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“A persisténcia ¢ o menor caminho do éxito”.

(Charles Chaplin)



RESUMO

A familia Characidae é considerada a maior e mais complexa entre os Characiformes. O
género Astyanax € um dos mais especiosos entre 0s caracideos, compreendendo 142 espécies
validas distribuidas na regido Neotropical. Muitas destas espécies encontram-se restritas a
determinadas bacias hidrogréficas. A ictiofauna da bacia do Rio Iguagu caracteriza-se por
apresentar um elevado grau de endemismo, possivelmente devido o seu isolamento da bacia
do Rio Parand, ocorrido h& cerca de 22 milhdes de anos, causado pelo surgimento das
Cataratas do Iguacu. Recentemente, foram descritas novas espécies deste género no Rio
Iguacu, entretanto seu posicionamento sistematico frente aos demais Astyanax ainda é
desconhecido, fazendo-se necessarios estudos que visem a compreensao de sua diversidade e
de suas relacGes evolutivas. Sendo assim, objetivou-se realizar a caracterizagdo cariotipica de
espécies do género Astyanax provenientes do médio Rio Iguagu: Astyanax altiparanae, A.
bifasciatus, A. dissimilis, A. minor, A. ribeirae e A. serratus, utilizando como ferramenta a
citogenética, a fim de contribuir com um cenario mais consistente acerca da evolucdo deste
grupo. Utilizou-se técnicas baseadas na coloracdo convencional por Giemsa, deteccdo de
regibes organizadoras de nucléolo por nitrato de prata (Ag-RONSs), bandamento C e
hibridacéo in situ fluorescéncia (FISH) com sondas de genes ribossomais 18S e 5S. Todas as
espécies estudadas apresentaram 2n = 50 cromossomos, confirmando o conservadorismo para
0 género. Observaram-se caridtipos compostos por todos o0s tipos cromossémicos e
predominancia de cromossomos com dois bracos, principalmente do tipo metacéntrico, exceto
para A. ribeirae com férmula cariotipica composta por elevado numero de acrocéntricos.
Apesar do numero diploide se manter constante nestas espécies, houve variacdes na formula
cariotipica e, consequentemente no numero fundamental, variando de 66 até 92. O
bandamento C evidenciou variacdes na distribuicdo dos blocos heterocromaticos entre as
espécies, com ocorréncia de polimorfismo em A. serratus, o que também foi observado em
outros estudos envolvendo Astyanax sp. D (A. serratus). As seis espécies estudadas
mostraram a presenca de RONs localizadas na regido telomérica do brago curto de um par
cromossémico do tipo subtelocéntrico, caracteristica conservada para o género. Ocorreram
RONs simples em A. altiparanae e A. dissimilis, as demais espécies possuem RONSs
mdaltiplas, em quase todos os casos confirmadas pela FISH com rDNA 18S. Todas as espécies
evidenciaram rDNA 5S localizados nos segmentos intersticiais dos cromossomos. Foram
observados rDNA 5S em um Unico par em A. altiparanae, A. minor e A. serratus, e multiplos
em A. bifasciatus, A. dissimilis e A. ribeirae. Destaca-se A. ribeirae por apresentar um
elevado numero de sitios rDNA 18S e 5S, o0s quais mostraram-se sinténicos e co-localizados.
Além disso, esta espécie é considerada endémica para bacia do Ribeira de Iguape; no entanto,
foi encontrada pela primeira vez na bacia do Iguagu, reforcando a hipdtese de
compartilhamento de fauna entre rios do planalto cristalino e regides costeiras no sul do
Brasil. A diversidade cariotipica evidenciada para todas as espécies devem-se principalmente
a rearranjos ndo Robertsoniano. Neste estudo foram apresentados os primeiros dados
citogenéticos para o género Astyanax ocorrentes na regido do médio Rio Iguagu.

Palavras-chave: Cromossomos. Genes ribossomais. Heterocromatina.



ABSTRACT

The Characidae is considered the largest family and most complex among the Characiforms.
The Astyanax genus is one of the most specious between the characids, comprising 142 valid
species distributed in the Neotropical Region. Many of these species are restricted to certain
river basins. The fish fauna of the Iguagu River basin is characterized by having a high
endemism, possibly because its isolation of the Parana River basin, occurred about 22 million
years, caused by the emergence of the Iguacu Falls. Were recently described new species of
this genus in the Rio Iguacu, however its systematic position opposite the other Astyanax is
still unknown, reinforcing necessary studies aimed at understanding their diversity and their
evolutionary relationships. Therefore, this research aimed was to perform the karyotype
characterization of the Astyanax species from the middle Rio Iguagu: Astyanax altiparanae,
A. bifasciatus, A. dissimilis, A. minor, A. ribeirae and A. serratus, using cytogenetics as a tool,
in order to contribute to a more consistent scenario about the evolution of this group. The
analysis were based on conventional Giemsa staining techniques, detection of nucleolar
organizing regions by silver nitrate (Ag-NORs), C-banding and fluorescence in situ
hybridization (FISH) to ribosomal genes 18S e 5S probes. All species presented 2n = 50
chromosomes, confirming the conservatism to the genus. The karyotypes comprise all
chromosomal types and prevalence of chromosomes with two arms, mainly on the
metacentric type except for A. ribeirae with the karyotype formula containing high number of
acrocentrics. Despite the diploid number remain constant in these species; there were
variations in karyotype formula and consequently the fundamental number, ranging from 66
to 92. The C-banding showed differences in the distribution of heterochromatic blocks
between species, occurring polymorphism in A. serratus, which was also observed in other
studies involving Astyanax sp. D (A. serratus). The six species showed the presence of NORs
located in the telomeric region of the short arm of a chromosome pair of the type
subtelocentric, characteristic conserved for the genus. Was identified single NORs in A.
altiparanae and A. dissimilis, although the most common being multiple NORs, in almost all
cases confirmed by 18S rDNA. All species showed 5S rDNA located in the interstitial
segments of the chromosomes. Have been observed simple rDNA 5S in A. altiparanae, A.
minor and A. serratus, and multiple in A. bifasciatus, A. dissimilis and A. ribeirae.
Highlighted A. ribeirae by presenting a high number of rDNA 18S and 5S sites, which proved
to be sintenics and co-located. In addition, this species is considered endemic for Ribeira de
Iguape basin; however, was first found in the Iguacu basin, strengthening fauna sharing
hypothesis between rivers of the plateau and coastal regions in southern Brazil. The karyotype
diversity evident for all species is mainly due to non-Robertsonian rearrangements. This study
presented the first cytogenetic data for the genus Astyanax occurring in the Middle Rio Iguacu
region.

Keywords: Chromosomes. Ribosomal genes. Heterochromatin.
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Espécies de Astyanax: a) A. altiparanae, 81 mm de comprimento padrao
(CP); b) A. bifasciatus, 93,5 mm CP; c¢) A. dissimilis, 89,3 mm CP; d) A.
minor, 77,1 mm CP; e) A. ribeirae, 56,2 mm CP; f) A. serratus, 78,2 mm

Pontos de coleta localizados na regido do médio Rio Iguagu, sul do Brasil:
1- Rio Claro (A. ribeirae), 2- Rio lguagu (A. altiparanae, A. bifasciatus e A.
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Caridtipos de A. altiparanae (a, b), A. bifasciatus (c, d) e A. dissimilis (e, f)
apos coloracdo convencional com Giemsa (lado esquerdo). Em destaque na

cor amarela os cromossomos portadores das Ag-RONs (lado direito). Barra

Cariotipos de A. minor (a, b), A. ribeirae (c, d) e A. serratus (e, f) apés
coloracdo convencional com Giemsa (lado esquerdo). Em destaque na cor

amarela os cromossomos portadores das Ag-RONs (lado direito). Barra =

Caridtipos de A. altiparanae (a, b), A. bifasciatus (c, d) e A. dissimilis (e, f)
ap6s bandamento C (lado esquerdo) e aplicagdo da técnica FISH (lado
direito) com sondas rDNA 18S (vermelho) e rDNA 5S (verde). Barra = 10

Caridtipos de A. minor (a, b), A. ribeirae (c, d) e A. serratus (e, f) apds
bandamento C (lado esquerdo) e aplicacdo da técnica FISH (lado direito)
com sondas rDNA 18S (vermelho) e rDNA 58S (verde). Barra =10 ym........

Metafases de A. serratus submetidas a técnica de bandamento C, as setas

indicam a localizagdo dos blocos heterocromaticos intersticiais. Barra = 10

Idiograma: A. altiparanae (a), A. bifasciatus (b), A. dissimilis (c), A. minor
(d), A. ribeirae (e) e A. serratus (f). Dados obtidos com diferentes
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1 INTRODUCAO
1.1 CARACTERIZACAO GERAL DA BACIA DO RIO IGUACU

O Rio Iguacu € um importante tributario do Rio Parana localizado na regido sul do
Brasil. Destaca-se entre 0s rios paranaenses por apresentar a maior bacia hidrografica,
cobrindo uma superficie de aproximadamente 72.000 Km?, deste total 79% pertencem ao
estado do Parand, 19% ao estado de Santa Catarina e apenas 2% a Argentina (ELETROSUL,
1978; BAUMGARTNER et al., 2006).

As nascentes do Rio Iguacu ocorrem na confluéncia dos Rios Atuba e Irai, localizados
na parte leste do municipio de Curitiba, divisa com o municipio de Sao José dos Pinhais, mais
especificamente na margem ocidental da Serra do Mar (BRASIL, 2010). Com direc¢éo geral
leste-oeste percorre cerca de 1.060 Km desde suas nascentes até a sua foz. Seu desnivel é de
830m, isto é, da altitude de 908m onde nasce até os 78m na sua desembocadura no Rio Parana
(PAIVA, 1982). Este elevado desnivel constituiu um grande atrativo para o aproveitamento
hidroelétrico, resultando em cinco grandes reservatorios: Foz do Areia, Salto Segredo, Salto
Santiago, Salto Osorio e Salto Caxias, além de varios reservatorios menores (JULIO JR.;
BONECKER; AGOSTINHO, 1997; BAUMGARTNER et al., 2012).

A formag&o da bacia hidrogréfica do Rio Iguagu remonta a era Mesozoica e o inicio da
era Paleozbica (MINEROPAR, 2010) e foi associada a movimentos escalonados durante o
soerguimento da Serra do Mar, resultando na formacdo dos trés planaltos paranaenses, o
primeiro compreende a regido de Curitiba, o segundo a regido de Ponta Grossa e 0 terceiro a
regido de Guarapuava. Tal evento também promoveu a inversdo da direcdo do rio, o qual
passou a correr para 0 interior do continente. De acordo com as caracteristicas
geomorfoldgicas do estado do Parand, o Rio Iguacu foi subdividido em trés regides, o alto
Iguacu, o0 médio Iguacu e o baixo Iguacu (MAACK, 2001; MINEROPAR, 2014).

A regido do alto Iguagu ndo apresenta definicdo nitida de seus limites, aceitando-se
que compreenda desde suas nascentes até a jusante da confluéncia com o Rio Negro, no
municipio de Sdo Mateus do Sul. A baixa declividade neste trecho resulta em meandros com
amplas curvaturas e extensas varzeas (MAACK, 1981; INGENITO; DUBOC; ABILHOA,
2004; PARANA, 2006).

O meédio Iguacu é caracterizado por apresentar extensas e rapidas corredeiras unidas a
amplas areas inundadas. Compreende o trecho a jusante da confluéncia do Rio Iguacu e Rio

Negro, no municipio de Sdo Mateus do Sul, até imediatamente a jusante da foz do Rio Jordéo,
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no municipio de Foz do Jorddo. Neste trecho destacam-se alguns afluentes, os Rios Potinga e
Claro, na margem direita e 0 Passa Dois, Negro e Timbd na margem esquerda (MAACK,
1981; PARANA, 2006).

A regido do baixo Iguagu tem inicio a jusante da foz do Rio Jordao seguindo até a
desembocadura no Rio Parana, esta regido é marcada por inimeras corredeiras e cachoeiras,
com destaque para Salto Grande (desnivel de 13m), Salto Santiago (desnivel de 40m), Salto
Osorio (desnivel de 30m). Além de apresentar varias usinas hidroelétricas (MAACK, 1981,
PARANA, 2006; BAUMGARTNER et al., 2012).

Na regido das cataratas, 0 Rio Iguacu tem uma largura de 1.200m e uma vazdo média
de 1.800 m3/s, correndo de seu curso para um profundo cénion até o Rio Parand. As massas
d’agua precipitam-se sobre dois degraus, no degrau maior, 0 Rio Iguagu possui uma queda de
69m de altura seguindo para Garganta do Diabo, enquanto que no degrau menor, acima do
salto principal, atinge apenas 2.50m de altura (MAACK, 1981; 2001).

1.2 A ICTIOFAUNA DO RIO IGUACU COM DESTAQUE PARA O GENERO Astyanax

A fauna de peixes da bacia do Rio Iguacu tem sua histéria evolutiva influenciada pelo
surgimento das Cataratas do Iguacu, ocorrido ha cerca de 22 milhdes de anos. Este evento
levou ao isolamento fisico entre as bacias dos Rios lguacu e Parand, sendo responsabilizado
pelo desenvolvimento de uma ictiofauna peculiar deste sistema hidrografico (SEVERI;
CORDEIRO, 1994; GARAVELLO, 1997; AGOSTINHO et al., 1999).

A ictiofauna do Rio lguacu é caracterizada pelo seu elevado grau de endemismo,
estimado em 75% (ZAWADZKI; RENESTO; BINI, 1999) e pelo pequeno numero de
espécies, quando comparada com outros afluentes do Rio Parana. Além de ndo possuir
familias de peixes migradores (JULIO JR.; BONECKER; AGOSTINHO, 1997).

Os primeiros trabalhos envolvendo as espécies do Rio Iguacu foram conduzidos por
Haseman (1911) que descreveu 13 espéecies e, naquela época, ressaltava a questdo do
endemismo, tendo encontrado um baixo nimero de espécies de caracideos quando comparado
com a grande diversidade desta familia no Rio Parana.

A familia Characidae pertence a ordem dos Characiformes, considerada uma das
ordens mais representativas em numero de espécies para a bacia do Rio Iguacu. Entre os
caracideos tem grande destaque o género Astyanax, por ser o mais diversificado e abundante
nesta bacia (BIFF et al., 2006; PAVANELLI; OLIVEIRA, 2009).
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Eigenmann (1911) realizou as primeiras contribuicdes referentes a sistemética do
género com base na colecdo ictiolégica do Haseman. Em 1921 e 1927, o autor indicou a
presenca de Astyanax scabripinnis paranae e Astyanax eigenmanniorum para Rio lguacu.
Apds varias décadas, outros estudos envolvendo este género foram realizados por Garavello
(1977), Godoy (1979), Menezes e Géry (1983), Sampaio (1988), Severi e Cordeiro (1994).

Em 1997, Garavello, Pavanelli e Suzuki, forneceram informagdes taxonémicas sobre
seis especies de Astyanax. Posteriormente, Garutti e Britski (2000) descrevem Astyanax
altiparanae; Almiron, Azpelicueta e Casciotta (2002) descrevem Astyanax ita e Astyanax
leonidas. Haluch e Abilhoa (2005) descreveram Astyanax totae a partir de nascentes do
Iguacu. Abilhoa e Duboc (2007) descreveram Astyanax varzeae provenientes das cabeceiras
do Rio Negro e Alcaraz, Pavanelli e Bertaco (2009) descreveram Astyanax jordanensis
pertencente ao Rio Jordéo.

Em 2010, Garavello e Sampaio descreveram cinco novas espécies de Astyanax para o
Rio lguagu e redescreveram Astyanax gymnogenis. Anteriormente, Sampaio (1988) havia
definido estas espécies como Astyanax sp. B, Astyanax sp. C, Astyanax sp. D, Astyanax sp. E,
e Garavello, Pavanelli e Suzuki (1997) definiram Astyanax. sp. G, que respectivamente foram
denominadas como Astyanax bifasciatus, Astyanax minor, Astyanax serratus, Astyanax
dissimilis e Astyanax longirhinus.

Atualmente a bacia do Rio lguacu apresenta 14 espécies do género Astyanax: A.
altiparanae (Garutti e Britski, 2000); A. bifasciatus; A. dissimilis (Garavello; Sampaio, 2010);
A. eremus (Ingenito e Duboc, 2014); A. gymnodontus; A. gymnogenys (Eigenmann, 1911); A.
ita (Almirdn, Azpelicueta e Casciotta, 2002); A. jordanensis (Alcaraz, Pavanelli e Bertaco,
2009); A. leonidas (Azpelicueta, Casciotta e Almirdn, 2002); A. longirhinus (Garavello e
Sampaio, 2010); A. minor; A. serratus (Garavello e Sampaio, 2010); A. totae (Haluch e
Abilhoa, 2005) e A. varzeae (Abilhoa; Duboc, 2007) (INGENITO; DUBOC, 2014).

Destas espécies descritas, 12 sdo endémicas a bacia do Rio Iguagu, mas com
ocorréncia de algumas destas em sub-bacias menores. Apenas A. altiparanae e A. leonidas
s&o consideradas como ndo endémicas (ALMIRON; AZPELICUETA; CASCIOTTA, 2002;
PRIOLI et al., 2002). De acordo com Ingenito e Duboc (2014), Astyanax sp. F, descrita por
Sampaio (1988) e Garavello, Pavanelli e Suzuki (1997), engloba diferentes espécies deste
género, as quais encontram-se dispersas ao longo do Rio Iguagu. Diante desta situacdo, €
provavel que novas espécies possivelmente ocorram em pequenos afluentes e ainda devam ser

reconhecidas como espécies validas.
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1.3 ASPECTOS GERAIS DA ORDEM CHARACIFORMES, FAMILIA CHARACIDAE E
GENERO Astyanax

Os peixes representam mais da metade das espécies viventes reconhecidas de
vertebrados, totalizando 33.178 espécies validas (NELSON 2006; ESCHMEYER; FONG,
2014). A ictiofauna de &gua doce possui em torno de 13.000 espécies, com registros de
ocorréncia de aproximadamente 6.000 espécies na regido Neotropical, das quais 4.475 sédo
consideradas validas e cerca de 1.550 conhecidas, porém ainda ndo descritas
taxonomicamente (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003).

Entre as principais ordens de peixes destaca-se a dos Characiformes, por ser
considerada uma das mais representativas e diversificadas ictiofaunas do mundo. Esta ordem
¢ composta por 23 familias e 270 géneros, agrupando mais de 3.428 espécies validas
(OLIVEIRA et al.,, 2011; ESCHMEYER; FONG, 2014), as quais estdo amplamente
distribuidas em aguas continentais da regido Neotropical e do continente Africano (NELSON,
2006).

Os caraciformes habitam varios ecossistemas, desde de rios e cOrregos até remansos
Iénticos e planicie de inundacdo (OLIVEIRA et al., 2011). Eles possuem uma variedade de
especializacBes ecoldgicas, incluindo detritivoros, planctivoros, herbivoros e carnivoros. As
carcteristicas morfoldgicas marcantes sdo: dentes bem desenvolvidos, corpo geralmente
coberto por escamas, as nadadeiras pélvicas estdo presentes (com 5-12 raios), a nadadeira anal
varia de curta a moderadamente longa (com cerca de 45 raios), nadadeira caudal (com 19
raios) e a linha lateral é geralmente obliqua. Algumas espécies apresentam adaptacdes
morfoldgicas e fisioldgicas, possibilitando a sobrevivéncia em condicbes extremas (ORTI;
MEYER, 1997).

O tamanho dos Characiformes varia entre 26 mm, consideradas espécies miniaturas
como em Lepidarchus (WEITZMAN; VARI, 1988), até mais de um metro de comprimento, a
exemplo de Salminus. Alguns membros desta ordem sdo extremamente coloridos, apesar da
maioria ser prateado, algumas espécies sdo utilizadas como ornamentais, outras espécies
possuem importancia comercial ou para pesca desportiva (CHAO, et al., 2001; NELSON,
2006).

Vaérias familias e subfamilias de Characiformes possuem evidéncias de monofiletismo,
(MALABARBA, 1998). Entretanto, em algumas familias, como Characidae, ndo ha consenso

do monofiletismo em sua composi¢édo (MIRANDE, 2010).
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A familia Characidae é considerada a maior e mais complexa entre os caraciformes,
envolve aproximadamente 12 subfamilias (LIMA et al., 2003), 170 géneros (REIS;
KULLANDER; FERRARIS; 2003) e 1.083 espécies (ESCHMEYER; FONG, 2014). Esta
familia também é uma das mais exploradas, quando se refere a descri¢cdo de novas espécies,
pois ao longo dos Ultimos anos foram mais de 250 descrigdes. No entanto, € provavel que
ainda tenham muitas a serem descritas (OLIVEIRA et al., 2011).

Os caracideos podem ser representados por espécies de pequeno porte, conhecidas
popularmente como lambaris, piquiras, piabas e matupiris. E espécies de maior porte como as
piranhas, pacus, dourados e tabaranas (BUCKUP, 1999). Esta familia também é conhecida
por abranger complexos de espécies, com incertezas quanto as relacbes morfoldgicas e
sistematicas (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991).

Uma classificacdo da familia Characidae foi proposta por Reis, Kullander e Ferraris
(2003), reconhecendo 12 subfamilias, as quais representam grupos monofiléticos, sdo elas:
Agoniatinae, Aphyocharacinae, Bryconinae, Characinae, Cheirodontinae, Clupeacharacinae,
Glandulocaudinae, Iguanodectinae, Rhoadsiinae, Serrasalminae, Stethaprioninae e
Tetragonopterinae (LIMA et al., 2003).

O género Tetragonopterus é o Unico considerado monofilético, pertencente a
subfamilia Tetragonopterinae, sendo os demais géneros, inclusive Astyanax, listados como
Incertae sedis. Nesta classificacdo encontram-se 88 géneros de caracideos (LIMA et al.,
2003). Na ultima classificacdo realizada, 92 géneros foram considerados como Incertae sedis,
devido a inclusdo de quatro novos: Myxiops (ZANATA; AKAMA, 2004); Nantis
(MIRANDE; AGUILERA; AZPELICUETA, 2004; 2006); Bryconadenos (WEITZMAN et
al., 2005) e Dectobrycon (ZARSKE; GERY, 2006). Apesar da maioria dos géneros ser
considerada como ndo monofiléticos, Mirande (2009), baseado em analises filogenéticas,
realizou uma classificacdo proviséria, incluindo 75 dos 92 géneros em um clado
presumivelmente monofilético.

O género Astyanax foi descrito por Baird e Girard (1854), mas a primeira revisao
completa do género foi realizada por Eigenmann (1921, 1927), considerando-0 um grupo
polifilético, classificacdo esta também reconhecida por Géry (1977). Atualmente é
considerado um dos géneros mais especiosos entre os caracideos, compreendendo 142
especies validas (FROESE; PAULY, 2014), distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina (LIMA et al., 2003) e constituindo um dos géneros dominantes ha América
do Sul (GERY, 1977).
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As espécies deste género sdo conhecidas popularmente como piabas ou lambaris
(GERY, 1977). As principais caracteristicas morfoldgicas sdo: o tamanho reduzido atingindo
cerca de 200 mm (GARUTTI, 1998), nadadeira adiposa geralmente presente, linha lateral
completa, discretamente curvada na regido anterior; pré-maxilar ndo protréatil; dentes pré-
maxilares dispostos em duas séries, dentes com cuspides; altura do corpo aproximadamente
trés vezes ou menos o comprimento padréo; corpo recoberto por escamas (BRITSKI; SATO;
ROSA, 1988). Estes peixes possuem fecundacdo externa, com auséncia de cuidado parental e
ndo sdo migradores (VAZZOLER; MENEZES, 1992).

Astyanax foi classificado primeiramente como Tetragonopterinae (GERY, 1977).
Apo6s uma revisdo na subfamilia houve a reorganizacdo da sistematica do género, alocando
Astyanax como Incertae sedis (LIMA et al., 2003). Recentes contribuicGes filogenéticas
possibilitaram uma nova relacdo de proximidade entre os géneros Incertae sedis, originando

um ramo na filogenia de Characidae denominado clado Astyanax (MIRANDE, 2009).

1.4 MARCADORES CITOGENETICOS USUAIS EM PEIXES

Uma importante ferramenta utilizada na identificacdo e diferenciacdo das espécies de
peixes € a citogenética (BERTOLLO; MOREIRA-FILHO; GALETTI, 1986). Dados recentes
indicam aproximadamente 2.600 espécies/subespécies cariotipadas, e neste numero estdo
inclusos estudos com espécies das ordens Characiformes, Cypriniformes, Siluriformes e
Perciformes (ARAI, 2011).

Esta ciéncia é aplicada principalmente ao estudo evolutivo dos peixes, podendo estar
associada a outras areas como a taxonomia (citotaxonomia) (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991), a morfologia, biogeografia, comportamento e genética molecular,
buscando nestas integracdes compreender a historia evolutiva dos organismos (ARTONI;
VICARI; BERTOLLO, 2000).

A citogenética vem contribuindo expressivamente para um melhor conhecimento da
biodiversidade de peixes atraves da utilizacdo das técnicas convencionais, como a coloracdo
com Giemsa, bandamento C e impregnacdo das regides organizadoras de nucléolo com nitrato
de prata (Ag-RONSs) e de técnicas moleculares como a hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH), na qual s&o utilizadas sondas especificas de DNA para localizar determinadas
sequéncias no complemento cromossdémico, desta maneira fornecendo informacgdes mais
precisas sobre a organizacdo cariotipica nos peixes (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000;
GALETTI; MARTINS, 2004).
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A visualizagdo dos cromossomos por coloragdo com Giemsa possibilita a
determinacdo do numero diploide e da constituicdo cariotipica. A técnica de bandamento C
evidencia regiGes heterocromaticas, as quais estdo constantemente condensadas, sendo
compostas principalmente por DNA satélites que sdo sequéncias altamente repetitivas em
tandem (em sequéncia), com cerca de 100 a 300 pares de base de comprimento e podem
variar de 1.000 a mais de 100.000 copias. Geralmente encontrados em blocos, localizados em
regibes pericentroméricas, telomeéricas e em posicdes intersticiais ao longo dos bracos
cromossémicos (MARTINS, 2007; SUMNER, 2003).

Outro marcador empregado na caracterizagcdo cariotipica é a técnica de deteccdo das
regides organizadoras de nucléolo com nitrato de prata (Ag-RONS), usada para localizar
atividade ribossomal (HOWELL; BLACK, 1980). O RNA ribossomal é o mais abundante,
representando 80% do RNA total das células, tais moléculas sdo os principais componentes
estruturais dos ribossomos (DOUDNA; RATH, 2002). A analise das RONs é amplamente
realizada no estudo citogenético com peixes, devido a simplicidade do método (GALETTI,
1998; PERES et al., 2009; MARTINEZ et al., 2012). Os ions de prata se associam a proteinas
ndo-histénicas acidas presentes nas RONSs ativas, podendo também impregnar regides
heterocrométicas ricas em residuos &cidos (HOWELL; BLACK, 1980; SUMNER, 1990;
GALETTI; MARTINS, 2004; BOISVERT et al., 2007).

Nesta situacdo, a utilizacdo de sondas de DNA ribossémico por meio da técnica FISH
¢ considerada mais sensivel, devido localizar sequéncias de DNA ribossémico nos
cromossomos, independente de ativacdo, revelando o nimero total de RONSs que caracterizam
a espécie (PHILLIPS; REED, 1996; GALETTI; MARTINS, 2004).

As RONs podem ser observadas em apenas um par cromossomico (RONs simples) ou
em varios pares cromossdmicos (RONs multiplas). Em peixes, a presenca de cariotipos com
RONs simples pode ser considerada uma condicao ancestral, comparado com RONs mdltiplas
(SCHMID; 1980). Estes sitios sdo importantes marcadores cromossémicos, pois 0 nimero e a
localizagdo podem ser caracteristicos de uma espécie ou populacdo, apesar da variabilidade
intra ou interindividuais estar envolvida em diversos organismos (LOURENCO et al., 1998).

As regides organizadoras de nucléolo compreendem parte da familia multigénica do
rDNA 45S, a qual consiste nas unidades transcricionais codificantes de rRNA 18S
(relacionada as RONS), 5,8S e 28S, separados por espacadores intergénicos; esta familia é
transcrita pela enzima nuclear RNA polimerase | (MARTINS; GALETTI, 2001; MARTINS,
2007).
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Outra familia multigénica corresponde ao rDNA 5S, codificando apenas rRNA 58S,
transcrito fora do nucleo pela enzima RNA polimerase 111, esta relacionada com a organizago
nuclear (GALETTI; MARTINS, 2004). A unidade compreende sequéncias codificantes de
120 pares de bases, separadas umas das outras por espacadores ndo transcritos de tamanho
variavel (MARTINS; GALETTI, 2001; GALETTI; MARTINS, 2004).

Muitos grupos de peixes apresentam acentuada variabilidade em relacdo a localizagéo
dos sitios cromossdémicos de rDNA 45S, que na maioria das vezes encontram-se localizados
nas regides teloméricas dos cromossomos, facilitando a sua disperséo (MARTINS;
GALETTI, 1999). Tais regides sao mais propicias a transferéncia de material genético, devido
a sua proximidade dentro do nucleo interfasico (SCHWEIZER; LOIDL, 1987).

O rDNA 5S apresentam-se mais conservados, esta caracteristica pode estar
relacionado com a localizacdo cromossémica dos rDNA 5S em posicao intersticial para varios
grupos de peixes, isto pode representar alguma vantagem para o genoma, indicando que tais
clusters estdo protegidos de possiveis mudancas na estrutura cariotipica (MARTINS;
WASKO, 2004). Este padrdao de localizacdo cromossdmica parece corresponder a uma
condicdo ancestral para os peixes (MARTINS; GALETTI, 1999).

Os sitios de rDNA 45S e 5S podem apresentar uma organizacdo sinténica no
cromossomo ou estarem localizados em pares cromossomicos diferentes. A sintenia destes
clusters pode facilitar a ocorréncia de translocagédo entre essas sequéncias génicas, causando
interferéncias nas estruturas bem como nas funcdes destes genes (MARTINS; GALETTI,
1999). A sintenia entre rDNA 45S e 5S pode ser considerada uma condi¢do conservada entre
diferentes grupos de peixes (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2003; HATANAKA; GALETTI,
2004; VICARI et al., 2006). No entanto, a organiza¢ao n&o sinténica das RONs e rDNA 58,
aparenta ser uma situacdo comum entre os peixes (LUCCHINI et al., 1993) e um padrdo mais
frequente entre os vertebrados (SUZUKI, 1996).

1.5 DIVERSIDADE CARIOTIPICA NO GENERO Astyanax COM FOCO NAS ESPECIES
DO RIO IGUACU

Os primeiros estudos citogenéticos envolvendo o género Astyanax foram realizados
por Jim e Toledo (1975), em A. fasciatus e A. altiparanae (mencionado como A.
bimaculatus). Desde entdo este grupo tem sido amplamente estudado. O nimero diploide em
Astyanax varia de 2n = 36 cromossomos em A. schubarti (MORELLI et al., 1983; DANIEL-
SILVA; ALMEIDA-TOLEDO, 2001; 2005) até 2n = 50 cromossomos descrito para a maioria
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das especies (PAZZA; KAVALCO, 2007). Algumas espécies como, por exemplo, A.
fasciatus apresentam 2n = 45, 2n = 46, 2n = 47, 2n = 48 cromossomos (PAZZA; KAVALCO;
BERTOLLO, 2006).

O ndmero diploide conservado de 2n = 50 (PAZZA; KAVALCO, 2007), pode ser
observado tanto em espécies com ampla distribuicdo geografica como A. altiparanae
(FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004; DOMINGUES et al., 2007; MARTINEZ et al.,
2012; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2014). Quanto em espécies restritas a
determinadas bacias hidrograficas, como Astyanax sp. B (A. bifasciatus), Astyanax sp. C (A.
minor) e Astyanax sp. D (A. serratus), consideradas endémicas da bacia do Rio Iguacu
(FAZOLI et al., 2003; KANTEK; FENOCCHIO; CESTARI, 2003; KANTEK et al., 2007,
2008b) e A. ribeirae, endémica da bacia do Rio Ribeira de Iguape (KAVALCO; PAZZA,
ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

As espécies de Astyanax provenientes da bacia do Iguagu apresentam poucos estudos
com abordagem citogenética. De um total de 14 espécies reconhecidas para esta bacia
(INGENITO; DUBOC, 2014), apenas quatro possuem informacGes citogenéticas: A.
altiparanae e Astyanax sp. D (A. serratus) com a maior quantidade de informacdes e
Astyanax sp. B (A. bifasciatus) e Astyanax sp. C (A. minor) com apenas dois estudos cada
(PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002; FAZOLI et al., 2003; KANTEK; FENOCCIO;
CESTARI, 2003; DOMINGUES et al., 2007; KANTEK et al., 2007; KANTEK et al., 20083,
KANTEK et al., 2008b; FERREIRA-NETO et al., 2009). Ressalta-se que todas as espécies
estudadas sdo provenientes da regido do alto Iguacu ou do baixo Iguagu, ndo havendo
registros de estudos com tal abordagem para regido do médio Rio Iguacu.

Estudos com A. altiparanae proveniente do Rio Iguagu revelaram padrdes
conservados e variaces na macroestrutura cariotipica. O bandamento C evidenciou a
distribuicdo dos blocos heterocromaticos posicionados na regido pericéntrica em grande parte
dos cromossomos, caracteristica esta presente na maioria das populacdes de A. altiparanae.
No que se referente a localizagdo da RONs e dos sitios de rDNA 5S e 18S, existem variagoes
entre as populagbes (PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002; DOMINGUES et al., 2007;
FERREIRA-NETO et al., 2009).

Analises realizadas com Astyanax sp. D (A. serratus) evidenciaram a macroestrutura
cromossdmica conservada. Com relagdo aos sitios ribossomais de 5S mostraram-se simples
em todas as populacdes. Diferentemente da rDNA 18S e RONs que apresentaram-se de forma
maltipla. Referente ao padrdo de distribuicdo dos blocos heterocromaticos verificou-se

variacoes interindividuais nesta espécie. Além destas abordagens, foram realizados estudos
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envolvendo a distribuicdo de DNA satélite As51, evidenciados em regides terminais e
intersticiais dos cromossomos (KANTEK et al., 2007; 2008a; 2008b; 2009).

Para Astyanax sp. B (A. bifasciatus) identificou-se pouca variacdo da macroestrutura
cromossémica entre as populacdes, com registro da presenca de cromossomos B na populagéo
do Reservatorio de Salto Caxias (baixo Iguagu). Os sitios ribossomais de 18S e das RONs
mostraram-se de forma simples, j& para rDNA 5S foram observados sitios mdltiplos.
Referente ao bandamento C foram verificados blocos heterocromaticos localizados na regido
telomérica de alguns cromossomos (FAZOLI et al., 2003; KANTEK et al., 2008b).

Estudos realizados com Astyanax sp. C (A. minor) revelaram um padrdo conservado
para a macroestrutura cariotipica entre as trés populacdes analisadas, no entanto houve
variacdes na distribui¢do e na quantidade dos sitios ribossomais 18S e 5S, como também nas
RONs. Com relacdo a banda C foram observados blocos heterocromaticos em posicdes
pericentroméricas e teloméricas nos cromossomos (KANTEK; FENOCCIO; CESTARI,
2003; KANTEK et al., 2008b).

A espécie A. ribeirae é considerada endémica da bacia do Rio Ribeira de Iguape
(OYAKAWA et al., 2006). A sua macroestrutura cariotipica destaca-se pelo elevado nimero
de cromossomos acrocéntricos evidente na sua formula cariotipica (FC) (4m+10sm+6st+30a).
O bandamento C revelou poucos blocos heterocromaticos localizados nas regibes
pericentromérica dos cromossomos. As regides organizadoras de nucléolo apresentaram
marcacdes simples, enquanto os sitios ribossomais de 18S e 5S marcacdes mdltiplas
(KAVALCO; PAZZA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

Verifica-se no género Astyanax que além de diferentes nimeros diploides, também
existem variacGes na férmula cariotipica, no nimero e localizagdo das RONs, nos sitios
ribossomais 18S e 5S, presenca de cromossomos B e polimorfismo da heterocromatina
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; KAVALCO et al., 2007). Como consequéncia de tantas
variacOes é possivel verificar a ocorréncia de complexos de espécies, pelo menos trés grupos
sdo conhecidos: A. altiparanae, evidenciando diferentes férmulas cariotipicas, apesar de
possuir o numero diploide conservado, A. fasciatus e A. scabripinnis, com diferengas nos
nameros diploides (FERNANDES; MARTINS-SANTQOS, 2004).

As variacOes cariotipicas que ocorrem e permitem a manutencdo do nimero diploide
podem ser atribuidas principalmente a rearranjos, como inversées. No caso das alteraces no
namero diploide, é provavel que sejam causadas por rearranjos robertsonianos tipo fusdo
(PAZZA; KAVALCO, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A ictiofauna do Rio lguagu é caracterizada pelo seu elevado grau de endemismo
quando comparada a outros afluentes do Rio Parana, possivelmente em virtude do seu
isolamento ocorrido ha cerca de 22 milhdes de anos, com a formacao das Cataratas do Iguacu.

O género Astyanax € considerado muito especioso, além de possuir caracteristicas
citogenéticas varidveis em diferentes niveis. Por si, estas sdo caracteristicas instigam a
investigacdo acerca da biologia evolutiva destes peixes, ndo bastasse o fato de ser pouco
explorada em diferentes aspectos da sua diversidade. Em adi¢do, nenhuma espécie deste
género apresenta informac@es citogenéticas na regido do médio Rio Iguagu.

Outro fator relevante, é que recentemente foram descritas novas espécies deste género
para a bacia do Rio Iguacu. Contudo, seu posicionamento sistematico frente aos demais
Astyanax ainda € desconhecido, fazendo-se necessarios estudos que visem a compreensdo de

sua diversidade e de suas relacGes evolutivas.

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar cariotipicamente espécies do género Astyanax, do médio Rio Iguacu,
utilizando como ferramenta a citogenética, a fim de contribuir com um cenéario mais

consistente acerca da evolugéo deste grupo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Entender a estruturacdo cariotipica das espécies, através da determinacdo do numero
diploide, formula cariotipica e numero fundamental, a fim de confrontar os dados
obtidos com dados disponiveis para 0 género;

b) Analisar os padrdes de distribuicdo da heterocromatina e a localizagdo das regides
organizadoras de nucléolos de cada espécie, com intuito de comparar relagdes
interespecificas e intraespecificas;

¢) Localizar genes ribossomais utilizando as sondas de rDNA 18S e 5S, com a finalidade
de conhecer a sua distribuicdo no cariétipo, assim como confirmar a posicdo das
regides organizadoras de nucléolo. Inferir ainda sobre a localizagdo destes genes

diante das demais espécies de Astyanax;
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d) Acrescentar informacdes para o entendimento dos mecanismos cromossomicos

envolvidos na diversificacdo cariotipica deste género.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL E LOCAIS DE COLETA

Foram estudadas seis espécies de Astyanax (Figura 1) provenientes de trés pontos
distintos de coleta no médio Rio Iguacu (Figura 2). Os peixes foram coletados com auxilio de
varas e redes de pesca. Apds coletados, os individuos foram encaminhados vivos para o
laboratdrio de pesquisa da Universidade Estadual do Parana (UNESPAR) Campus de Unido
da Vitéria, e mantidos em aquarios aerados. Os peixes foram sacrificados ap6s serem
anestesiados com 6leo de cravo (GRIFFITHS, 2000). Todos os espécimes foram identificados
e depositados na colecdo Ictiologica do Nucleo de Pesquisas de Limnologia, Ictiologia e
Aquicultura (NUPELIA) (Tabela 1), da Universidade Estadual de Maringad (UEM), Parana,
Brasil.

O material cromossomico foi obtido via preparacdes de espécimes coletados na
natureza (licenca permanente para coleta de material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO:
15115-1; anexo 1). Os procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade de Ponta Grossa (Protocolo: 04509/08; anexo 2).
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Tabela 1: Localidades de coleta das espécies do género Astyanax na regido do médio Rio Iguagu.

Espécie Fig. N9%Sexo Rio, Cidade, Estado Coordenada NUP

A.altiparanae 2(a) 7 ?+3d Rio lguagu, Unido da Vitéria, PR 26°15'1.11"S 16029
51° 06' 10.67" O

A. bifasciatus 2 (b) 99 +8J4 Rio Iguagu, Unido da Vitéria, PR 26°37'2.24"S 16898
50° 40'37.23" O

A. dissimilis 2(c) 82+4d RioPintado, Porto Unido, SC 26° 16'41.66"S 16895
51° 02'55.10" O

A. minor 2(d) 69 +33 Riolguagu, Unido da Vitéria, PR 26°15'1.11"S 16888
51°06'10.67" O

A. ribeirae 2 (e) 109 Rio Claro, Mallet, PR 25°57'21.5"S 16900
50°41'07.2"0

A. serratus 2(f) 102 +72 Rio Pintado, Porto Unido, SC 26°16'41.66" S 16890
51°02'55.10" O
Nota: Fig.= figura; N°/Sexo = nimero de individuos por sexo; PR=Parand; SC= Santa Catarina; NUP= acronimia
Nupélia, nimero do dep6sito no museu do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
(Nupélia) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), Brasil.
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Figura 1: Espécies de Astyanax: a) A. altiparanae, 81 mm de comprimento padrdo (CP); b) A. bifasciatus, 93,5
mm CP; c) A. dissimilis, 89,3 mm CP; d) A. minor, 77,1 mm CP; e) A. ribeirae, 56,2 mm CP; f) A. serratus, 78,2
mm CP.
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Figura 2: Pontos de coleta localizados na regido do médio Rio Iguacu, sul do Brasil: 1- Rio Claro (A. ribeirae),

2- Rio lguagu (A. altiparanae, A. bifasciatus e A. minor), 3- Rio Pintado (A. dissimilis e A. serratus).
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3.2 METODOS

Os cromossomos mitoticos por preparagdes diretas (in vivo) foram obtidos atraves da
técnica de “air-drying” segundo Bertollo; Takahashi e Moreira-Filho (1978) (Anexo 3) e as
preparagOes indiretas (in vitro) conforme Foresti; Oliveira e Almeida-Toledo (1993) (Anexo
4).

Para a deteccdo de heterocromatina constitutiva, realizou-se a técnica de bandamento-
C proposta por Sumner (1972) (Anexo 5) com algumas modificacbes (LUI et al., 2009). A
determinacdo das regibes organizadoras de nucléolos (RONSs) detectada com nitrato de prata
segundo Howell e Black (1980) (Anexo 6).

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) seguiu o procedimento descrito por Pinkel;
Straume e Gray (1986) (Anexo 7). A obtencdo da sonda de DNA ribossémico 18S ocorreu a
partir do DNA gendmico de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004) e a
sonda de rDNA 5S a partir de DNA gendmico de Leporinus elongatus (Anostomidae)
(MARTINS; GALETTI, 1999). As sondas forma marcadas por nick tranlation, para a sonda
rDNA 18S foi utilizado digoxigenina -11-dUTP com e para a sonda do rDNA 5S biotina-16-
dUTP, segundo as orientacOes do fabricante (Roche Applied Science). A deteccdo das sondas
foi realizada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina
conjugada com FITC, respectivamente. Os cromossomos foram contracorados com DAPI em
meio de montagem Vectashield. As misturas de hibridizacdo tiveram a estringéncia de 77%
(2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2x SSC, 10% sulfato dextrano, 37 °C por 16 horas).

As preparacGes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio
(Olympus Bx41) de campo claro e de epifluorescéncia; as melhores imagens capturadas com
camera digital.

Para a montagem dos cariétipos os cromossomos foram identificados baseando-se na
relacdo de bracos proposta por Levan et al, (1964) e mensurados por meio do programa Easy
Idio 1.0 (DINIZ; MELO, 2006). Calculou-se o ndmero fundamental considerando
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos contendo dois bragos e 0s cromossomos
acrocéntricos contendo apenas um braco. Realizou-se a montagem dos cariétipos através da
utilizacdo do software Adobe Photoshop (versdo PSD 14). Os idiogramas foram construidos a
partir dos cariotipos com o software Corel Draw v.X6, 2012 - Corel Corporation.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:

Capitulo |

4.1 Diversidade cariotipica em Astyanax (Teleostei: Characidae) no médio Rio Iguacu

28



Programa de Pés-Graduagéo em Biologia Evolutiva 29

Resumo

Astyanax € um taxon altamente especioso, destacando-se entre 0s peixes neotropicais por
compreender espécies com diferentes tendéncias evolutivas. Pouco se conhece sobre a sua
diversidade cariotipica, principalmente para espécies restritas a determinas bacias
hidrogréficas. A ictiofauna da bacia do Rio Iguacu é caracterizada por apresentar um elevado
endemismo, possivelmente devido o seu isolamento da bacia do Rio Parand, ocorrido ha cerca
de 22 milhdes de anos, ocasionado pelo surgimento das Cataratas do Iguagu. O presente
estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo cariotipica de espécies do género
Astyanax provenientes do médio Rio Iguagu: Astyanax altiparanae, A. bifasciatus, A.
dissimilis, A. minor, A. ribeirae e A. serratus, utilizando marcadores cariotipicos a fim de
contribuir com um cenério mais consistente acerca da evolucgdo deste grupo. Para a obtencéo
dos resultados foram aplicadas técnicas baseadas na coloracdo convencional com Giemsa,
deteccdo de regibes organizadoras de nucléolo por nitrato de prata (Ag-RONs), bandamento C
e hibridacdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de genes ribossomais 18S e 5S. Os
resultados revelaram 2n = 50 cromossomos para todas as espécies. O bandamento C
evidenciou variacBes na distribuicdo dos blocos heterocromaticos, com ocorréncia de
polimorfismo em A. serratus. Ocorreram RONs simples em A. altiparanae e A. dissimilis,
enquanto as demais espécies apresentaram RONs multiplas, em quase todos 0s casos
confirmadas pelo rDNA de 18S. Foram observadas marcas rDNA 5S simples em A.
altiparanae, A. minor e A. serratus e maltiplas em A. bifasciatus, A. dissimilis e A. ribeirae,
todos localizados em segmentos intersticiais dos cromossomos. Astyanax ribeirae €
considerado endémico para bacia do Ribeira de Iguape, no entanto, foi encontrado pela
primeira vez na bacia do Iguacu. Esta evidéncia reforca a hipGtese de compartilhamento de
fauna entre rios do planalto cristalino e regi6es costeiras no sul do Brasil. A diversidade
cariotipica evidenciada para todas as espécies deve-se principalmente a rearranjos nao
Robertsonianos. Neste estudo foram apresentados os primeiros dados citogenéticos para o
género Astyanax ocorrentes na regido do médio Rio lguacu.

Palavras-chave: Cromossomos. Banda C. Ag-RONs. FISH.
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Karyotipic diversity in Astyanax (Teleostei: Characidae) from middle Rio Iguagu

Abstract

Astyanax is a highly specious taxon, highlighting among the neotropical fish comprises
species with different evolutionary trends. Little is known about their diversity karyotype,
especially for species restricted to certain watersheds. The fish fauna of the Rio Iguacu basin
is characterized by having a high endemism, possibly because its isolation of the Rio Parana
basin occurred about 22 million years caused by the emergence of the Iguacgu Falls. This study
aimed to make the chromosome characterization of the Astyanax species from the middle Rio
Iguacu: Astyanax altiparanae, A. bifasciatus, A. dissimilis, A. minor, A. ribeirae and A.
serratus, using karyotype marks in order to contribute to a more consistent evolutionary
scenario of this group. To obtain the results were applied techniques based on conventional
Giemsa staining, detection of nucleolar organizing regions by silver nitrate (Ag-NORs), C-
banding and fluorescence in situ hybridization (FISH) with probes of the ribosomal genes 18S
and 5S. The results showed 2n = 50 chromosomes for all species. The C-banding showed
differences in the distribution of heterochromatic blocks, occurring polymorphism in A.
serratus. The NORs were simple in A. altiparanae and A. dissimilis, while in the other species
was multiple, in almost all cases confirmed by 18S rDNA located. Were observed 5S rDNA
simple sites in A. altiparanae, A. minor and A. serratus, and multiple in A. bifasciatus, A.
dissimilis and A. ribeirae, all located in interstitial chromosomes regions. Astyanax ribeirae is
considered endemic for Ribeira de Iguape basin; however it was first time verified in the
Iguacu basin. This evidence reinforce the hypothesis that strengthening fauna sharing between
rivers of the plateau and coastal regions in southern Brazil. The karyotype diversity evident
for all species is mainly due to rearrangements non-Robertsonian. This study showed the first
cytogenetic data for the Astyanax genus occurring in the Middle Rio Iguagu.

Keywords: Chromosomes. Band C. Ag-NOR. FISH.
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Introducéo

A ictiofauna Neotropical merece destaque no cenario mundial, devido a ocorréncia de
aproximadamente 6.000 espécies de agua doce (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003),
grande parte desta diversidade de espécies pode ser atribuida a ordem dos Characiformes, a
qual é amplamente distribuida na regido Neotropical e também no continente Africano
(NELSON, 2006; MARTINEZ et al., 2012). Atualmente esta ordem compreende 23 familias,
270 géneros que agrupam 3.428 espeécies validas, (OLIVEIRA et al., 2011; ESCHMEYER,;
FONG, 2014).

O género Astyanax descrito por Baird e Girard (1854) é representado por mais de 140
espécies validas (FROESE; PAULY, 2014). Considerado um dos mais especiosos entre 0s
Characidae, os quais distribuem-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina
(LIMA et al., 2003). Este género inicialmente foi classificado como Tetragonopterinae
(GERY, 1977), apds revisdo nesta subfamilia houve a reorganizacio da sua sistematica,
alocando Astyanax como Incertae sedis, onde encontram-se 88 géneros de caracideos (LIMA
et al., 2003).

A citogenética é uma importante ferramenta utilizada na identificacdo e diferenciagéo
das espécies de peixes (BERTOLLO; MOREIRA-FILHO; GALETTI, 1986), contribuindo
expressivamente para um melhor entendimento da icitiofauna Neotropical, através da
caracterizacdo de marcadores cromossdmicos, 0s quais possuem aplicacdes citotaxondmicas e
evolutivas (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000; GALETTI; MARTINS, 2004).

Dados cariotipicos de Astyanax revelam um elevado grau de polimorfismo e
variabilidade entre as espécies. O numero diploide varia de 36 cromossomos em A. schubarti
(MORELLI et al., 1983) até 50 cromossomos, sendo este ultimo considerado nimero modal
para 0 género (PAZZA; KAVALCO, 2007). Além de diferentes numeros diploides, este
género apresenta polimorfismo da heterocromatina, variagdes quanto ao nimero e a
localizagdo das regiGes organizadoras de nucléolo e dos sitios ribossomais 18S e 5S.
(PAZZA; KAVALCO, 2007).

Muitas espécies de peixes encontram-se restritas a determinadas bacias hidrogréficas,
como ocorre na bacia do Rio Iguacgu, caracterizada por apresentar um elevado endemismo,
estimado em 75% (GARAVELLO, 1997; ZAWADZKI; RENESTO; BINI, 1999). Esta
situacdo provavelmente é resultado do seu isolamento da bacia do Rio Parand, ocorrido ha
cerca de 22 milhdes de anos pelo surgimento das Cataratas do Iguacu (SEVERI; CORDEIRO,
1994).
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O género Astyanax é considerado o mais diversificado e abundante na bacia do Iguagu,
compreendendo atualmente 14 espécies (INGENITO; DUBOC 2014), deste total apenas
quatro possuem estudos citogenéticos, pertencendo para a regido do alto ou baixo Rio Iguacu,
ndo havendo relato de descricdo cariotipica para as espécies da regido do medio Rio Iguacu.

Em 2010, Garavello e Sampaio, descreveram novas espécies de Astyanax para esta
bacia, as quais haviam sido definidas por Sampaio (1988), como Astyanax sp. B, Astyanax sp.
C, Astyanax sp. D e Astyanax sp. E. Estas foram denominadas respectivamente como A.
bifasciatus, A. minor, A. serratus e A. dissimilis. Entretanto, o posicionamento sistematico e
evolutivo destas espécies frente aos demais Astyanax ainda é desconhecido, fazendo-se
necessarios estudos que visem a compreensdao de sua diversidade e de suas relacdes
evolutivas. O presente estudo objetivou realizar a caracterizacdo cariotipica de espécies do
género Astyanax do médio Rio lguacu, utilizando como ferramenta a citogenética classica e

molecular, a fim de contribuir com um cenério mais consistente acerca da evolucdo deste

grupo.
Material e Métodos

Anélises citogenéticas foram realizadas em seis espécies de Astyanax (total de 75
exemplares): A. altiparanae (7 fémeas e 3 machos), A. bifasciatus (9 fémeas e 8 machos) e A.
minor (6 fémeas e 3 machos) do Rio lguacu (26° 15' 1.11" S, 51° 06" 10.67" O), A. dissimilis
(8 fémeas e 4 machos) e A. serratus (10 fémeas e 7 machos) do Rio Pintado (26° 16' 41.66" S,
51° 02' 55.10"0) e A. ribeirae (10 fémeas) do Rio Claro (25° 57' 21,5" S, 50° 41' 07,2"0),
todas pertencentes a regido do médio Rio Iguacu, Parand, Brasil (Figura 2). A captura dos
exemplares ocorreu com o auxilio de redes e varas de pesca (Licenca do Ministério do Meio
Ambiente/ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis/
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade N° 15115-1). Os peixes foram
sacrificados ap0s serem anestesiados com oOleo de cravo (GRIFFTHIS, 2000) antes dos
procedimentos metodologicos. Todos exemplares foram identificados e depositados apés
fixacdo em formol 10% e alcool 70% na colegdo Ictiolégica do Nucleo de Pesquisas de
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura — NUPELIA da Universidade Estadual de Maringa
Parang, Brasil (NUP 16029, NUP 16898, NUP 16895, NUP 16888, NUP 16900 e NUP
16890).

Para a obtencdo de cromossomos mitéticos utilizou-se células provenientes da porgao

anterior do rim, de acordo com Bertollo; Takahashi e Moreira- Filho (1978) e Foresti;
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Oliveira e Almeida-Toledo (1993). A deteccdo da heterocromatina constitutiva (bandas-C)
ocorreu por meio da técnica de Sumner (1972), com alteracdes na coloracdo realizada com
iodeto de propidio (LUI et al., 2009). A caracterizacao das regides organizadoras de nucléolos
(Ag-RONSs) foi realizada conforme Howell e Black (1980). A hibridizacéo in situ fluorescente
(FISH) seguiu o protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986), realizada com sondas de DNA
ribossdmico 18S e 5S, obtidas respectivamente a partir do DNA gendmico de Prochilodus
argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004) e de Leporinus elongatus (MARTINS;
GALETTI, 1999). As sondas foram marcadas com o kit biotin Nick Translation e kit Dig Nick
Translation, segundo as recomendacdes do fabricante (Roche Applied Science). As reagoes
de hibridizacdo tiveram a estringéncia de 77% (2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2 x SSC,
10% sulfato dextrano, 37 °C por 16 horas). Para a deteccdo das sondas foram utilizados os
anticorpos anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina conjugada com FITC
(Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em
meio de montagem Vectashield.

As preparacGes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio de
campo claro Olympus Bx41l para todos os exemplares, com no minimo 30 metafases
consideradas por individuo para o estabelecimento do cari6tipo padrdo e nimero diploide
modal. As melhores imagens foram capturadas com camera digital Olympus DP71 com a
utilizacdo do software DP-Controller-BSW. Foram consideradas as melhores preparacfes
cromossdmicas para a realizacdo dos ensaios de FISH, com no minimo trés exemplares
analisados por espécie. Os resultados obtidos foram considerados apos a repeticdo dos ensaios
em triplicata para cada amostra, a fim de se obter o padréo representativo de marcacfes das
diferentes sondas empregadas. Utilizou-se microscopia de epifluorescéncia para as
preparacdes com FISH em microscopio Zeiss Axio Imager A2 com o software ZEISS pro
2011 (Carl Zeiss®) acoplado a Camera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica
com sensor CCD e resolucdo de 1.4 megapixels. Para a montagem dos cariétipos 0s
cromossomos foram classificados baseando-se na relagdo de bracos (RB) proposta por Levan
et al. (1964), e mensurados por meio do programa Easy Idio 1.0 (DINIZ; MELO, 2006).
Calculou-se o numero fundamental (NF) considerando metacéntricos, submetacéntricos e
subtelocéntricos contendo dois bragos e 0s cromossomos acrocéntricos contendo apenas um
braco. Realizou-se a montagem dos caridtipos através da utilizacdo de software Adobe
Photoshop (versdo PSD 14). Os idiogramas foram construidos a partir dos cariotipos, e

respectiva RB, com o software Corel Draw v.X6, 2012 - Corel Corporation.
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Resultados

As seis espécies de Astyanax (Tabela 2) estudadas apresentaram nimero diploide igual
a 50 cromossomos para ambos 0s sexos, porém a morfologia cromossémica variou entre as
espécies com predominadncia de cromossomos com dois bracos, exceto para A. ribeirae, que
apresentou 17 pares acrocéntricos. Destaca-se em todas as espécies o primeiro par de
cromossomos metacéntricos de tamanho significativamente maior que os demais do
complemento. As formulas cariotipicas (FC) foram espécie-especificas (Figuras 3a, 3c, 3e, 4a,
4c, 4e) e (Tabela 2).

Os bandamentos cromossdmicos evidenciaram marcagdes com nitrato de prata (Ag-
RON:Ss), (figuras 3b, 3d, 3f, 4b, 4d, 4f) mostraram-se simples em A. altiparanae, confirmada
pela FISH com sonda 18S (Figuras 3b e 5b). Para A. dissimilis, as RONs apresentaram-se
como simples, no entanto foi observado sitios multiplos de marcagdes rDNA 18S (Figuras 3f
e 5f). As demais espécies apresentaram um padrdo de RONs mdltiplas confirmadas pela FISH
com rDNA 18S (Figuras 3d, 4b, 4d, 4e, 5d, 6b, 6d e 6f).

As marcacBes com o emprego da FISH com sonda de rDNA 5S ocorram em apenas
um par cromossdmico nas espécies A. altiparanae, A. minor e A. serratus (Figuras 5b, 6b e
6f), enquanto as demais espécies apresentaram multiplos sitios de sequéncias 5S (Figuras 5d,
5f e 6d). O padrdo de localizagdo da heterocromatina constitutiva (bandas-C) foi heterogéneo
(Figuras 5a, 5c, 5e, 6a, 6¢, 6e) destacando-se um acentuado polimorfismo em A. serratus
indicado pelas setas (Figura 7). Os resultados foram sumarizados na tabela 2 que revisa 0s
estudos cariotipico para as espécies e populacdes do género Astyanax da bacia do Rio Iguagu
até o momento. Descricbes detalhadas da localizacdo cariotipica dos marcadores
cromossémicos obtidos podem ser visualizadas no idiograma (Figura 8). Ndo foi constatada a
presenca de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados e de cromossomos

supranumerarios.

Discussao

Os resultados aqui obtidos confirmam algumas caracteristicas conservadas entre 0s
Astyanax, a exemplo do numero diploide basal 2n = 50 cromossomos, auséncia de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados, além da presenca do primeiro par do
cariotipo sendo um cromossomo metacéntrico destacadamente maior que o0s demais

cromossomos do complemento, condicdo esta encontrada com frequéncia em outros géneros
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da familia Characidae (KAVALCO; MOREIRA-FILHO, 2003). Do ponto de vista
citogenético, estas caracteristicas corroboram com um possivel estruturamento evolutivo para
0 género Astyanax.

Apesar do conservadorismo do nimero diploide entre as espécies estudadas, verificou-
se uma diversificagdo cariotipica, especialmente em relagdo ao nimero fundamental (NF) e a
férmula cariotipica (FC), desta maneira, sugerindo a possivel ocorréncia de eventos nao
robertsonianos entre estas espécies. Entretanto, tal diversificacdo ndo foi observada entre as
populacdes analisadas quando comparadas a populacGes estudadas anteriormente, sendo
Astyanax bifasciatus e Astyanax sp. B; Astyanax minor e Astyanax sp. C; Astyanax serratus e
Astyanax sp. D (FAZOLI et al., 2003; KANTEK et al., 2008b). A espécie Astyanax dissimilis
foi analisada citogeneticamente pela primeira vez neste estudo.

Astyanax altiparanae pode ser considerado um complexo de espécies, pelo fato de
apresentar uma extensa variabilidade em sua macroestrutura cariotipica, constituida por
diferentes FC e variagcBes no numero fundamental (NF= 76 a 100), observado tanto para as
populacdes do Iguacu; (PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002; DOMINGUES et al., 2007,
FERREIRA-NETO et al.,, 2009), como para populacbes proveniente de outros locais
(TENORIO, 2013; FERNANDES et al., 2014; YANO; MOREIRA-FILHO; MARGARIDO,
2014). E evidente que as diferencas na FC identificadas para uma mesma espécie evidenciam
o isolamento entre as diferentes populacdes, caracterizando a existéncia de unidades
evolutivas distintas ao longo da bacia do Rio Iguacu.

As espécies aqui estudadas apresentaram cariotipos compostos por todos o0s tipos
cromossomicos, com predominancia de cromossomos de dois bragos, principalmente tipo
submetacéntrico, observados também para outros Astyanax (PAZZA; KAVALCO, 2007). No
entanto, dentre as espécies estudadas, Astyanax ribeirae evidenciou uma tendéncia evolutiva
diferenciada, apresentando uma grande quantidade de cromossomos do tipo acrocéntricos,
caso semelhante foi verificado por Kavalco, Pazza e Almeida-Toledo (2010), quando estudou
a mesma espécie, proveniente da bacia do Rio Ribeira do Iguape, considerada seu local de
origem (OYAKAWA et al., 2006),

Uma caracteristica frequente para a maioria das espécies de Astyanax é a presenca de
RONs localizadas na regido telomérica do braco curto de um par cromossémico tipo
subtelocéntrico (TENORIO et al., 2013), o que também foi evidenciado no presente estudo.
Foram detectadas RONs simples em A. dissimilis e A. altiparanae, e da mesma forma
observadas para outras populacdes (DOMINGUES et al., 2007; PACHECO et al., 2011,
FERREIRA- NETO et al., 2009; MARTINEZ et al., 2012), apesar de RONs multiplas
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aparecerem com maior frequéncia em populacdes de A. altiparanae (FERNANDES;
MARTINS-SANTOS, 2004; PACHECO et al.,, 2011; FERREIRA-NETO et al., 2009;
TENORIO, 2013; FERNANDES et al., 2014; YANO; MOREIRA-FILHO; MARGARIDO,
2014).

A ocorréncia de RONs multiplas é considerada relativamente comum entre
espécies/populacbes de Astyanax (PAINTNER-MARQUES et al., 2002), como evidenciado
para A. bifasciatus, A. minor, A, ribeirae e A. serratus, também verificado em outros estudos
com as mesmas espécies (KANTEK, et al., 2007; 2008a; 2008b; KAVALCO; PAZZA,
ALMEIDA-TOLEDO, 2010). No entanto, nem todas as RONs foram coincidentes com o
rDNA 18S, provavelmente em decorréncia do baixo numero de clpias destes genes e
consequente fraco sinal fluorescente.

O padrdo de bandamento C mostrou-se heterogéneo para a maioria das espécies
estudadas. Entretanto, A. serratus apresentou variacdes intrapopulacionais, quanto ao numero
e localizacdo de bandas de heterocromatina, destacando-se blocos heterocrométicos
intersticiais em alguns cromossomos. Kantek et al., (2007) estudaram um caso semelhante em
Astyanax sp. D (A. serratus) e atribuiram tais variacGes a inversdes paracéntricas. Outro caso
de polimorfismo foi registrados para A. scabripinnis por Mantovani et al. (2000).

Os polimorfismos nos blocos heterocrométicos podem ser explicados ainda por
processos de trocas desiguais, amplificacdo, acumulacdo e eliminacdo (JOHN, 1988).
Também pelo modelo de dispersdo da heterocromatina, no qual as regies teloméricas estao
mais propicias a transferéncia material genético devido a sua proximidade dentro do nucleo
interfasico, promovido pela ordenacgdo de cromossomos (SCHWEIZER; LOIDL, 1987).

O modelo de eventos de dispersdo de Schweizer e Loidl, (1987), também ¢ utilizado
para explicar a acentuada variabilidade em relacao aos sitios cromossémicos de rDNA 45S, o0s
quais encontram-se localizados nas regifes teloméricas, facilitando a sua dispersdo. Todas as
espécies analisadas evidenciaram sitios de rDNA 18S em posicGes terminais dos
cromossomos, com destaque A. ribeirae que apresentou um elevado numero deste sitios. Uma
possivel explicagdo para este evento foi obtida por Silva et al. (2013), quando observou rDNA
18S em Astyanax bockmanni co-localizado a um elemento transponivel (Retroelemento -
Rex3), o qual possivelmente seria o responsavel pela dispersao do rDNA 18S.

O mapeamento de sequéncias do gene de rDNA 5S realizados em todas as espécies
analisadas evidenciou que tais sitios frequentemente localizam-se nos segmentos intersticiais
dos cromossomos. Este padrdo de localizagdo cromossdmica parece corresponder a uma
condigdo ancestral para os peixes (PENDAS et al., 1994; MARTINS; GALETTI, 1999; 2001)
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representando alguma vantagem no genoma, indicando que estes clusters estdo protegidos de
possiveis mudangas na estrutura cariotipica (MARTINS; GALETTI, 1999; MARTINS;
WASKO, 2004).

As espécies A. altiparanae, A. minor e A. serratus evidenciaram um unico par de
rDNA 5S, também verificado para outras populacfes (DOMINGUES et al 2007; FERREIRA-
NETO et al., 2009; KANTEK et al., 2008b; HASHIMOTO et al., 2010). Para A. bifasciatus,
A. dissimilis e A. ribeirae apresentaram rDNA 5S multiplos, com encontrado em outros
estudos (KANTEK et al., 2008b; KAVALCO; PAZZA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

A organizagdo néo sinténica entre e o rDNA 5S e as RONs foi observado entre as
espécies estudadas, indicando uma situacdo comum entre os peixes (LUCCHINI et al., 1993)
e um padrdo mais frequente entre os vertebrados (SUZUKI et al., 1996).

Por outro lado, verificou-se sintenia entre os sitios ribossomais 18S e 5S apenas para
A. ribeirae, semelhante a Astyanax scabrippinis (MANTOVANI et al., 2005) e Astyanax
janeiroensis (VICARI et al. 2006). Almeida-Toledo et al. (2002), obtiveram resultados
parecidos para algumas espécies de Astyanax, com rDNA 5S co-localizado ao rDNA 28S, e
atribuiram os elementos transponiveis como 0s responsaveis por tais associacoes.

Apesar disso, a ocorréncia de A. ribeirae é enigmatica na bacia do Rio Iguacu, sendo o
primeiro relato desta espécie na bacia. Embora seja uma indica¢do pontual para um afluente
da margem direita do Rio Iguacu (Rio Claro), levanta-se a hip6tese de introducdo ou de
captura desta espécie a partir da bacia litoranea da bacia do Rio Ribeira de Iguape, ocorrido ao
longo da histéria geomorfoldgica da formacdo da atual bacia do Rio Iguacu. Esta hipotese
reforca a ideia de compartilhamento de fauna entre rios do planalto do cristalino e drenagens
costeiras, proposto por Ribeiro (2006). Outros casos de intercambio de fauna ja haviam sido
registrados (ARTONI et al., 2004; INGENITO et al., 2004; OYAKAWA; AKAMA,
ZANATA, 2005; VICARI et al., 2005).

Em sintese o presente trabalho apresenta novos dados acerca da citogenética de
Astyanax que corroboram informacdes anteriores quanto a sua diversidade cariotipica e
enfatiza a importancia dos marcadores cromossémicos para a citotaxonomia das espécies de
Astyanax da bacia do Rio lguagu. Novos dados foram apresentados para populagdes de
especies de Astyanax ja estudadas de outras localidades na bacia e destacamos ainda a
primeira descrigéo cariotipica para a espécie A. dissimilis. Variagdes interpopulacionais foram
evidenciadas para A. altiparanae e a ocorréncia de A. ribeirae foi anotada pela primeira vez

na bacia do Rio Iguagu. Ambas as situa¢@es sdo discutidas no contexto da possivel introducéo
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destas espécies na bacia do Rio Iguacu, enquanto as demais aqui analisadas sdo endémicas a

este rio.



Tabela 2: Dados citogenéticos disponiveis para espécies de Astyanax pertencentes a bacia do Rio Iguacu.

A. altiparanae
Astyanax sp. B
(A. bifasciatus)

Astyanax sp. C
(A. minor)

Astyanax sp. C
(A. minor)

Astyanax sp. C
(A. minor)

Astyanax sp. D
(A. serratus)

Astyanax sp. D
(A. serratus)

Astyanax sp. D
(A. serratus)

A. altiparanae

A. bifasciatus

A. dissimilis

Rio Iguagu, Piraquara
(PR)

Rio Iguacgu, Piraquara
(PR)

Rio lguagu, Piraquara
(PR)

S&o José dos Pinhais
(PR)

Rio Iguacu, Piraquara
(PR)

Rio Iguagu, Rio Poco
Claro, Curitiba (PR)

Rio lguagu, Piraquara
(PR)

Rio Bicudo, Balsa Nova
(PR)

Rio Iguacu,
Unido da Vitdria (PR)

Rio Iguacu,
Unido da Vitdria (PR)

Rio Pintado, Porto
Unido (SC)

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

94

84

84

84

84

84

84

84

92

86

92

6m+30sm+8st+6a

4m+22sm+8st+16a

4m+22sm+8st+16a

4m+22sm+8st+16a

4m+22sm+8st+16a

4m+24sm+6st+16a

4Am+24sm+6st+16a

4Am+24sm+6st+16a

10m+24sm+8st+8a

6m+24sm+6st+14a

6m+24sm+12st+8a

simples

simples

simples

maltiplas

maltiplas

multiplas

multiplas

simples

maltiplas

simples

simples

simples

maltiplos

multiplos

simples

maltiplos

multiplos

simples

multiplos

simples

simples

multiplos

multiplos

multiplos

eAnnjons eifojolg wa oedenpeio-sod ap eweibold

6€



Conclusdo

Nota: 2n = nimero diploide (m=metacéntrico; sm=submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a= acrocéntrico); NF= nimero fundamental; FC= férmula cariotipica; Ag-
RONs= regifes organizadoras de nucléolo impregnadas com nitrato de prata; 18S e 5S= sitio de DNA ribossdmico; Ref.= referéncias: 1-(DOMINGUES et al., 2007); 2-
(KANTEK et al., 2008b); 3- (KANTEK; FENOCCIO; CESTARI, 2003); 4 — (KANTEK et al., 2008a); 5- (KANTEK et al., 2007); 6- (PRESENTE ESTUDO); 7-
(PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002); 8- (FERREIRA NETO et al., 2009); 9- (FAZOLI et al., 2003).

Legenda: Regido do Alto Iguacu [_], Médio Iguacu [_] e Baixo Iguagu [].
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Figura 3: Caridtipos de A. altiparanae (a, b), A. bifasciatus (c, d) e A. dissimilis (e, f) ap6s coloracao
convencional com Giemsa (lado esquerdo). Em destaque na cor amarela os cromossomos portadores das Ag-
RONSs (lado direito). Barra=10 pm.
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Figura 4: Caridtipos de A. minor (a, b), A.ribeirae (c, d) e A. serratus (e, f) apos coloragdo convencional com
Giemsa (lado esquerdo). Em destaque na cor amarela os cromossomos portadores das Ag-RONs (lado direito).

Barra=10 pum.
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Figura 5: Cari6tipos de A. altiparanae (a, b), A. bifasciatus (c, d) e A. dissimilis (e, f) ap6s bandamento C (lado
esquerdo) e aplicacdo da técnica FISH (lado direito) com sondas rDNA 18S (vermelho) e rDNA 5S (verde).

Barra=10 pm.
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Figura 6: Cari6tipos A. minor (a, b), A.ribeirae (c, d) e A. serratus (e, f) apds bandamento C (lado esquerdo) e
aplicagdo da técnica FISH (lado direito) com sondas rDNA 18S (vermelho) e rDNA 58S (verde). Barra=10 pm.



Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva 45

- \
A

Figura 7: Metafases de A. serratus submetidas a técnica de bandamento C, as setas indicam a localizagdo dos
blocos heterocromaticos intersticiais. Barra =10 um.
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Figura 8: Idiograma: A. altiparanae (2), A. bifasciatus (b), A. dissimilis (c), A. minor (d), A. ribeirae (e) e A.
serratus (f). Dados obtidos com com diferentes metodologias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou os primeiros dados citogenéticos para o0 género Astyanax ocorrente
na regido do médio Rio Iguacu. Foram caracterizados citogeneticamente A. altiparanae, A.
bifasciatus, A. dissimlis, A. minor, A. ribeirae e A. serratus. Todos evidenciaram ndmero
diploide igual a 50 cromossomos, confirmando o conservadorismo para o género. Como
também a presenca do primeiro par cromossémico destacadamente maior que os demais do
complemento, condicdo esta conservada para a familia Characidae.

Foram verificadas variacdes interespecificas, no que se refere a formula cariotipica e
nimero fundamental, confirmando a diversidade cariotipica encontrada para 0 género
Astyanax e indicando que possiveis rearranjos nao Robertsonianos estejam envolvidos no
processo evolutivo deste grupo.

Evidenciou-se elevado numero de cromossomos tipo submetacénticos para a maioria das
espécies, com excecdo de A. ribeirae, predominando cromossomos tipo acrocéntricos. Tal
espécie esta descrita como endémica da Bacia do Rio Ribeira de Iguape, no entanto foi
encontrada pela primeira vez na regido do médio Rio Iguacu, este fato reforca a ideia de
intercdmbio de fauna entre os rios do planalto do cristalino e regides costeiras no sul do
Brasil.

O bandamento C mostrou-se heterogéneo para a maioria das espécies, ocorrendo tanto em
regides pericentroméricas e teloméricas, como também blocos intersticiais em A. dissimilis, 0
qual foi estudado citogeneticamente pela primeira vez. Em A. serratus, ocorreram variacoes
intrapopulacionais quanto ao numero e a posi¢do destes blocos, possivelmente devido
inversdes paracéntricas.

As seis espécies apresentaram Ag-RONSs localizadas na regido telomérica do braco curto
de um par cromossémico tipo subtelocéntrico, considerado uma caracteristica conservada para
0 género. Apesar de ocorrerem Ag-RONSs simples, na grande parte das espécies estudadas elas
foram evidenciadas em multiplicidade, sendo na maioria das vezes confirmadas pela rDNA
18S.

Entre as espécies analisadas verificaram-se genes ribossomais 5S localizados nas regides
intersticiais dos cromossomos, 0 que também acontece com frequéncia em outras espécies de
peixes.

Astyanax ribeirae destacou-se por apresentar um elevado nimero de sitios de rDNA 18S e
5S, que mostraram-se em sintenia e co-localizados. Possivelmente estes sitios estejam

associados a elementos transponiveis, tornando-os dispersos pelo genoma.
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Anexo 1: Licenca permanente para a coleta de material zoologico MMA/IBAMA/SISBIO:

1511-1

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zool6gico

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Namero: 161151 I Data da Emissdo: 02/04/2008 10:47

Dados do titular

Registro no Ibama: 550248 I Nome: Roberto Ferreira Artoni

CPF: 138.549.798-00

Nome da Instituicdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA

CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observaoées ressalvas e condicionantes

1 dep a) geiro(a) nas dades previ nesta ¢ao depende de autorizagado expedida pelo Mnisiéno de Ciéncia e Tecnologia
(CN?qMCT)
A licenga permanente nao é vakda para: a) coleta ou transporte de especies que nas listas oficals de especies ameagadas de

2 extngio; b) G300 de espéci de fauna s em cativeiro; ) recebimento ou envio de matedial biolbgico ao
exterior; & u)vmmwmumammdmm A “‘,‘ prevista no item d n&o se aplica as categonas
Reserva Particular do Patrimdnio Natural, Aleadc"" g eNudeProta;io‘ biental idas por terras privad:

5 O pesquisador titular da licenga p [ P devera rog: a expedi; doeemponowabeinlonwomeCPFdosmﬂwmm
equipe, bem como dados da expedicd que no de registro de expedigdo para ap

4 Eshhuwammtnboaxmommamadodoouun éncias provi om outros hgabb.mmdownmdo

i pela drea, pablica ou privada, onde serd realizada a atvidad

5 Esmiomq‘pcmunomonlopcd«iwuﬁuwmﬁu inis, industrias POrtives ou para realizacdo de atrvidad ao p do b

|~ | ambiental de empreandimentos.

6 Esta autonizagdo NAO exime o asador titular da idade oo 20 di nal cdo N iva Ibama n® 27/2002, que regulamonta o Sistema
Nacional de Anilh de Aves Sih .

7 _| O pesquisador Stular da icenga p nte serd responsdvel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 OMWWﬁMummmemmmwmwwm'a a despaito da cenga p @ das didas pelo Ibama,

digoes para a realzacdo de pesquisa nessas unidades de conservaglo.

Om*wwmommammmmnmwmmmma de direch pre que possivel.

9 .ogmpolnonbmoodoMum.mndoamou-wdmsvﬁc&wummemmoﬂueodooohhw ap que ndo comp t: iabiidad

memm«hmmmmnw

10 O titular da koenca permanente devera ap 10 de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversirio de
emissio da licenca permanente.
Omuwmwamgmmmmamwammm, do da viclagdo da b wigente, ou quando da inadoquacd

11 | omissfo ou faisa descrigio de | que a expedicdo do ato, poderd, medi decisd: i L tor @ Zagh ww
wspmaoumvogmpolomeom-mm‘ g letado ap dido nos termos da legislagio brasileira em vigor.

12 A licenga p sera valida enq duruovhmio progaticso do posquisad wmamhumomm-qudobmwmmowmdn
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Anexo 2: Comité de Etica e Experimentacio Animal da Universidade de Ponta Grossa

UE/Mo SIPROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA 6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao

OO0 SCEEA
ﬂ m SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAIS

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordinéaria realizada nesta data, a
Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética e
Preservagdo dos Peixes dos Campos Gerais II” de

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAL - SCEEA

Prof® Guilherme de Almeida S. Tedrus

;;BYaénador substituto da SCEEA

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 - Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg.br Home page: www.uepg.br
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Anexo 3: OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS: PREPARACOES DIRETAS
(invivo) (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA- FILHO, 1978).

Todos os exemplares foram anestesiados antes de serem sacrificados, através da
administracdo de 6leo de cravo (GRIFFTHIS, 2000).

1. Injetar intra-abdominalmente uma solugdo aquosa de colchicina (0,025%) na
proporcdo de 1 mL para cada 100 g de peso do animal. Manter o peixe em aquario bem
aerado durante 30 - 40 minutos.

2. Anestesiar 0 animal com éleo de cravo, sacrificando-o em seguida.

3. Retirar uma porcéao do rim anterior, transferindo-a para uma cuba contendo cerca de
10 mL de solucdo hipotdnica (KCI 0,075 M), pré-aquecida a 37°C e dissociar as células com
pincas de disseccao e seringa hipodérmica desprovida de agulha.

4. Incubar o material em estufa a 37°C durante 25 - 30 minutos.

5. Retirar a suspencgdo celular da estufa e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
transferir o material para um tubo de ensaio, descartando os fragmentos de tecidos nédo
desfeitos.

6. Adicionar de 5 a 10 gotas de fixador Carnoy (3 partes de metanol para uma parte de
acido acético) recém preparado, ressuspender levemente o material com a pipeta de Pasteur.
Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm.

7. Descartar 0 material sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Adicionar de 5 a 7 mL de fixador, ressuspender o material e centrifugar por mais 10 minutos.

8. Repetir 0 passo 7 mais duas vezes.

6. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, retirar o sobrenadante e acrescentar 7- 10
mL de fixador. Ressuspender o material e centrifugar durante 10 minutos.

7. Repetir 0 passo 6 mais duas vezes.

8. Ap0s a ultima centrifugacdo eliminar o sobrenadante, adicionar de 1 a 2 mL de
fixador (dependendo da quantidade material obtido) e ressuspender o material.

9. Acondicionar em tubos de plastico tipo Eppendorf, e armazena-los no freezer.
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Anexo 4: OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS: PREPARACOES
INDIRETAS (in vitro) (FORESTI; OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO, 1993)

Todos os exemplares foram anestesiados antes de serem sacrificados, através da
administracdo de 6leo de cravo (GRIFFTHIS, 2000).

1. Anestesiar o animal com 6leo de cravo, sacrificando-o em seguida.

2. Retirar uma porc¢éo do rim anterior, transferindo-a para uma cuba contendo cerca de
6 mL de meio de cultura celular RPMI, dissociar as células com pincas de dissec¢éo e seringa
hipodérmica desprovida de agulha.

3. Transferir a suspensdo celular para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de
Pasteur, adicionar de 1-3 gotas de solucdo aquosa de colchicina (0,025%) homogeneizando-as
bem com o material.

4. Incubar o material a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, centrifuga-lo
durante 10 minutos a 1200 rpm.

5. Descartar o sobrenadante e adicionar 10 mL de solucdo hipotdnica (KCI 0,075M),
com auxilio de uma pipeta de Pasteur e ressuspender bem o material. Incuba-lo em uma estufa
a 37°C, por mais 30 minutos.

6. Retirar a suspensdo celular da estufa e adicionar de 5 a 10 gotas de fixador Carnoy
(3 partes de metanol para uma parte de acido acético) recém preparado, ressuspender
levemente o material com a pipeta de Pasteur. Levar a centrifuga durante 10 minutos a 1200
rpm.

7. Descartar 0 sobrenadante e ressuspender o sedimento em 7-10 mL de fixador.
Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm.

8. Repetir 0 passo 7 por mais duas vezes.

9. Apés a ultima centrifugacao e eliminacdo do sobrenadante, adicionar de 1-2 mL de
fixador e ressuspender o material.

10. Acondicionar o material em tubos plasticos tipo Eppendorf e guarda-los no freezer.

PREPARO DE LAMINAS
Obtencéo das metafases por meio do procedimento de coloracdo convencional com

Giemsa:
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1- Pingar de uma a trés gotas de suspensdo celular sobre uma Iamina recém lavada e
escaldada com &gua a 60°C, permitindo que o excesso de material escorra sobre papel
absorvente.

2- Colocar as laminas em um suporte, para que sequem em temperatura ambiente.

3- Corar a lamina com Giemsa 5%, diluida em tampdo fosfato (Na,HPO, x 12 H,O +
Na,HPO, x 12H,0), pH= 6,8, por 7 a 10 minutos.

4- Lavar as laminas com &gua destilada e secar naturalmente.

Anexo 5: DETERMINACAO DE HETEROCROMATINA COSTITUTIVA (SUMNER,
1972), COM MODIFICACOES (LUI et al., 2009)

1- Incubar a ldmina em solucdo de HCI 0,2N a 42°C por aproximadamente 10 min.
2- Lavar em agua corrente e deixar secar.

3- Colocar a lamina em solucdo aguosa de Ba (OH),8H, 5% recém preparado durante

2 a 3 min em temperatura ambiente.

4- Mergulhar trés vezes em HCI 0,2N, lavar em agua corrente e deixar secar.

5- Incubar a Idmina em solucdo salina 2xSSC (pH=6,8) a 60°C por aproximadamente
45 min.

6- Lavar em agua corrente e deixar secar.

7- Corar as laminas com iodeto de propidio, em uma proporcao de 50 pg/mL diluido
em 200 pL “antifade” (1,4-Phenylendiamin-dihydochlorid) e cobri-las com uma laminula.

Anexo 6: DETERMINACAO DAS Ag-RONS (HOWELLL; BLACK,1980)

1- Colocar sobre uma lamina previamente preparada duas ou trés gotas de solucédo

aquosa de gelatina (1 g de gelatina incolor + 50 mL de H,O +0,5 mL de acido formico).
2- Adicionar sobre cada gota de gelatina uma gota de agua destilada e 2 gotas de
AgNO, 50%3- Cobrir com laminula e colocar em estufa a 60°C durante trés a seis minutos.

4- Lavar em agua corrente, retirando a laminula.

5- Secar a lamina e observar ao microscopio de campo claro.
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Anexo 7: HIBRIDIZACAO IN SITU COM SONDAS FLUORESCENTES (FISH) (PINKEL;
STRAUME; GRAY, 1986)

Preparacdes das sondas

A obtencéo da sonda de DNA ribossémico 18S ocorreu a partir do DNA genémico de
Prochilodus argenteus (Prochilodontidae) (HATANAKA; GALETTI, 2004) e a sonda de
rDNA 5S a partir de DNA genémico de Leporinus elongatus (Anostomidae) (MARTINS;
GALETTI, 1999). Para a marcacdo da sonda rDNA 18S foi utilizado biotina-16-dUTP (kit
nick translation Biotin-Nick Translation Mix) e para a sonda do rDNA 5S, digoxiginina -11-
dUTP (kit DIG-Nick Translation Mix), segundo as orientacdes do fabricante (Roche Applied
Science). As misturas de hibridizagao tiveram a estringéncia de 77% (2,5 ng/uL sonda, 50 %
formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, 37 °C por 16 horas). Para a detec¢do das sondas
foram utilizados os anticorpos anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina
conjugada com FITC (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contra corados com
DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector).

Tratamento com RNAse

1- Lavar as laminas, contendo as preparagdes cromossdmicas, em tampdo PBS 1X
durante 3 minutos, em temperatura ambiente e com agitacéo.

2- Desidratar as laminas em série alcoolica (70%, 85% e 100%) durante 3 minutos e
seca-las ao ar livre.

3- Incubar as laminas em solugdo com 100 uL. de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC), sob
laminula, & 37°C por 1 hora em camara Umida com agua mili-Q.

4- Lavar as laminas em solucdo de 2xSSC trés vezes, durante 3 minutos cada vez;

5- Em seguida, lavar em PBS 1X durante 5 minutos;

Tratamento com Pepsina
6- Incubar as Iaminas por 10 minutos em solucdo de pepsina 0,005% (em 10mM HCL)
em temperatura ambiente.

7- Lavar em PBS 1x durante 5 minutos com agitacdo, em temperatura ambiente.

Fixacdo
8- Fixar em formaldeido 1% em PBS 1X / 50mM MgCI2 50mM durante 10 minutos a

temperatura ambiente.
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9- Lavar em PBS 1X por 5 minutos, com agitagao.
10- Desidratar das ldaminas em série de alcoodlica (70%, 85% e 100%) por 3 minutos e

seca-las ao ar livre.

Pré-hibridacéo

11- Simultaneamente a desidratacdo em série de alcoolica, desnaturar a solugcdo de
hibridacdo a 100°C durante 10 minutos e passa-los imediatamente ao gelo até sua utilizag&o.

12- Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos.

13- Desidratar as ldminas em série alcoolica (70%, 85% e 100%) durante 5 minutos e

deixar secar.

Hibridacéo
14- Preparar a camera Umida 37°C.
15- Aliquotar sobre cada lamina 50 pL de solugdo de hibrida¢do, cobrir com uma

laminula e deixar durante 16 horas a 37° C.

Lavagens (Segundo dia)

16- Lavar 2 vezes em formamida 15% / 0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10 minutos
cada, com agitacao.

17- Lavar as laminas durante 3 minutos em solucdo de Tween 0,05%/ 4xSSC, em

temperatura ambiente, com agitagéo.

Bloqueio
18- Incubar as laminas em tampédo 5% NFDM / 4xSSC por 15 minutos.
19- Lavar as laminas duas vezes por 3 minutos cada com Tween 0,05%/ 4xSSC, em

temperatura ambiente, com agitagéo.

Deteccéo de duas sondas DOUBLE FISH

20- Incubar as laminas com 100 puL cada do mix de anticorpos streptavidina conjugada
com FITC e anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science) durante 1
hora em camara Umida e escura em temperatura ambiente.

21- Lavar as laminas por trés vezes com Tween 0,05%/ 4xSSC em temperatura

ambiente, durante 3 minutos cada, com agitacao.
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22- Desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 minutos cada

banho e seca-las ao ar livre.

Montagem das laminas com DAPI
23- Misturar 400 pL de antifading mais 1pL de DAPI (0,2 pg/mL) em meio de
montagem Vectashield (Vector).

24- Colocar 50 pl da mistura e cobrir com laminula. Guardar em local escuro.

ESTUDOS CARIOTIPICOS (LEVAN; FREDGA; SANDBERG, 1964)

As preparacbes cromossdmicas foram analisadas em microscopio de campo claro
Olympus Bx41. As contagens cromossdmicas e observacGes mais detalhadas foram feitas
com objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes). As metéafases foram capturadas com
camera digital Olympus DP71 acoplada ao microscopio de Olympus BX 41, com a utilizacdo
do programa DP- Controller-BSW. As prepara¢fes com fluorocromos ocorreram em um
microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011
(Carl Zeiss®) em Cémera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD
e resolucédo de 1.4 megapixels.

As melhores imagens foram utilizadas para montar os cari6tipos, nos quais 0s
cromossomos homdlogos foram pareados e dispostos em grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico), através de utilizacdo de software Adobe
Photoshop (versdo PSD 14). A classificagdo cromossoémica adotada foi proposta por Levan,
Fredga e Sandberg (1964) onde o limite de relacdo de bracos (RB), braco maior/braco menor,

estabelecido segue:

RB= 1,00-1,70, metacéntrico (m);
RB= 1,71-3,00, submetacéntrico (sm);
RB= 3,01-7,00, subtelocéntrico (st);

RB= maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Para a determinagdo do numero fundamental os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados contendo dois bracos e o0s

Cromossomos acrocéntricos contendo apenas um brago.



