"S 44°32"23.14"W), sudeste do Brasil. Os
animais capturados vivos foram eutanasiados por meio da imersdo em eugenol 85 mg/L,
seguindo os procedimentos indicados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
(COBEA). O estudo foi aprovado pelo Instituto Estadual de Florestas (IEF — licenca no.
153) e pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA-UFMG, protocolo no. 92). Amostras da regido média das gonadas dos animais
foram coletadas para analises morfoldgicas. A confirmacdo do processo de hibridacao
natural entre as duas espécies de lambaris, dando origem a hibridos inférteis foi reportada
por Pinheiro et al., (2019).

Exemplares de A. fasciatus e A. paranae em repouso gonadal foram utilizados
como controle para comparagdo com as gonadas inférteis dos hibridos. O estadio
reprodutivo de repouso em fémeas € caracterizado pela presenga de lamelas ovuligeras
organizadas contendo apenas ovogonias, ovocitos iniciais e perinucleolares com suas
camadas envoltorias (células foliculares e teca conjuntiva) e, portanto, auséncia de
ovacitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos. Em machos, esse estadio apresenta gonada
formada por tibulos seminiferos com lumes fechados e cistos contendo apenas
espermatogonias e, eventualmente, alguns espermatdcitos; portanto, espermatides e
espermatozoides estao ausentes. Dessa forma, os animais do grupo controle, assim como

os hibridos, ndo apresentaram gametas.
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Microscopia de luz e eletronica

Para analise histologica da gametogénese, amostras de gonadas foram fixadas em
liquido de Bouin por 24h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol, embebidas em parafina, seccionadas com 5 pm de
espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE).

Para analises ultraestruturais, fragmentos de gonadas foram fixados em solugao
de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%) por 24 horas a 4°C.
Posteriormente, as amostras foram transferidas para tampao fosfato de sodio 0,1M, pH
7,3 e mantidas nessa solugao a 4°C. No Centro de Microscopia da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) as amostras foram lavadas em tampao fosfato e entdo
submetidas a fixagdo secundaria em tetroxido de 6smio 2% por 2 horas em temperatura
ambiente. Apds lavagem com agua, as amostras foram incubadas em solugao de sacarose
com acetato de uranila 4% overnight. Em seguida, foram desidratadas em etanol e
incluidas em resina Epon. As secg¢des ultrafinas foram contrastadas com citrato de
chumbo e, finalmente, observadas ao microscopio eletronico de transmissdao a 120 kV

(Tecnai G2—12 — Spirit Biotwin FEI) do Centro de Microscopia da UFMG.

Imunofluorescéncia

Para estudo da degeneracdo celular e remodelamento tecidual, as proteinas
listadas na Tabela 1 foram imunolocalizadas nas gonadas dos peixes. Para isso, amostras
de gonadas foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 4% por 24h e os cortes
seccionados com 5 um de espessura foram submetidos a reativacao antigénica em tampao
citrato 10mM, pH 6.0 em banho maria com agua fervente por 20 minutos. Para bloqueio
de ligacoes inespecificas, utilizou-se solu¢do de BSA 2% em PBS sobre os cortes por 30
minutos. Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios listados
na Tabela 1 (dilui¢do 1:100) overnight a 4°C em uma camara umida. Em seguida os cortes
foram lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario Cy5 (Tabela 1) na
diluicao 1:500. Os nucleos foram marcados com 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI;
1:2000; Sigma Aldrich, St. Louis). Para controle negativo, a cada experimento um dos
cortes nao recebeu anticorpo primario. As sec¢oes foram examinadas em um microscopio
de fluorescéncia Axio Imager Z2 — ApoTome 2 Zeiss do Centro de Microscopia da

Universidade Federal de Minas Gerais.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados nas analises de imunofluorescéncia

Anticorpo Fornecedor
Beclinl polyclonal rabbit Santa Cruz Biotechnology
CathepsinD polyclonal rabbit Abcam

Caspas3 active polyclonal rabbit Sigma Aldrich
Fibronectin polyclonal rabbit Santa Cruz Biotechnology
Collagen type I polyclonal rabbit Rockland

CyS polyclonal goat anti-rabbit IgG Thermo Fisher Scientific

Morfometria

A propor¢ao de area marcada pelas proteinas imunolocalizadas neste estudo foi
calculada utilizando o plugin IHC Toolbox do software Image]J de acordo com
Paschoalini et al. (2019). A funcao “colourpicker” foi usada para selecionar manualmente
as regides de reagdo positiva para as proteinas. Entdo as regides selecionadas foram
ajustadas na ferramenta “threshold” para remoc¢do do background e isolamento das
regides de marcacao especifica. Finalmente, as imagens foram transformadas em imagens
bindrias e foram analisadas e quantificadas no ImagelJ. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de area marcada (reagdes imunofluorescentes positivas) em relagdo ao
campo total amostrado. Foram analisadas sec¢des histologicas de 3 a 5 animais e um total
de 15 a 30 imagens randomicas com aumento de 400x de cada grupo experimental (4.
fasciatus, A. paranae ¢ hibridos — fémeas e machos) foi utilizado para a quantificacao de

cada proteina analisada.

Andlises estatisticas

O software Bioestat foi utilizado para realizagdo do teste de normalidade de
Lilliefors e o software Graphpad versao 5 foi utilizado para realizagao do teste Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn. Os resultados foram expressos em média +

erro padrdo e as diferencas foram consideradas significantes com p<0.05.

RESULTADOS
Analises histologicas das gonadas dos peixes hibridos mostraram que fémeas
apresentam ovogoOnias e alguns ovocitos perinucleolares. Machos apresentaram

espermatogonias e espermatocitos. Esses resultados mostram que os hibridos ndo sdo
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capazes de atingir maturacdo gonadal devido a completa auséncia de espermatides e
espermatozoides em testiculos e ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos em ovarios.
Além disso, o tecido gonadal dos hibridos apresentou alteragdes morfoldgicas quando
comparado com as espécies parentais 4. fasciatus e A. paranae.

Nos hibridos, foram observadas ampla vacuolizagdo das células, perda da
organizacdo tecidual em cistos ou ninhos de células germinativas, grande quantidade de
tecido intersticial e infiltrado inflamatorio, além de ovogoOnias e espermatdcitos em
degeneracdo, com sinais de apoptose (Figura 1A-D), caracteristicas ausentes nas espécies
parentais. Na microscopia eletronica de transmissdo frequentemente foram observadas
estruturas autofdgicas como autofagossomos contendo organelas em degeneragdo,
autofagolisossomos, e corpos multilamelares (Figura 1E-G). Além disso, uma
quantidade marcante de fibras colagenas foi observada nas gonadas dos hibridos (Figura
1H).

A andlise histologica das gdénadas dos hibridos mostrou trés padroes de
organizac¢ao tecidual: pouco alterado, intermediério e muito alterado. Nos individuos com
padrao gonadal pouco alterado foram observados alguns cistos de espermatogonias e
espermatocitos morfologicamente normais em machos, enquanto em fémeas algumas
ovogdnias normais e ovocitos perinucleolares foram encontrados. No padrao
intermediario de alteracdes gonadais, fémeas e machos apresentaram a maior parte das
células germinativas alteradas, com caracteristicas apoptéticas e gdbnadas com padrdo de
organizagdo irregular, sem cistos e ninhos de células bem definidos. Por fim, os animais
com padrdo gonadal muito alterado apresentaram grande predominancia de tecido
conjuntivo, células em processo final de degeneragao (sem nucleo) e regioes de espagos
brancos evidenciando auséncia de células do parénquima e apenas células intersticiais e
matriz extracelular.

Para investigar a existéncia de autofagia em gonadas de hibridos, a
imunolocalizagdo de Beclinl foi realizada. Beclinl foi frequentemente observada em
ovogodnias (incluindo ovogonias em degeneracdo) e espermatogdnias em granulos
citoplasmaticos margeando a regido do nucleo; em ovdcitos perinucleolares e
espermatocitos em degeneragdo a imunofluorescéncia foi menos frequente (Figura 11-J,
M-N, Q-R). Em ovécitos perinucleolares, a marcagao foi observada ao longo de todo o
citoplasma. Com menor frequéncia, algumas células somaticas, como células foliculares,
células da teca e outras células do conjuntivo também se mostraram positivas para esta

proteina. A quantificacdo da imunomarcagdo para Beclinl em gonadas de hibridos
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comparada a das gonadas em repouso das espécies parentais A. fasciatus € A. paranae
mostrou que hibridos apresentam maior area marcada por esta proteina autofagica
(p<0.05), enquanto a comparagdo entre as duas espécies parentais nao mostrou diferenca
significativa para machos nem para fémeas (Figura 2A-B).

Para confirmar a ocorréncia de degradacdo autofagica de componentes celulares
por meio da acdo de enzimas lisossomais, a imunofluorescéncia para a proteina Ctsd foi
realizada. O padrdo de marcagdo para a proteina Ctsd foi muito similar ao observado para
Beclinl (Figura 1K-L, O-P, S-T). A area do tecido gonadal marcada foi maior em
hibridos (machos e fémeas) quando comparado as espécies parentais em repouso
reprodutivo (p<0.0001), enquanto as duas espécies parentais ndo apresentaram diferenca
significativa na area total marcada para esta proteina (Figura 2C-D).

Para constatar se as alteragdes morfologicas observadas nos hibridos, bem como
a ocorréncia de autofagia foram capazes de desencadear a morte celular no tecido
gonadal, a imunomarcacao para Casp3 foi realizada. Em fémeas, ovogonias (incluindo
ovogdnias em degeneragdo), ovocitos perinucleolares iniciais e avangados e células
foliculares apresentaram marcagao positiva, enquanto em machos a imunorreatividade foi
observada em espermatogdnias, espermatocitos em degeneragdo e eventualmente em
células do intersticio (Figura 3A-C; Figura 4A-C). Gonadas de animais hibridos
(machos e fémeas) apresentaram area marcada para Capase3 significativamente maior do
que observado para as espécies parentais (p<0.0001) (Figura 5A-B). A comparacdo da
area marcada nas espécies parentais mostrou que ndo ha diferenca significativa na
expressao de Casp3 nas gonadas desses animais.

Para investigar a dinamica do tecido intersticial nas gonadas dos peixes hibridos,
as proteinas marcadoras de matriz extracelular FN e Coldgeno tipo 1 foram
imunolocalizadas nesses animas, quantificadas e comparadas com as espécies parentais.
O padrao de reatividade dessas proteinas foi similar entre os animais amostrados, sendo
positivo para regioes de limite entre cistos e ninhos vizinhos de células germinativas, ao
redor de ovdcitos, no citoplasma de células do intersticio e eventualmente nos espacos
entre as células germinativas (Figura 3D-I; Figura 4D-I). A quantificacdo dessas
proteinas mostrou que fémeas hibridas apresentam area marcada por fibronectina
significativamente maior que as fémeas das suas espécies parentais (p<0.0001) (Figura
5C-D). Ao comparar os tecidos dessas duas espécies, utilizados como controle nesse
estudo, observou-se que 4. paranae apresenta menor quantidade de FN imunomarcada

em suas gonadas do que A. fasciatus. Este padrao foi exclusivamente observado para esta
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proteina, uma vez que as demais proteinas analisadas ndo apresentaram diferencas
marcantes entre as espécies parentais. Nos machos hibridos foi observada maior area
gonadal marcada por FN em comparacdo com as espécies 4. fasciatus € A. paranae
(p<0.05), enquanto a comparagao entre essas duas espécies parentais ndo mostrou
diferenca significativa. Em relacdo ao Coldgeno tipo I, fémeas e machos de peixes
hibridos apresentaram maior area de tecido marcada do que as espécies parentais (Figura

4E-F).

DISCUSSAO

Em gonadas de peixes, as vias autofagica e apoptdtica apresentam importante
papel na homeostase tecidual e no desenvolvimento normal de gametas (Choi ef al. 2010;
Cassel et al. 2017; Ribeiro et al. 2017). Entretanto, alteracdes nessas vias, que atuam em
cooperacdo, resultantes da exposi¢do a fatores estressores podem levar a redugao da
fertilidade em algumas espécies (Xue et al. 1999; Bursch 2001; Sales ef al. 2020). A
infertilidade esta relacionada a diversas alteracdes morfologicas gonadais em peixes
(Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Pinheiro ef al. 2019). Neste
estudo, ndés mostramos pela primeira vez a atuagdo das vias autofagica, lisossomal e
apoptotica nas gonadas de peixes em resposta a infertilidade causada por hibridacao.

Usando uma abordagem multidisciplinar, com técnicas morfométricas,
morfolégicas e de biologia molecular, estudo recente detectou a presenga de hibridos
naturais, resultantes do cruzamento das espécies A. fasciatus e A. paranae na cabeceira
do Rio Grande (sudeste do Brasil), regido com boas condi¢des de preservagdo ambiental
(Pinheiro et al. 2019). Continuando este estudo, andlises ultraestruturais evidenciaram a
presenca de autofagossomos, autofagolisossomos e corpos multilamelares em células
germinativas e somaticas de hibridos, sugerindo autofagia na gonada desses animais. A
imunofluorescéncia para a proteina Beclinl confirmou a ocorréncia de autofagia nos
animais, com maior area gonadal marcada nos hibridos. A autofagia ¢ primariamente um
mecanismo de sobrevivéncia celular, que por meio da degradagdo e reciclagem de
produtos da célula gera nutrientes e energia para manter a sua viabilidade (Debnath ef al.
2005). De fato, a atuacdo inicial da autofagia nas gonadas dos hibridos pode ser uma
tentativa de manutencao deste 6rgao em funcionamento, apesar das alteragdes causadas
pela hibridagdo. Neste sentido a autofagia tem o papel de manter a homeostase através de
cell clearance, remocao seletiva de agregados proteicos e organelas disfuncionais, como

reportado em estudos anteriores (Ryter ef al. 2013; Sever and Demir 2017).
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Entretanto, a medida que a maioria das células germinativas dos hibridos ndo foi
capaz de avangar no processo meiotico, tornando inviavel a fertilidade da gonada, a
autofagia pode ter atuado na ativacdo da via de morte celular por apoptose. Estudos
indicam esse papel circunstancial da autofagia, ora agindo como forma de adaptagdo ao
estresse celular, possivelmente inibindo a via apoptotica, ora agindo de forma inversa,
induzindo as diferentes vias de sinaliza¢do da morte celular (Galluzzi et al. 2018; Denton
and Kumar 2019; Chang 2020). De fato, em exposi¢cdes prolongadas ao estresse
metabdlico, a autofagia tende a atuar contribuindo para o fornecimento de energia para
execugao da apoptose (Chiarelli et al. 2014; Kriel and Loos 2019), uma vez que uma
autofagia exacerbada pode levar a clivagem de moléculas e organelas indispensaveis para
a viabilidade da célula (Gémez-Sintes ef al. 2016).

Tanto na degradacao autofagica de componentes celulares, como na contribuicao
para a morte celular, a atuacdo dos lisossomos ¢ essencial (Turk and Turk 2009; Goémez-
Sintes et al. 2016). Dessa forma, a imunolocalizagdo de Ctsd nesse estudo indica a
participagcdo ativa dos lisossomos no processo de alteracdo do tecido gonadal por
hibridagao. Ctsd pode ter dois modos de acao, dependendo do seu local na célula: quando
localizada no interior dos lisossomos, sua atuagao ocorre no processo de degradagao de
componentes celulares via autofagia; quando liberada no citosol, essa proteina age
direcionando o processo de morte celular por apoptose (Repnik ef al. 2012; Kavc¢ic et al.
2017). A liberagdo de Ctsd no citosol se da apos a desestabilizagdo da membrana
lisossomal e agdo dessa protease no citoplasma leva a distirbios na membrana
mitocondrial, culminando no processo de ativacdo de caspases e, consequentemente,
apoptose (Repnik et al. 2012; Gomez-Sintes et al. 2016). Nesse sentido, a liberacdo de
Ctsd no citoplasma das células germinativas dos hibridos pode ter levado ao aumento da
apoptose nas gonadas.

Apoptose em gonadas esta associada a exposi¢ao de peixes a diversos tipos de
fatores estressores, como variagdes em parametros fisico-quimicos da agua, salinidade,
desreguladores enddcrinos e restricio alimentar (Kaptaner and Unal 2011; Thomé et al.
2012; Marcon et al. 2017; Cruz Vieira et al. 2019; Sales et al. 2020; Qiang and Cheng
2021). O processo de hibridagdo como fator estressor das gonadas, culminando em
infertilidade e apoptose de células germinativas foi relatado por alguns autores (Neves et
al. 2002; Fishelson 2003; Pinheiro et al. 2019). Neste estudo nd6s mostramos que a

quantidade de Casp3 marcada estd aumentada nas gonadas dos peixes hibridos, indicando
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uma maior frequéncia de morte celular por apoptose nas células germinativas, o que
possivelmente contribui para remodelagdo das gonadas.

Nas amostras histologicas dos hibridos foi observada frequentemente a
modificacdo da estrutura tecidual, com perda do padrio de organizacdo de células
germinativas em cistos no caso dos machos ou em ninhos e lamelas no caso das fémeas,
indicando um processo de remodelagdo desse tecido. Os resultados deste estudo- sugerem
que apos a morte de grande quantidade de células nas gonadas dos peixes hibridos,
iniciou-se um processo de cicatrizagdo com fibrose, ocorrendo substitui¢do por tecido
conjuntivo na area anteriormente ocupada por parénquima (Wynn 2008). Na fibrose
hepatica humana foi observado aumento da quantidade de véarios tipos de colageno e
expressdo relativa de colageno tipo I (Aycock and Seyer 1989). Além do coldgeno, a
proteina fibronectina desempenha um papel fundamental durante o processo de fibrose
em varios 6rgaos (Muro et al. 2008; Altrock et al. 2015; Valiente-Alandi et al. 2018).
Nesse sentido, o aumento da imunolocaliza¢do das proteinas Coladgeno tipo I e FN nas
gbonadas de peixes hibridos observadas no presente estudo sustentam a nossa hipodtese de
que o processo final de alteragcdes gonadais geradas pela hibrida¢do e infertilidade
culminam em fibrose. De fato, Fishelson (2003) observou espessamento do tecido
conjuntivo em goénadas de peixes hibridos com degeneragdo e apoptose de células
germinativas. Além disso, a presenca de infiltrado inflamatdrio nas gonadas dos hibridos
foi frequentemente observada, o que possivelmente estd relacionado ao processo
fibrotico, uma vez que as células inflamatdrias participam do desenvolvimento de fibrose
(Iredale 2007; Wynn and Barron 2010).

Nossos resultados mostraram que a dinamica de degeneragao gonadal de hibridos
inférteis, resultantes do cruzamento entre as espécies A. fasciatus e A. paranae envolve
um processo de subsequentes alteracdes que comecam com a interrupcdo da meiose e
vacuolizacao das células germinativas, seguidas de ativagdo das vias autofagica, de
degradacdo lisossomal dependente de Ctsd, e apoptética, que por sua vez precedem o
processo de remodelamento tecidual com fibrose por meio de deposi¢do de proteinas de
matriz extracelular como fibronectina e colageno tipo I. Embora o processo de interrupcao
da meiose em hibridos gerando alteragcdes morfoldgicas nas gonadas tenha sido indicado
anteriormente para os Astyanax do presente estudo e para outras espécies de peixes (Wills
etal., 2000; Fishelson, 2003; Pivaetal., 2018; Pinheiro etal., 2019), as vias de sinalizacdo
celular envolvidas nas alteracdes morfoldgicas em goénadas de hibridos ndo foram

investigadas. Desta forma, o presente estudo contribui para o avango do conhecimento
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dos mecanismos envolvidos na infertilidade causada por hibridagdo interespecifica de

peixes.

LEGENDAS DAS FIGURAS:

Figura 1: Morfologia gonadal dos hibridos e imunolocaliza¢do de Beclinl e Ctsd em
hibridos e suas espécies parentais — hematoxilina-eosina: A-D; microscopia eletronica de
transmissao: E-H; imunofluorescéncia: I-L (hibridos) e M-T (espécies parentais). A:
gonada de macho hibrido exibindo espermatdcitos em degeneracdo (SP*) com
caracteristica apoptotica de cromatina anexada ao envoltorio nuclear (detalhe). B: macho
hibrido apresentando gonada sem padrio de organizagdo em cistos, com espermatogonias
(Go) espalhadas pelo tecido e presenca de grande quantidade de tecido intersticial (TT).
C: fémea hibrida apresentando ninhos de ovogdnias normais (Ov) e em degeneragdo
(Ov*), além de ovocito perinucleolar inicial (O1) e infiltrado inflamatorio (IF). D: fémea
hibrida apresentando tecido gonadal totalmente alterado, com abundancia de tecido
intersticial (TI), células germinativas em processo final de degeneracdo - auséncia de
nucleos (*), além de um ovocito perinucleolar em degeneragao (O1%*). E: autofagossomo
contendo mitocondrias (Mi) em processo de degradagdo em célula germinativa de
hibrido. F: autofagolisossomo (AL) - lisossomo fundido com autofagossomo
apresentando regides elétron-densas e elétron-licidas (contendo conteudo do
autofagossomo). G: Corpos multilamelares em espermatdcitos de hibridos e mitocondrias
(Mi). H: excesso de tecido conjuntivo com fibras colagenas (Fc) e fibroblasto (Fi) em
gbonada de hibrido. I: ovario de hibrido mostrando marcacdo positiva para Beclinl em
ovogonias normais (Ov) e alteradas (Ov*). J: testiculo de hibrido mostrando marcagao
positiva para Beclinl em espermatogonias (Go) e espermatocitos em degeneragdo (SP*).
K: ovario de hibrido mostrando marcagao positiva para Ctsd em ovogonias (Ov) e células
foliculares (seta). L: testiculo de hibrido mostrando marcagdo positiva para Ctsd em
espermatogonias (Go). M: ovario de A. fasciatus apresentando marcacdo positiva para
Beclinl em ovogodnias (Ov). N: testiculo de A4. fasciatus apresentando marcacao positiva
para Beclinl em espermatogdnias (Go). O: ovario de A. fasciatus apresentando fraca
marcagdo positiva para Ctsd em ovogonias (Ov) e célula da teca conjuntiva (ponta de
seta). P: testiculo de A. fasciatus apresentando fraca marcacgdo positiva para Ctsd em
algumas espermatogodnias (Go) do cisto. Q: ovario de A. paranae apresentando marcacao

positiva para Beclinl em ovoécitos perinucleolares iniciais (O1) e células foliculares
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(seta). R: testiculo de A. paranae apresentando marcagdo positiva para Beclinl em
algumas espermatogonias (Go). S: ovario de 4. paranae apresentando fraca marcacao
para Ctsd em ovocitos perinucleolares (O1) e ovogonias (Ov). T: testiculo de A. paranae
apresentando fraca marcagdo para Ctsd em espermatogonias (Go). Barras: A-D =20 pm;
E,FeH=1pum;G=200nm; ,J,P,Q,ReT=3 um;KeS=4um; L,Me O =7 um;
N =35 pum.

Figura 2: Proporgao relativa de d&rea marcada para as proteinas Beclin1 e Ctsd em reagdes
de imunofluorescéncia em fémeas (A, C) e machos (B, D) de A. fasciatus, A. paranae ¢
hibridos interespecificos. Valores sdo expressos como média + EP. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre as areas marcadas pelas proteinas (p < 0,05 -

Kruskal-Wallis).

Figura 3: Imunolocalizacao das proteinas Caps3, FN e Colageno tipo I em ovérios de A.
fasciatus, A. paranae e hibridos interespecificos. A: reagdo positiva para Casp3 em
ovocito perinucleolar inicial (O1) e células foliculares (seta) de A. fasciatus. B: marcagdo
para Casp em células foliculares (seta) de A. paranae. C: ovogdnias (Ov) e células
foliculares de hibridos mostrando marcagdo positiva para Casp3. D e E: marcacao
positiva para FN ao redor dos ovocitos em A. fasciatus e A. paranae (células foliculares
e da teca conjuntiva). F: intensa marcacdo para FN em regides de tecido intersticial de
fémeas hibridas - entre ninhos de células germinativas e ao redor de ovdcitos
perinucleolares. G: reacao positiva para Colageno tipo I em regides de tecido intersticial
e ao redor de ovoécitos de A. fasciatus. H: ovocito exibindo marcagdo positiva para
Colageno tipo I em suas camadas envoltorias. I: intensa marcagdo para Colageno tipo I
em regido de tecido intersticial (T1) de fémeas hibridas. Barras: AeB=4 um; Ce E=5

um; D=9 um; FeH=10 um; G=3 um; [ =7 pm.

Figura 4: Imunolocalizagdo das proteinas Caps3, FN e Colageno tipo I em testiculos de
A. fasciatus, A. paranae e hibridos interespecificos. A: fraca marcacdo para Casp3 em
espermatogonias (Go) e células do intersticio (TI) em A. fasciatus. B: marcagao positiva
para Casp3 em algumas espermatogonias (Go) de A. paranae. C: hibridos apresentando
forte reagdo imunofluorescente para Caps3 em algumas espermatogdnias (Go) e
espermatocitos em degeneracdo (SP*). D e E: reagdo positiva para FN em tecido

intersticial (TI) de A. fasciatus e A. paranae entre cistos de células germinativas. F:
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intensa reagdo positiva para FN em tecido intersticial (TI) de hibrido, mostrando grande
quantidade desse tecido entre as células germinativas. G e H: reagdo positiva para
Colageno tipo I principalmente na periferia das gonadas de A. fasciatus ¢ A. paranae,
mostrando pequena quantidade de tecido intersticial (TI) nesses animais. I: intensa
marcacdo para Coladgeno tipo I em machos hibridos, mostrando regido com grande
quantidade de tecido intersticial (TI) e pouco parénquima gonadal com células
germinativas. Barras: A, B,Ge =4 um; C=3 um; D=7 um; E=6 um; F =10 um; H
=5 pum.

Figura 5: Proporcao relativa de area marcada para as proteinas Casp3, FN e Colageno
tipo I em reagdes de imunofluorescéncia em fémeas (A, C, E) e machos (B, D, F) de 4.
fasciatus, A. paranae e hibridos interespecificos. Valores sdo expressos como média +
EP. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as areas marcadas pelas

proteinas (p < 0,05 - Kruskal-Wallis).
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4. DISCUSSAO GERAL

A hibridagdo ¢ um processo complexo, com consequéncias ecologicas e
evolutivas para os animais envolvidos ¢ frequentemente leva a alteragdes morfologicas
nos hibridos (Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al. 2018).
Além disso, os eventos de hibridacdo natural ainda deixam muitas perguntas a serem
respondidas, especialmente sobre a sua ocorréncia, predisposi¢do de grupos zooldgicos
ou regides biogeograficas, influéncia das mudangas climaticas, bem como sobre os
mecanismos celulares e fisiologicos envolvidos na biologia dos hibridos (Trigo et al.,
2008; Yoshikawa et al., 2018; Larson et al., 2019). A principal consequéncia morfoldgica
da hibridagdo esté relacionada a gametogénese, que muitas vezes ¢ interrompida nesses
animais, gerando infertilidade. Embora seja bem aceito que a interrup¢do da meiose seja
o principal causador da infertilidade de hibridos (Bartley et al., 2001; Fishelson, 2003;
Yoshikawa et al., 2018), as vias de sinalizagdo celular envolvidas no processo de
infertilidade ainda ndo foram totalmente elucidadas. Neste sentido, o presente trabalho
foi dividido em duas etapas: na primeira nds investigamos a ocorréncia de um processo
de hibridagao natural entre as espécies de lambaris A4. fasciatus e A. paranae na cabeceira
do Rio Grande utilizando uma abordagem multidisciplinar. Na segunda etapa nos
investigamos as consequéncias da hibridacao sobre a morfologia gonadal dos hibridos,
utilizando as vias autofagica, lisossomal e apoptotica, além da dindmica de
remodelamento tecidual influenciada pelas proteinas de matriz extracelular Fibronectina
e Colageno tipo L.

No primeiro capitulo, nds reportamos a ocorréncia de hibridagdo natural entre as
espécies de lambaris A. fasciatus e A. paranae. Primeiramente, a analise de PCA com
dados anatdomicos dos animais mostrou que as espécies utilizadas neste estudo sao grupos
distintos, que ndo se sobrepdem, enquanto a populagdo dos potenciais hibridos apresentou
caracteres morfologicos intermediarios entre estas duas espécies, como demonstrado
anteriormente para peixes hibridos (Hubbs, 1955; Scribner et al., 2001). As analises
genéticas, por sua vez, também confirmaram A. fasciatus e A. paranae deste estudo como
espécies distintas, com divergéncia genética maior que 2%, conforme definido para
peixes (Ward, 2009). Além disso, essas analises mostraram que os lambaris com
morfotipo intermediario ndo apresentaram variagdo nas sequéncias de DNA suficientes
para serem definidos como uma terceira espécie de peixe. Ao contrario, foi observado
que esses animais apresentaram sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear especificas

de cada uma das espécies, sugerindo a ocorréncia de hibridagao.
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Com as sequéncias obtidas pela técnica de DNA barcoding, uma rede de
haplétipos foi construida. Um haplétipo € uma sequéncia tinica de DNA, que se distingue
dos demais pela mutacao de pelo menos um par de base (sitios polimorficos), e que pode
ser compartilhado por diferentes individuos (individuos com sequéncias ou parte do DNA
idénticas). A rede de haplotipos apresentada neste estudo (Figura 5, capitulo I) considera
0s passos mutacionais (pares de bases distintos em uma mesma posi¢do) acumulados
pelos haplétipos amostrados separando-os de acordo com essa caracteristica. Dessa
forma, quanto mais geneticamente distantes sdo as amostras, mais longe estarao na rede
de haplétipos. Nesta rede, cada circulo representa um haplotipo e as cores indicam qual
morfotipo, dos trés estabelecidos pela andlise morfométrica e meristica, compartilha este
haplotipo. O tamanho do circulo € proporcional ao nimero de amostras que compartilham
o mesmo haplétipo. Os pontos pretos representam haplotipos ndo amostrados que foram
utilizados pelo programa para conectar os dois grupos genéticos distintos observados. O
fato de um morfotipo tnico (morfétipo intermedidrio neste estudo) compartilhar
haplotipos de duas espécies distintas ¢ indicio de hibridagdo, uma vez que os haplotipos
apresentam heranga uniparental (Yu et al.,, 2014). Esses dados sugeriram que os
exemplares com morfotipo intermediario definido pelas analises anatomicas sao hibridos
resultantes do cruzamento entre as espécies de lambari A. paranae e A. fasciatus.
Considerando que o COI é um gene mitocondrial e sua heranga ¢ materna, esse
cruzamento pode ser do tipo: fémeas de A. paranae x machos de A. fasciatus ou machos
de A. paranae x fémeas de A. fasciatus, uma vez que a heranga mitocondrial observada
foi associada a ambas as espécies neste estudo. A confirmacdo final do processo de
hibridagdo ocorreu com o sequenciamento de um fragmento do gene da proteina
ribossomal S7, utilizada em estudos anteriores para confirmacdo das contribuicdes de
cada espécie parental em estudos de hibridacdo (Yaakub et al., 2006; Wallis, et al., 2017).
Neste estudo, este marcador se mostrou efetivo para diagnostico da hibridagao, uma vez
que ele n3o mostrou variagdes dentro de cada espécie, mas apresentou diferengas fixas
entre as duas espécies de lambaris, permitindo a observagao de heterozigose nos hibridos,
através dos picos duplos evidenciados nos cromatogramas desses animais.

Além das analises genéticas, que foram necessarias para confirmagao do processo
de hibridagao, o estudo da biologia e morfologia reprodutivas dos lambaris forneceu
evidéncias da ocorréncia natural desse processo na cabeceira do Rio Grande. Os lambaris
foram observados coabitando um poco de cachoeira, com sobreposicao de periodo

reprodutivo, semelhangas morfologicas de gametas, gdnadas e estratégias reprodutivas.
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Esses dados compdem o conjunto de caracteristicas ecofisiologicas reportadas como
favorecedoras do processo de hibridagdo (Bassin et al., 2011). Além disso a analise dos
hibridos mostrou que mesmo com grandes tamanhos, nos quais as outras espécies ja
apresentavam atividade reprodutiva, os hibridos ndo apresentaram sinais macro e
microscopicos de maturagdo gonadal. A infertilidade de animais hibridos ¢ comumente
reportada na literatura (Shimizu et al. 1997; Wills et al. 2000; Fishelson 2003; Piva et al.
2018) e essas caracteristicas nos levaram a hipotetizar que os animais deste estudo sdo
hibridos inférteis resultantes do cruzamento das espécies A. fasciatus e A. paranae.
Corroborando esta hipotese, a andlise microscopica qualitativa e quantitativa das gonadas
dos hibridos mostrou diversas alteragdes como: vacuolizacdo e degeneracdo e células
germinativas, aumento do tecido intersticial, presenca de infiltrado inflamatdrio, células
com caracteristicas morfologicas de apoptose, além da auséncia de espermatides e
espermatozides e ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos nas analises morfométricas.

A infertilidade de hibridos ¢ frequentemente associada a interrup¢ao da meiose,
devido a presenca de cromossomos extras provenientes de espécies parentais com niimero
total de cromossomos diferentes. Embora as espécies A. fasciatus ¢ A. paranae sejam
reconhecidas por serem filogeneticamente proximas, apresentando baixos valores de
distancia genética e radiacdo recente (Rossini et al., 2016), essas espécies provavelmente
apresentam cariotipos com diferentes quantidades de cromossomos. De fato, estudos
mostram que 4. paranae apresenta 2n = 50 cromossomos, enquanto A. fasciatus apresenta
variagdo de 2n = 46-48 (Morelli et al., 1983; Pazza et al., 2006; Nishiyama et al., 2016),
o que indica que neste estudo a infertilidade dos hibridos ¢ causada por incompatibilidade
genética, impedindo a progressdao da meiose. Frequentemente, a interrup¢ao da meiose ¢
acompanhada por varias alteragdes morfoldgicas gonadais. Neste sentido, no segundo
capitulo desta tese, buscamos investigar as vias de sinalizag¢do celular nas gonadas dos
hibridos capazes de justificar a intensa degeneragao tecidual observada nesses animais.
Os dados mostraram a presenca de autofagossomos, autolisossomos e corpos
multilamelares, principais estruturas utilizadas no diagnostico morfolégico de autofagia
(Hariri et al., 2000; Kishi-Itakura et al., 2014). Além disso, a imunolocalizagdo de
Beclinl, CatepsinaD e Caspase3 nas gonadas dos peixes, com aumento dessas proteinas
nos hibridos em comparacdo com as espécies parentais, mostrou relacdo das vias
autofagica e apoptotica com as alteragdes morfologicas previamente observadas nas
gonadas dos hibridos. De fato, alteragdes das vias autofagica e apoptotica, que

aparentemente atuam em cooperagdo, ja foram associadas a redugdo da fertilidade em
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camundongos e peixes (Xue et al. 1999; Bursch 2001; Sales et al. 2020), o que parece
também estar acontecendo com os hibridos do presente estudo. Embora alguns estudos
tenham buscado avaliar a interacao entre essas duas vias (Morais et al., 2012; Cassel et
al.,2017; Sales et al., 2019), o conhecimento sobre a via autofagica de morte celular ainda
¢ limitado, mas indica que degradacao proteolitica do volume celular ou a alta degradacao
de fatores de sobrevivéncia celular causadas pela autofagia podem promover a inducao
de um programa alternativo de morte celular (Nezis et al., 2010; Nikoletopoulou et al.,
2013; Denton & Kumar, 2019). Uma vez que a autofagia ¢ um processo catabdlico de
degradacdo lisossomal, a CatepsinaD, que ¢ uma enzima hidrolitica dos lisossomos,
também apresenta papel importante nesta via, atuando na degradacdo de componentes
celulares (Yue et al. 2003; Kourtis e Tavernarakis 2009). Além deste papel na autofagia,
a CatepsinaD pode influenciar o processo de morte celular, por meio da degradacao de
proteinas anti-apoptoticas e permeabilizagdo da membrana mitocondrial quando esta
hidrolase 4cida ¢ liberada no citosol (Gomez-Sintes et al. 2016).

A andlise histologica das gonadas dos hibridos mostrou que alguns individuos
apresentam a goénada morfologicamente mais alterada do que outros, assim como
demonstrado por Wills et al. (2000) em hibridos de peixe-sol (Lepomis cyanellus x
Lepomis macrochirus). Isso pode indicar que as alteragdes morfologicas observadas
seguem uma dindmica, onde o individuo aparentemente menos alterado possivelmente
teria algumas células capazes de progredir ligeiramente na meiose. Assim, algumas
fémeas hibridas apresentaram estrutura gonadal contendo poucos ninhos de ovogdnias
normais e escassos ovocitos perinucleolares. Outros individuos apresentaram uma
condi¢dao intermediaria de alteracdes gonadais, na qual a maior parte das células
observadas apresentaram caracteristicas apoptoticas e a gonada ndo apresenta o padrao
de organizagdo de células germinativas em cistos em machos e ninhos em fémeas. Por
fim, os animais mais alterados apresentaram grande predominancia de tecido conjuntivo,
células em processo final de degeneragdao (sem nucleo) e regides de espagos brancos
mostrando auséncia de células do parénquima e apenas células intersticiais e matriz
extracelular. Neste sentido, a correlagdo da expressao das proteinas autofagica (Beclinl),
lisossomal (CatepsinaD) e apoptotica (Caspase3) com as alteragdes morfoldgicas
observadas nas gonadas dos hibridos sugere que em um primeiro momento a autofagia
pode estar agindo a favor da sobrevivéncia das células para manuten¢dao da gonada em
funcionamento. Em um segundo momento, com muitas células germinativas em processo

de interrup¢do da meiose, configurando o estado de infertilidade das gonadas dos
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hibridos, a autofagia pode ter atuado na ativagdo da apoptose, com participacdo dos
lisossomos neste processo. Finalmente, nossos achados em relagdo a expressao de
proteinas da matriz extracelular Fibronectina e Colageno tipo I indicam que apos grande
quantidade de células germinativas passarem pelo processo de morte por apoptose, uma
remodelacao do tecido gonadal ¢ feita para substitui¢ao da area de parénquima por tecido
conjuntivo, em um processo de cicatrizagdo fibrotica.

Juntos, os dados do presente trabalho contribuem para o avango no entendimento
do processo de hibridacdo natural, mostrando que as evidéncias desse processo refletem
em diferentes niveis de organizagao gonadal e em alteragdes de parametros reprodutivos;
e que a autofagia e apoptose podem estar envolvidas na degeneracdo das gdnadas,
remodelacdo e fibrose decorrentes da infertilidade em peixes hibridos.

Além disso, este estudo explora indiretamente o potencial evolutivo e ecologico
do processo de hibridagao entre os lambaris. Considerando que o género Astyanax € muito
diversificado e pouco compreendido, principalmente do ponto de vista da identificacao
de espécies e relacdo filogenética entre elas, os dados desta tese contribuem para a
Biologia da Conservagao, a qual deve considerar o nivel de incerteza taxonomica devido
a hibridacao, para proteger a biodiversidade como um sistema dinamico. A visdo da
Biologia da Conservagao sobre o contexto deste trabalho ¢ de grande importancia, devido
ao impacto antropico causado pelo grande ntimero de barramentos na bacia do Rio
Grande, que possui grande potencial hidrelétrico. Ademais, outras influéncias antrépicas,
como introdugdo intencional ou acidental de espécies e mudancgas climaticas que que
alteram a dindmica hidrica dos rios, podem interferir nos processos de hibridagdo e
consequentemente afetar a diversidade de lambaris, que apresentam importancia
comercial e ecoldgica no Rio Grande.

Considerando, ainda, a visdo da Aquacultura sobre o contexto deste trabalho, ¢
importante citar o potencial de utilizagao do hibrido resultante do cruzamento entre as
espécies A. fasciatus e A. paranae como ferramenta para fins comerciais em processos de
hibridagdo induzida artificialmente, uma vez que lambaris sdo peixes de interesse
econdmico e as caracteristicas de comprimento e peso dos hibridos, e/ou sua infertilidade

podem ser vantajosas na psicultura.
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5. CONCLUSOES

e As espécies A. fasciatus e A. paranae apresentam varias similaridades em suas
caracteristicas ecofisiologicas reprodutivas, favorecendo a ocorréncia de
hibridagao;

o As espécies A. fasciatus e A. paranae sao capazes de se intercruzar na cabeceira do
Rio Grande, gerando hibridos;

e A. fasciatus e A. paranae sdo geneticamente distintas e os exemplares hibridos
compartilham similaridades com ambas espécies; porém, ndo apresentam
divergéncias suficientes para serem considerados uma outra espécie pela
abordagem taxonomica filogenética;

e Os hibridos sao inférteis e a infertilidade provavelmente ¢ causada pela interrupgao
da meiose no momento do pareamento de cromossomos homdlogos;

e Os hibridos apresentam varias alteragdes morfologicas gonadais;

e As alteragdes gonadais observadas nos hibridos sao influenciadas pela ativagao das
vias autofagica e apoptdtica, com participacgado lisossomal;

e Nas gonadas dos hibridos, a ativacdo da apoptose culmina em intenso processo de
morte de células germinativas;

o A fibrose ¢ uma alteragdo observada nas gonadas dos hibridos, que ocorre devido
ao remodelamento do tecido, com deposi¢do das proteinas de matriz extracelular

Fibronectina e Colageno tipo I.
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