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RESUMO GERAL

Os peixes representam 0 grupo mais nNUMeroso e ocupam a posicdo mais basal na
filogenia dos vertebrados, comportam grande variedade morfoldgica e estdo presentes em
diversos habitats, tornando-se um grupo interessante para o estudo da variabilidade genética
e evolucdo. Dentre estes, para espécies popularmente conhecidas como lambaris, crescentes
nimeros de estudos sistematicos e filogenéticos sdo apresentados, principalmente
decorrente da descoberta de sinonimias e descricdo de novas espécies. No presente estudo
foram analisadas citogeneticamente sete espécies de lambaris (A. abramis, A.
asuncionensis, A. correntinus, Astyanax sp., M. dichroura, R. descalvadensis e T.
argenteus) coletadas a jusante das Cataratas do Iguacu (Bacia do Baixo rio Parana), sendo
este trecho correspondente a area de preservacdo ambiental do Parque Nacional do Iguagu.
Verificou-se marcadores espécie-especificos, como macroestrutura cariotipica, padrdo de
distribuicdo da heterocromatina e localizacdo dos genes 5S rDNA e 18S rDNA. Os
resultados auxiliaram na diferenciacdo entre A. abramis e A. asuncionensis; 0s primeiros
dados citogenéticos de A. correntinus sugeriram correlacdo com o grupo A. schubarti
devido a alta similaridade cariotipica. A analise de Astyanax sp. confirmou tratar de uma
espécie ainda ndo descrita taxonomicamente. As analises em Moenkhausia, Roeboides e
Tetragonopterus evidenciaram o0s primeiros dados citogenéticos moleculares, revelando
variabilidade quanto ao numero e localizacdo dos sitios de 5S rDNA e 18S rDNA,
confirmando a diversidade destes genes entre os diferentes géneros de Characidae, e
possibilitando a utilizagdo destes marcadores em andlises comparativas com espécies

congéneres.

Palavras chave: Macroestrutura cariotipica, Heterocromatina, AQRONS, 5S rDNA-FISH,
18S rDNA-FISH, Citossistematica.



1. APRESENTACAO E OBJETIVOS

Desde as primeiras revisdes citogenéticas em 1978, com analises de numeros
diploides, vérios estudos cromossdmicos tém fornecido resultados auxiliando na
identificacdo e diferenciacdo de espécies de peixes; apesar disto, atualmente ainda sao
encontradas lacunas referentes as caracteriza¢Ges basicas para diversos grupos, dificultando
a compreensdo das relagdes filogenéticas entre as espécies. Dentre estes grupos encontra-se
Characidae com aproximadamente 950 espécies validas e 400 espécies ainda ndo descritas,
sendo caracterizada por ampla distribuicdo nos sistemas hidrograficos neotropicais que, em
consequéncia desta diversidade, questdes sdo geradas quanto a classificacdo sistematica e
taxondmica, além de dividas quanto o real nimero de géneros e espécies fazendo que
Characidae seja considerado um grupo complexo.

Entre os géneros de Characidae, foram analisados no presente estudo Astyanax,
Moenkhausia, Roeboides e Tetragonopterus, que estdo associados as constantes revisoes
filogenéticas nas subfamilias em que estdo alocados. Recentemente, foi formado um “clado
Astyanax” que agrupa 14 espécies do género, dentre estas A. abramis, A. asuncionensis e A.
correntinus, mais Hyphessobrycon anisitsi e Psellogrammus kennedyi, através de
caracteristicas morfolégicas como 0sso supraorbital. Do mesmo modo, estudos
filogenéticos reorganizaram M. dichroura e T. argenteus em Tetragonopterinae, alterando a
classificacdo anteriormente proposta na subfamilia, em que somente eram alocadas espécies
de Tetragonopterus.

Dados citogenéticos em Astyanax apresentaram ndmero dipléide de 36
cromossomos em A. schubarti a 50 cromossomos em A. scabripinnis, A. altiparanae e A.
jacuhiensis. Para os demais géneros foram verificados o numero dipldide de 50
cromossomos em Moenkhausia dichroura, e 52 cromossomos em Roeboides (R.
paranensis, R. xenodon e R. bonariensis) e Tetragonopterus chalceus. Em comparagdo aos
dados na literatura, variagbes no numero e posi¢do das regides organizadoras de nucléolos
(RONS), bem como diferentes padrées de distribuicdo heterocromatica sdo verificados para

0S quatro géneros.



Devido ao local de coleta estar associado a area de preservacdo ambiental referente
ao Parque Nacional do Iguacu, nenhum estudo citogenético foi realizado a jusante das
Cataratas do rio lguacu, possibilitando no presente trabalho analises de espécies ainda nao
estudadas citogeneticamente. Este trecho, com aproximadamente 25 km até a foz com o rio
Parand, abriga a ictiofauna da Bacia do Baixo rio Parana-Paraguai, onde tem sido realizadas
descri¢des com base em levantamentos e composicdo da estrutura ictiofaunistica. Desta
forma o presente estudo teve como objetivo analisar, através das técnicas citogenéticas
basicas e moleculares, as espécies A. abramis, A. asuncionensis, A. correntinus, Astyanax
sp., M. dichroura, R. descalvadensis e T. argenteus, mostrando sua importancia como
ferramenta na contribuicdo de estudos citotaxondmicos e filogenéticos. Ainda, sao
apresentados os primeiros dados citogenéticos moleculares para todas as espécies,
proporcionando resultados que poderdo ser utilizados em futuras comparacGes
citogenéticas, uma vez que estudos referentes ao mapeamento dos genes ribossémicos 5S

rDNA e 18S rDNA estdo restritos a poucos grupos de Characidae.



2. INTRODUCAO

2.1. Bacias do Alto e Baixo rio Parana

A ictiofauna de peixes neotropicais € a mais diversa do mundo com mais de 4.000
espécies descritas (Reis et al., 2003), sendo que este nimero atualmente é subestimado,
podendo chegar a aproximadamente 8.000 espécies (Nelson, 2006). Representado por
sistemas hidrograficos de grandes proporcdes, o Brasil destaca-se pela riqueza e
diversidade da sua fauna de peixes em rios e riachos, registrando em ambientes de agua
doce mais de 2.500 espécies validas (Buckup et al., 2007). A razdo desta grande
diversidade ocorre devido a um conjunto de fatores historicos, ecoldgicos e evolutivos que
estdo sofrendo alteracdes a milhdes de anos desde a separagcdo da Gondwana e ainda estéo
em constante modificacdo (Ribeiro et al., 2006). Deste modo, conhecer a ictiofauna dessas
regibes torna-se essencial para o desenvolvimento de acGes que possam contribuir para
modelos de preservacdo e manejo nesses sistemas aquaticos neotropicais (Vari &
Malabarba, 1998).

Assim, toda heterogeneidade que ocorre na regido Neotropical pode ser considerada
interessante objeto de estudo para melhor compreensdo e conhecimento da ictiofauna que
compdem os ambientes dulcicolas. Desta forma, em busca da preservacdo ambiental, agdes
como a conservacao de determinados trechos de uma bacia hidrogréafica, entendimento do
ciclo de espécies chaves e manutencdo da integridade hidrologica, podem ajudar a
minimizar a influéncia das atividades antropogénicas (Dias et al., 2005).

Os sistemas hidrograficos do rio Parana drenam areas com grandes centros urbanos,
industriais e agricolas, e esta constituida na regido mais intensivamente explorada do pais,
principalmente pelo fato de ser responsavel por mais que 70% da producdo hidrelétrica
(Eletrobrés, 1991). Na América do Sul, o rio Parand possui um dos sistemas hidrograficos
mais represados, transformando seus principais afluentes em lagos artificiais (Agostinho &
Julio Jr., 1999), ocasionando o empobrecimento da fauna, particularmente em relacdo as

espécies de peixes. Além desta situacdo, espécies ainda ndo descritas constituem um grupo



vulneravel a degradacdo de seu habitat, necessitando de estudos que fornecam respostas
basicas a questdes de preservacdo e manejo. Para este processo, torna-se necessario
fornecer subsidios técnico-cientificos, como conhecer as caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas das hidrografias, a fim de aperfeicoar o uso dos recursos naturais (Esteves,
1999).

O rio Parana ¢ o principal rio do sistema hidrogréfico do Prata, apresenta a segunda
maior extensdo da América do Sul, percorre dentro do territério brasileiro 3.100 km desde
sua nascente na confluéncia dos rios Grande e Paranaiba até seu desague no rio da Prata,
totalizando area com drenagem de aproximadamente 891.000 km?. A Bacia do rio Parana
divide-se em duas sub-bacias: Bacia do Alto rio Parana e Bacia do Médio/Baixo rio Parand,
que sdo compostas por tributarios de porte significativo como os rios Paranaiba, Grande,
Tieté, Paranapanema, Piquiri, Iguacu, entre outros (Agostinho et al., 2004).

O trecho pertencente a Bacia do Alto rio Parand limita-se na barragem da Usina
hidroelétrica de Itaipu, construida em 1982, cuja formacdo substituiu barreiras fisicas
naturais como os saltos de Sete Quedas, fazendo com que a delimitacdo existente entre a
ictiofauna montante e jusante aos saltos fossem deslocados em 150 quilébmetros abaixo,
permitindo a dispersdo de espécies do Médio rio Parana para trechos a montante (Graca &
Pavanelli, 2007). Deste modo ocorreu um acréscimo significante no nimero de espécies
que compde essa regido montante a barragem de Itaipu, com aproximadamente 310
espécies, de 11 ordens e 38 familias, tendo Siluriformes e Characiformes representando os
grupos dominantes (Langeani et al., 2007). Com relacdo a ictiofauna, a planicie de
inundacdo do Alto rio Parana revela-se um importante local de estudo, revelando uma
comunidade amplamente diversificada composta por 9 ordens, 35 familias, 114 géneros e
182 espeécies (Graga & Pavanelli, 2007).

A bacia do Baixo rio Parana compreende sua area a partir da Usina Hidroelétrica de
Itaipu, até a conexdo com o rio Paraguai. Nesse trecho recebe aguas do rio Iguagu, que
também por possuir uma barreira fisica (Cataratas do lIguagu), dividi as comunidades
ictiofaunisticas da Bacia do rio Iguacu (montante as quedas) e Bacia do Baixo rio Parana
(jusante as quedas). Trabalhos desenvolvido no trecho jusante as Cataratas do lguagu até
sua foz no rio Parana (curso com aproximadamente 30 Km) sdo escassos devido representar

uma &rea de preservacdo ambiental fiscalizada por 6rgédos federais, o que torna dificil o seu



acesso, estando restritos principalmente a descricbes de espécies e aspectos
reprodutivos/migradores (Makrakis et al., 2007a, b; Santos et al., 2013), sendo que este

trecho pode ser representado pela ictiofauna das bacias dos rios Parana e Paraguai.

2.2. Importancia de estudos citogenéticos em peixes

Os peixes constituem o grupo mais numeroso e diversificado com aproximadamente
30.000 espécies reconhecidas entre um total aproximado de 55.000 dos vertebrados. Em
uma posicao basal na filogenia, apresentam grande variedade morfologica e estdo presentes
em diversos habitats, representando um grupo interessante para o estudo da variabilidade
genética e evolugdo. Devido ao crescente interesse de estudo com sistematica e filogenia,
muitos grupos estdo expandindo em nUmeros de espécies através de recentes descrigdes,
enquanto alguns diminuem de acordo com a descoberta de sinonimia entre as espécies
(Nelson, 2006).

Uma recente contagem aponta especificamente que mais de 2.600
espécies/subespécies ja tenham sido cariotipadas, sendo este valor referente apenas quando
somadas as ordens Characiformes, Cypriniformes, Cyprinodontiformes, Siluriformes e
Perciformes (para revisdo Arai, 2011). Contudo, este € um numero considerado baixo
quando comparado a quantidade de peixes existente, evidenciando a importancia do
desenvolvimento de estudos citogenéticos relacionados aos grupos. Mesmo que as espécies
ja caracterizadas representem somente uma pequena parte da totalidade da ictiofauna
neotropical, a citogenética de peixes vem acumulando dados que auxiliam em um melhor
entendimento das relagfes evolutivas entre espécies e populagfes, que se tornam mais
conclusivos em associacdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e
biologia (Artoni et al., 2000).

Segundo Guerra (1988), andlises citotaxonémicas contribuem para o estudo da
evolucdo pelo fato do material genético estar contido nos cromossomos; sendo assim, as
alteracbes genéticas sdo em sua maioria significativas para poder-se inferir processos
evolutivos das espécies. Os dados citogenéticos mais utilizados na citotaxonomia séo o

namero e morfologia dos cromossomos, além do padréo de bandas, e quantidade, posicéo e



a variacao das regides organizadoras de nucléolos (RONSs), tendo como objetivos analisar a
estrutura e 0 comportamento cromossémico, que garantem a conservagdo, transmissao e
ordenacdo da informac&o genética para o desenvolvimento dos organismos, além de estudar
0S seus mecanismos de controle, variacdo e suas implicacbes genéticas e evolutivas
(Lacadena, 1996).

Os peixes pertencentes as regides Neotropicais apresentam uma diversidade
cromossdmica alta, com variagdes em numero dipl6ide, cromossomos sexuais, e
Cromossomos supranumerarios, e muitos casos de variagdes estruturais chamados
polimorfismos (Galetti Jr., 1998). Com isso, a citogenética de peixes torna-se uma
importante ferramenta para a caracterizacdo das espécies em estudos citotaxonémicos e
verificacdo da biodiversidade (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Vissotto et al., 1999; Vicari
et al., 2008).

2.3. Consideragdes em Characiformes e Characidae

De acordo com Reis et al. (2003), das 13.000 espécies de peixes de agua doce
estimadas para o planeta, aproximadamente 6.000 espécies ocorrem na regido Neotropical,
das quais 4.475 séo consideradas validas, e cerca de 1.550 conhecidas porém ainda nédo
descritas formalmente. Entre as principais ordens de peixes, Characiformes € considerada
uma das mais diversificadas ictiofaunas do mundo, encontrados em ambientes Iénticos e
l6ticos da Africa e das Américas do Norte, Central e do Sul (Nelson, 2006). Composta por
23 familias que agrupam mais de 1.700 espécies (Oliveira et al., 2011), compreende
elevada representatividade na regido Neotropical, e principalmente nos sistemas
hidrograficos brasileiros com mais de 1000 espécies (Buckup et al., 2007). Sé&o
exclusivamente peixes de agua doce, e seu confinamento nesses habitats tem originado um
interessante grupo modelo para diversos estudos biogeograficos (Orti & Meyer, 1997).

Recentemente, Oliveira et al. (2011) propuseram um estudo reorganizando as
relacBes filogenéticas em Characiformes, e entre as principais familias desta ordem,
Characidae agrupa espécies com portes variados encontrados em quase todos os ambientes

dulciculas, presentes desde riachos até os principais sistemas hidrograficos brasileiros



(Buckup et al., 2007). Seus representantes geralmente apresentam nadadeira caudal
adiposa, sd@o bons nadadores e incluem a maioria dos peixes de escamas conhecidos
popularmente como lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixe-cachorro, entre outros.
Apesar do pequeno porte, essas espécies apresentam grandes importancias ambientais,
estabelecendo um elo na cadeia alimentar (Gurgel, 2004), além de relevancia econémica
quando considerado seu volume de captura e pesca esportiva (Barbieri et al., 1982). A
diversidade encontrada na familia revela espécies com portes variados, correspondente a 2
cm, Como oS pequiras, até mais de um metro, como o dourado (Britski, 1972).

A familia também é conhecida por englobar grupos complexos que revelam lacunas
quanto as relacbes morfoldgicas e sistematicas. Segundo Malabarba & Weitzman (2003) e
Calcagnotto et al. (2005), existem evidéncias de monofiletismo em muitas subfamilias de
Characidae; entretanto, grande parte dos géneros e espécies ainda ndo possui nenhuma
hipotese dessa relagdo. Em consequéncia da sua natureza heterogénea, as espécies que
ainda ndo se enquadram nestas condi¢Oes sdo listadas em Incertae Sedis por néo

apresentarem relacdes filogenéticas bem definidas (Lima et al., 2003).

2.4. Consideracbes em Astyanax, Moenkhausia, Roeboides e Tetragonopterus

Considerado um dos géneros mais especiosos em Characidae, Astyanax aloca
aproximadamente 140 espécies distribuidas na América Central e do Sul (Froese & Pauly,
2013), principalmente nas bacias hidrograficas brasileiras com mais de 50 registros
(Buckup et al., 2007). Levantamentos ictiofaunisticos sdo bem conhecidos na Bacia do Alto
rio Parana (Graca & Pavanelli, 2007), Bacia do rio Iguagu (Ingenito et al., 2004; Bifi et al.,
2006; Baumgartner et al., 2012) e recentemente na Bacia do Parand-Paraguai (Neris et al.,
2010; Santos et al., 2013).

Pertencendo atualmente em Incertae Sedis, Astyanax foi primeiramente classificado
em Tetragonopterinae (Géry, 1977); porém, uma revisdo na subfamilia reorganizou a
sistematica do género (Lima et al., 2003). Com recentes contribui¢cbes filogenéticas,
Mirande (2009) propés uma nova relacdo de proximidade entre géneros Incertae Sedis,

originando um ramo na filogenia de Characidae denominado ‘“clado Astyanax”.



Amplamente reconhecidas quando analisadas as ictiofaunas de riachos das Bacias do Alto
rio Parand, Astyanax paranae, A. fasciatus e A. altiparanae e A. scabripinnis (Langeani et
al., 2007), tém sido consideradas “complexos de espécies”, caracterizadas pela semelhanga
morfoldgica entre os espécimes, o que torna mais dificil sua identificacdo (Moreira-Filho &
Bertollo, 1991; Fernandes & Martins-Santos, 2004; Pazza et al., 2006).

Dados citogenéticos para o género apresentam nimero dipléide de 36 cromossomos
em A. schubarti (Morelli et al., 1983) a 50 cromossomos em A. scabripinnis, A. altiparanae
e A. jacuhiensis (Souza & Moreira-Filho, 1995; Artoni et al., 2006; Ferreira Neto et al.,
2009; Pacheco et al., 2010), além de A. fasciatus conhecida pela ocorréncia de nimeros
dipléides com 45 cromossomos (Pazza et al., 2006) até 50 cromossomos (Artoni et al.,
2006). A diversidade no género também é observada na quantidade e localizacdo das
regibes organizadoras de nucléolos (RONSs), apesentando marcagfes simples em algumas
espécies como A. scabripinnis (Rocon-Stangee & Almeida-Toledo, 1993), além de
variacOes intraespecificas como observado em A. altiparanae (Fernandes & Martins-
Santos, 2004) e A. fasciatus (Peres et al., 2009). Do mesmo modo, para A. fasciatus (Pazza
et al., 2006; Medrado et al., 2008) e A. scabripinnis (Mantovani et al., 2004; Santos &
Morelli, 2006) sdo observadas divergéncias nas estruturas cromossdmicas
interpopulacionais, principalmente associadas aos padrdes de distribui¢do heterocromatica,
além de polimorfismos, sistemas de cromossomos sexuais, distribuicdo geogréfica de
espécies e/ou populacdes (Artoni et al., 2000). Esta variabilidade é também estendida aos
dados citogenéticos moleculares de 5S rDNA e 18S rDNA, representados por cistrons
simples, como em A. altiparanae (Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011), ou
multiplos como observado em A. scabripinnis (Mantovani & Moreira-Filho, 2005;
Domingues et al., 2007; Vicari et al., 2008; Ferreira-Neto et al., 2012).

Outro género amplamente conhecido em Characidae € Moenkhausia, que
recentemente alocado em Tetragonopterinae (Oliveira et al., 2011), comporta 75 espécies
validas distribuidas nas bacias hidrogréaficas neotropicais (Froese & Pauly, 2013), e mesmo
sem apresentar caracteristicas morfoldgicas que indiquem o monofiletismo do género,
agrupa espécies com padrbées morfologicos originando uma sistematica complexa (Benine
et al., 2009; Bertaco et al., 2011), que de acordo com Mirande (2010) ndo possui hipoteses

de monofiletismo. Dados cromossOmicos para 0 género estdo restritos principalmente a
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citogenética basica, revelando ndmero dipléide com 50 cromossomos, presenga de RONs
simples (Portela-Castro et al., 1988) ou mdltiplas (Foresti et al., 1989; Hashimoto et al.,
2012), distribuicdo de heterocromatina centromérica e pericentromérica, além da presenca
de cromossomos Bs (Foresti et al., 1989, Portela-Castro et al., 2001; Portela-Castro & Julio
Jr., 2002; Hashimoto et al., 2012).

Géneros como Roeboides apresentam uma condicdo sistematica mais estavel em
Characidae, alocando 21 espécies distribuidas nas grandes bacias do territorio brasileiro
(Froese & Pauly, 2013), sendo principalmente conhecidas em trabalhos que envolvem
estudos de inter-relagdes e taxonomia em subgrupos do género (Lucena, 2000; 2001; 2003;
2007). Assim como muitos géneros em Characidae, resultados cromossomicos estdo
relacionados a analises citogenéticas basicas, como em R. paranensis (Martins-Santos &
Tavares, 1996), R. xenodon (Venere et al., 1997) e R. bonariensis (Pastori et al., 2009),
com numero diploide com 52 cromossomos, RONs simples e heterocromatina centromérica
na maioria dos pares cromossémicos.

Anteriormente reconhecido como o Unico género valido em Tetragonopterinae
(Lima et al., 2003), Tetragonopterus é representados por 6 espécies (Froese & Pauly,
2013); entretanto, a filogenia proposta por Mirande (2009; 2010) aponta o0 género
pertencendo a uma unidade monofilética em Tetragonopterinae que aloca géneros como e
Moenkhausia, Hemigrammus e Hyphessobrycon. Dados cromossdmicos para 0 género sao
restritos aos de Portela et al. (1988), que realizaram a primeira descri¢do basica no género,
verificando nimero diploide com 52 cromossomos e RONs simples em T. chalceus.

Em relacdo aos dados apresentados, as espécies pertencentes a Astyanax,
Moenkhausia, Roeboides e Tetragonopterus ndo estdo totalmente definidas nas subfamilias
de Characidae, situacdo verificada devido ao numero de revisbes sistematicas e
filogenéticas nos grupos. Assim, o0 presente estudo buscou através de resultados
citogenéticos basicos e moleculares, auxiliar nas discussdes que envolvem estes géneros,
incorporando novos dados nas abordagens a fim de melhor relacionar estas espécies em

Characidae.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local e método de coleta

8
$
®
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Figura 1: Locais de coleta em evidéncia. Seta A (jusante a Cataratas do Iguacu); Seta B
(foz do rio Iguagu), trecho referente a Bacia do Baixo rio Parana (aprox. 25 km).

Os exemplares foram coletados no rio Iguagu (25°39'02"S / 54°27'25"0), jusante as
Cataratas do lguacu, trecho correspondente a Bacia do Médio/Baixo rio Parand. Foram
utilizadas tarrafas e redes para a captura dos exemplares, que posteriormente foram
transportandos vivos e em condicdo de oxigenacdo adequada para o laboratorio de
Citogenetica de Peixes da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), onde

foram mantidos em aquérios aerados até a realizacdo das técnicas citogenéticas para

obten¢do dos cromossomos metafasicos.
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3.2. Preparacdo dos cromossomos mitéticos (Bertollo et al., 1978; Foresti et al., 1993).

Todos os exemplares foram anestesiados e sacrificados através de overdose por 6leo
de cravo (Griffthis, 2000).

1. Foi injetada colchicina 0,025% na cavidade abdominal do peixe, na proporgédo
1mL/100 g de peso animal durante 30 — 40 minutos, em seguida o animal foi sacrificado
para que fosse retirada a porcao anterior do rim.

2. O material foi lavado em solucéo hipotbnica, e em seguida foi colocado em uma
cuba de vidro contendo 7 — 10 ml de solugéo hipoténica de KCI 0,075M.

3. O material foi dissociado com pingas de disseccdo para separar as células,

processo completado com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4. O material foi incubado em uma estufa a 37°C durante 25 — 30 minutos.

5. Foram pingadas de 5 a 10 gotas de fixador metanol — &cido acético (3:1) no

material, que foi posteriormente ressuspendido e centrifugado durante 10 minutos a

900 rpm.

6. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi retirado o sobrenadante e
acrescentado 7 — 10 mL de fixador. O material foi ressuspendido e centrifugado durante 10
minutos.

7. Foi repetido o0 passo numero 6 mais duas vezes.

8. Apos a ultima centrifugacdo e eliminado do sobrenadante, foi adicionado de 1 a 2
mL de fixador, dependendo da quantidade material obtido.

9. O material foi novamente ressuspendido e acondicionado em tubos de plastico

tipo Eppendorf, sendo guardado no refrigerador.

3.3. Preparo de laminas.

1. Foram pingadas 1 — 3 gotas de suspensao celular sobre uma lamina limpa que foi
seca ao ar.

2. A lamina foi corada com Giemsa 5%, solucdo diluida em tampdo fosfato
(KH,PO4 + Na,HPO4 x 12H,0), pH=6,8, por 7 minutos, ou tratada segundo as técnicas de

bandas-C ou impregnagéo por prata.
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3.4. Detecc¢do de regides organizadoras de nucléolos (RONSs) por meio da impregnagéo
por prata (Howell & Black, 1980).

1. Foram colocadas sobre uma lamina previamente preparada de 2 a 3 gotas de
solucdo aquosa de gelatina (1 g de gelatina incolor + 50 mL de H,O + 0,5 mL de &cido
formico).

2. Sobre cada gota de gelatina foram adicionadas 1 gota de H,O e 2 gotas de
AgNOQO:s.

3. A lamina foi coberta com uma laminula e colocada em estufa a 60°C durante 3 -
6 minutos.

4. A laminula foi deixada escorrer debaixo da dgua corrente.

5. A lamina foi seca ao ar e observada ao microscopio.

3.5. Determinacdo de heterocromatina (Sumner, 1972), com modificacbes propostas
por Lui et al. (2012).

1. Por 12 minutos, a lamina foi tratada com HCI 0,2N a 42°C.

2. A lamina foi lavada em agua corrente e seca ao ar.

3. Durante 1 minuto e 10 segundos a lamina foi colocada em solugcdo aquosa de
Ba(OH), x 8H,0 5% a 42°C.

4. A lamina foi mergulhada trés vezes em HCI 0,2N, lavada em &gua corrente e seca
ao ar.

5. A lamina foi colocada em solucgéo salina 2xSSC a 60°C por 30 minutos.

6. A lamina foi lavada em agua corrente, seca ao ar e corada com solucgéo de lodeto

de Propideo (50 mg/ml), coberta com laminula e analisada ao microscépio de fluorescéncia.

3.6. Hibridizacéo in situ com sondas fluorescentes (Pinkel et al., 1986; Margarido &
Moreira-Filho, 2008)

Para as analises de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) foram utilizadas sondas
de 5S rDNA e 18S rDNA obtidas a partir das espécies Leporinus elongatus para 5S rDNA
(Martins & Galetti, 1999), e Prochilodus argenteus para 18S rDNA (Hatanaka & Galetti,
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2004). A técnica foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986), com adaptagdes

sugeridas por Margarido & Moreira-Filho (2008).

Preparacao da sonda:

1. Adicionar em um tubo Eppendorf 1 pg de DNA sonda, H,O mili-Q autoclavada
para completar os 16 pL de solugéo e 4 pL de mix de reacdo (Kit) (Roche®);

2. A solucdo foi homogeneizada com uma micropipeta e levada ao banho-maria

(isopor) por 1 e %2 horas a 15°C;

3. Adicionar 1 uL EDTA 0,5 M, pH = 8,0, e aquecer a 65°C por 10 minutos para

finalizar a reagéo;

4. O DNA foi precipitado com acetato de sddio 3M (1/10 do volume total) mais

etanol 100% gelado (2 vezes o volume) overnight.

5. O material foi centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos; e em seguida foi
descartado o sobrenadante;

6. O material foi lavado com 50 pL de etanol 70% gelado; e centrifugado a 13.000
rpm por 15 minutos;

7. Foi descartado o sobrenadante, e o material foi seco em estufa a 37°C.

Preparacdo das Laminas:

1. As laminas foram incubadas com 88 pL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) sob
laminula, a 37 °C por uma hora em cadmara umida com agua;

2. Lavadas 2 vezes por 5 minutos em 2xSSC com agitacao;

3. Incubadas em 2xSSC a 60°C por 45 minutos;

4. Desidratadas em série de 70% etanol e 100% por 5 minutos a temperatura
ambiente; e posteriormente secas ao ar.

5. Em seguida, foram denaturadas em 0,05N NaOH/2xSSC por 3 minutos;

6. Desidratadas em série de etanol 70% e 100% por 5 minutos cada em temperatura

ambiente; e posteriormente secas ao ar.
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Hibridizagéo:

1. Foram adicionados ao tubo 6 pL da sonda 18S rDNA e 6 pL sonda 5S rDNA;
6uL de 20xSSC; 30 pL de formamida e 12 pL de sulfato dextrano 50%, por lamina;

2. A solucdo de hibridizagéo foi colocada em banho-maria a 100°C por 10 minutos;
e posteriormente retirada e colocada imediatamente no gelo;

3. Foi colocado 58 L de solugdo de hibridizagdo em laminula para cada lamina, e
em seguida as ldminas foram arrumadas em camara Umida e incubadas a 37 °C por 12 horas

(overnight). A camara Umida deve ser preparada com H,O.

Deteccdo e amplificacéo do Sinal:

1. As laminas foram lavadas em 1xSSC por 5 minutos a 37°C com agitacdo; em
1XSSC por 5 minutos a temperatura ambiente com agitacdo; e por ultimo 2 vezes em
Tween 0,05%/4xSSC por 5 minutos cada com agitagéo.

2. As laminas foram em tampéo 5% NFDM/4xSSC ambiente por 15 minutos 3.

Lavadas 2 vezes, 5 min com Tween 0,05%/4xSSC, ambiente (sob agitacéo).

4. Incubadas com 88 uL de Antidigoxigenina-Rhodamine+avidin-FITC (0,5 pL de
Rhodamine + 0,4 pL de FITC + 90 pL 5% NFDM/4xSSC por lamina; durante 60 minutos
em camara Umida e escura, a temperatura ambiente.

5. Lavadas em tampédo 5% NFDM/4xSSC, em temperatura ambiente por 5 minutos
(sob agitacdo); 2 vezes em Tween 0,05%/4xSSC, em temperatura ambiente por 5 minutos
(sob agitacéo); e 1 vez em 4xSSC, em temperatura ambiente por 5 minutos (sob agitacao);

6. Posteriormente as laminas foram deixadas em 1xSSC por 5 minutos; secar ao ar.

Montagem das laminas:
1. Foram misturados 200 pL de antifading mais 1 uL de DAPI (0,2 mg/mL), e em
seguida colocados 25 pL da mistura. A lamina foi coberta com laminula e guardada em

local protegido da luz.
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3.7. Estudos cariotipicos (Levan et al., 1964).

As preparagdes foram analisadas em microscopio Optico comum. As contagens
cromossdmicas e observages mais detalhadas foram feitas com a objetiva de imerséo. As
melhores metafases foram capturadas com a camera digital DP 71 acoplada ao microscépio
de epifluorescéncia BX 61, com a utilizacdo do software DP Controller, versao 3. 2. 1. 276.
Os homologos foram pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico,
subtelocéntrico e acrocéntrico). A classificagdo cromossdémica adotada foi a proposta por
Levan et al. (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).
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Resumo

Astyanax esta incluido em Incertae Sedis em Characidae por ndo apresentar
posicdo sistematica definida, sendo considerado como um grupo interessante para
estudos sistematicos e evolutivos. Quatro espécies (A. abramis, A. asuncionensis,
A. correntinus e Astyanax sp.) foram coletadas a jusante das Cataratas do Iguacu
(Bacia do Médio rio Parand), trecho correspondente a area de preservacao
ambiental do Parque Nacional do Iguacu. Resultados evidenciaram para A.
abramis, A. asuncionensis e Astyanax sp. 2n=50 cromossomos e RONs simples,
enquanto para A. correntinus foram revelados 2n=36 cromossomos e RONSs
multiplas, sendo todos os cistrons ribossémicos confirmados pela FISH-rDNA 18S.
A FISH-rDNA 5S revelou cistrons simples apenas para A. asuncionensis. Padrdes
de distribuicdo de heterocromatina distintos foram observados para todas as
espécies, com excecdo de um par cromossdmico acrocéntrico que pode
representar homeologia entre A. abramis, A. asuncionensis e Astyanax sp. O
estudo verificou marcadores citogenéticos espécie-especificos, como
macroestrutura cariotipica, localizacdo dos genes ribossémicos 5S rDNA e 18S
rDNA, e padrao de distribuicdo da heterocromatina, auxiliando na identificacdo e
diferenciacdo entre A. abramis e A. asuncionensis, além de apresentar 0s
primeiros dados citogenéticos para A. correntinus, sugerindo correlacdo com A.
schubarti devido a alta similaridade cromoss6mica e morfolégica verificada entre

as espécies.

Palavras-chave: macroestrutura cariotipica, heterocromatina, 5S rDNA-FISH, 18S
rDNA-FISH, citossistematica.
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Introducéo

Entre as principais ordens de peixes, Characiformes é considerada uma das
mais diversificadas nas ictiofaunas de agua doce no mundo, composta por 18
familias que agrupam 270 géneros e mais de 1.700 espécies (Nelson, 2006). Esta
diversidade € reconhecida principalmente na regido Neotropical, que abriga
aproximadamente 1.000 espécies somente nos sistemas hidrogréaficos brasileiros
(Buckup et al., 2007).

Entre as familias que compdem Characiformes, quatro encontram-se no
continente Aficano (Alestidae, Citharinidae, Distichodontidae e Hepsetidae) e 14
estdo presentes em regides Neotropicais (Acestrorhynchidae, Anostomidae,
Characidae, Chilodontidae, Crenuchidae, Ctenolucidae, Curimatidae,
Cynodontidae, Erythrinidae, Gasteropelecidae, Hemiodontidae, Lebiasinidae,
Parodontidae e Prochilodontidae) (Nelson, 2006); contudo, alguns autores
reconhecem Serrasalmidae como valida em Characiformes (Jégu et al., 2003;
Calcagnotto et al., 2005; Orti et al., 2008). Recentemente, Oliveira et al. (2011)
propuseram um estudo reorganizando as relacfes filogenéticas na Ordem,
sugerindo uma nova definicdo para Characidae, baseada em andlises a partir de
sequéncias de 2 genes mitocondriais e 3 genes nucleolares, obtidas de 166
géneros distribuidos em 18 familias reconhecidas, e mais 56 géneros incluidos em
Incertae Sedis. Os resultados elevam as subfamilias Bryconinae, Iguanodectinae e
Triportheinae as familias Bryconidae, Iguanodectidae e Thiportheidae,
respectivamente, e a partir da classificacdo proposta por Albert et al. (2011),
acrescentam Chalceidae (composta apenas por Chalceus), originando uma nova
classificacdo para Characiformes composta por 23 familias (incluindo
Serrasalmidae).

Devido a sua alta diversidade, Characidae € conhecida por englobar grupos
complexos, que revelam lacunas quanto as relacdes morfolégicas e citogenéticas
em suas subfamilias, principalmente quando envolvem espécies de pequeno

porte. As principais inconsisténcias apresentadas na familia estdo relacionadas a
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Incertae Sedis, em que estdo alocados géneros e espécies com taxonomia pouco
conhecida, além de auséncia monofilética comprovada (Lima et al., 2003; Mirande,
2010). Pertencendo a este grupo, Astyanax Baird and Girard 1854 foi
primeiramente alocado em Tetragonopterinae, porém, a reorganizacao sistematica
na subfamilia listou todos os géneros (com excecdo de Tetragonopterus) em
Incertae Sedis (Lima et al., 2003). Com recentes contribuicbes filogenéticas,
Mirande (2009) prop0s uma nova relagéo de proximidade entre géneros Incertae
Sedis, originando um ramo na filogenia de Characidae denominado “clado
Astyanax”.

Considerado um dos géneros mais especiosos em Characidae, Astyanax
agrupa aproximadamente 140 espécies validas e conhecidas popularmente como
lambaris (Froese and Pauly, 2013), que estéo distribuidas na América Central e do
Sul, principalmente nas bacias hidrograficas brasileiras onde ocorrem cerca de 50
espécies validas (Buckup et al.,, 2007). Levantamentos ictiofaunisticos nos
sistemas hidrograficos do sul do Brasil foram realizados particularmente nos
sistemas que compreendem a Bacia do Alto rio Parana (Langeani et al., 2007;
Graca and Pavanelli, 2007) e Bacia do rio Iguacgu (Ingenito et al., 2004; Bifi et al.,
2006; Baumgartner et al., 2012). No sistema hidrografico da Bacia do Parana-
Paraguai foram identificadas 110 espécies, sendo oito representadas por Astyanax
(Neris et al., 2010). Recentemente, Santos et al. (2013) realizaram estudos
relativos a estrutura e composicdo de peixes do rio Iguagcu (a jusante das
Cataratas do Iguacu até a foz com o rio Parana, Baixo rio Parana), e identificaram
a presenca de 133 espeécies, revelando para Astyanax significante
representatividade numérica entre as espécies coletadas.

Para a Bacia do rio Paranda, A. altiparanae (anteriormente citado como A.
bimaculatus) foi descrito para o Alto rio Parana (Garutti and Britski, 2000) e A.
asuncionensis para o Baixo rio Parana e rio Paraguai (Lima et al., 2003), sendo
gue nesta mesma regido, A. abramis, descrita para o baixo rio Parana, € grupo-
irm&o de a A. asuncionensis, e ambas as espécies apresentam posicédo derivada
no “clado Astyanax” (Mirande, 2009), podendo ser consideradas cripticas por

apresentarem caracteristicas morfoldégicas semelhantes (Britski et al., 2007).
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Astyanax correntinus era listado com A. pelegrini em Species Inquirendae dentro
de Ctenobrycon (Lima et al., 2003). Porém, Mirande et al. (2006) redescreveram
estas duas espécies como pertencentes a Astyanax, que posteriormente foram
reorganizadas e agrupadas no “clado Astyanax” préximas a A. asuncionensis e A.
abramis (Mirande, 2009), embora possam ser diferenciadas através de
caracteristicas morfolégicas como numero de escamas, numero de raios
ramificados na nadadeira anal e presenca ou auséncia de maculas e dentes
maxilares. Apesar da proximidade no clado, A. correntinus ndo se enquadra
morfologicamente em nenhum dos grupos artificiais reconhecidos em Astyanax,
como ocorre nos complexos A. bimaculatus, A. fasciatus e A. scabripinnis.

Dados citogenéticos revelam para Astyanax numero dipldide que varia de
36 cromossomos em A. schubarti (Morelli et al., 1983) a 50 cromossomos, como
observado nas espécies A. scabripinnis, A. fasciatus, A. altiparanae e A.
jacuhiensis (Souza and Moreira-filho, 1995; Artoni et al., 2006; Ferreira-Neto et al.,
2009; Pacheco et al., 2010). Martinez et al. (2012) fizeram uma revisdo em vinte
populacdes de A. altiparanae, verificando diferencas intraespecificas associadas a
férmulas cariotipicas, além do numero e posi¢cdo das regides organizadoras de
nucléolos (RONs). Do mesmo modo, para A. fasciatus (Pazza et al., 2006;
Medrado et al., 2008) e A. scabripinnis (Mantovani et al., 2004; Santos and Morelli,
2006) foram observadas divergéncias interpopulacionais nas estruturas
cromossOmicas, principalmente associadas aos padrbes de distribuicdo
heterocromatina.

O mapeamento fisico dos genes 5S rDNA e 18S rDNA também tem sido
utilizado para auxiliar na caracterizacdo de diferentes populacbes em espécies do
complexo A. scabripinnis (Souza et al., 2001; Mantovani et al., 2005; Fernandes
and Martins-Santos, 2006; Peres et al.,, 2008), do complexo A. altiparanae
(Almeida-Toledo et al., 2002; Fernandes and Martins-Santos, 2006), do complexo
A. fasciatus (Ferreira-Neto et al., 2012) e em A. jacuhiensis (Pacheco et al., 2010).
Estes dados tém contribuido para caracterizacdo de diferentes populacdes e

espécies de Astyanax, através do nimero e posicao destes genes ribossémicos,
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considerados altamente varidveis no género (Almeida-Toledo et al., 2002;
Mantovani et al., 2005; Fernandes and Martins-Santos, 2006; Peres et al., 2008).
O presente estudo tem como objetivo caracterizar pela primeira vez,
através da citogenética bésica e molecular, as espécies A. abramis, A.
asuncionensis, Astyanax sp. e A. correntinus, coletadas a jusante das Cataratas
do rio Iguacu (médio rio Parand), contribuindo para melhor entendimento

citotaxondémico e sistematico do género.

Materiais e Métodos

Os exemplares capturados estdo depositados na cole¢do Ictiolégica do
Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUP), da
Universidade Estadual de Maring4, foram utlizados nove exemplares de A.
abramis (quatro machos e cinco fémeas, NUP 14581), 25 exemplares de A.
asuncionensis (13 machos e 12 fémeas, NUP 14584), 25 exemplares de A.
correntinus (11 machos e 14 fémeas, NUP 14582) e um exemplar de Astyanax sp.
(fémea, NUP 14583), no rio Iguacu, no trecho com aproximadamente 25 km entre
a jusante das Cataratas do Ilguacu e a foz com o rio Parana, Bacia do médio rio
Parana, localizada na area de preservagédo do Parque Nacional do Iguagu (PNI).
Todos os exemplares foram anestesiados e sacrificados através de overdose por
Oleo de cravo (Griffthis, 2000). As preparacdes cromossémicas foram obtidas
atraves das técnicas propostas por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993). As
AgRONSs foram evidenciadas por impregnacdo com prata seguindo a técnica
descrita por Howell e Black (1980). O bandamento C foi utilizado para determinar
as regides de heterocromatina seguindo a técnica proposta por Sumner (1972),
com modificacdes sugeridas por Lui et al. (2012). O mapeamento fisico das
sequéncias de 5S rDNA e 18S rDNA foi realizado através da hibridizacéo in situ
fluorescente (FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986) e modificagcdes sugeridas

por Margarido e Moreira-Filho (2008), com sondas obtidas de Leporinus elongatus
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(Martins e Galetti Jr., 1999) e de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti Jr.,
2004), respectivamente. A hibridizacdo foi realizada sob condicdo de elevada
estringéncia (77%). Sondas foram marcadas através de nick translation, com
digoxigenina-11-dUTP (5S rDNA) e biotina-16-dUTP (18S rDNA) (Roche®). A
deteccdo dos sinais foi realizada com antidigoxigenina-rodamina (Roche®) para
sonda de 5S rDNA e avidina-FITC amplificado com anti-avidina biotinilada (Sigma)
para sonda de 18S rDNA, sendo 0s cromossomos posteriormente contracorados
com DAPI (50 ug/mL). As metafases foram fotografadas utilizando-se microscoépio
de epifluorescéncia BX 61, acoplado com camera digital Olympus DP 71 em
conjunto com o software DP Controller 3.2.1.276. Os cromossomos foram
classificados e organizados de acordo com Levan et al. (1964) em metacéntricos,

submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos.

Resultados
Astyanax abramis

O numero dipléide verificado para A. abramis foi 50 cromossomos (4m +
30sm + 8st + 8a) para ambos os sexos (Fig. 1la). Foram observadas AgRONSs
simples, localizadas em posicao terminal no braco curto do par de cromossomos
22 (Fig. 1la). O bandamento C mostrou heterocromatina centromérica verificada
nos pares 7, 14 e 21, pericentromérica no braco longo dos pares 22 e 24,
biteloméricas no par 22, além de associada as RONs (Fig. 1b). A hibridizag&o in
situ fluorescente evidenciou cistrons de 5S rDNA mdultiplos em posicédo
centromérica no par de cromossomos submetacéntricos 7 e subtelocéntricos 20, e
cistrons de 18S rDNA simples em posicdo terminal no bragco curto do par de

cromossomos acrocéntricos 22 (Fig. 2a).

Astyanax asuncionensis

O namero diploide verificado para A. asuncionensis foi 50 cromossomos
(8m + 24sm + 6st + 12a) para ambos os sexos (Fig. 1c). Foram observadas
AgRONSs simples, localizadas em posicdo terminal no braco curto do par de

cromossomos 20 (Fig. 1c). O bandamento C mostrou heterocromatina
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centromérica verificadas nos pares 2, 3 e 20, pericentromérica no brago curto do
par 8 e braco longo dos pares 9, 13, 14, teloméricas no braco longo do par 8 e
braco curto do par 20, além de associada as RONs (Fig. 1d). A hibridizagéo in situ
fluorescente evidenciou cistrons de 5S rDNA em posi¢cao centromérica no par de
cromossomos submetacéntricos 9, e cistrons de 18S rDNA simples em posi¢édo
terminal no brago curto do par de cromossomos acrocéntricos 20 (Fig. 2b).

Astyanax correntinus

O numero diploide verificado para A. correntinus foi 36 cromossomos (12m
+ 16sm + 2st + 6a) para ambos os sexo (Fig. 1e). Foram observadas AgRONSs
multiplas em posicdo telomérica no brago curto dos pares de cromossomos 12,
bitelomérico 17, e braco longo de um dos cromossomos homélogos do par 15 e 16
(Fig. 1e). O bandamento C mostrou heterocromatina centromérica verificada nos
pares de cromossomos 1, 2, 4,7, 9, 10, 12 e 14, telomérica no braco longo do par
de cromossomos 17 e braco curto do par 18, bitelomérica no par acrocéntrico 16,
além de associada as RONs (Fig. 2f). A hibridizacdo in situ fluorescente
evidenciou cistrons de 5S rDNA multiplos em posicdo centromérica nos pares de
cromossomos metacéntricos 2, 4 e submetacéntrico 12, e cistrons de 18S rDNA
multiplos em posicdo terminal no braco curto dos pares de cromossomos
submetacéntricos 12, acrocéntricos 16, 17 e 18, e telomérico no braco longo dos
pares de cromossomos metacéntricos 4, submetacéntricos 9, subtelocéntricos 15

e acrocéntricos 16 e 17 (Fig. 2c).

Astyanax sp.

O numero dipldide verificado para Astyanax sp. foi 50 cromossomos (4m +
26sm + 8st + 12a) (Fig. 1g). Foram observadas AgRONs simples em posigéo
telomérica no braco curto do par de cromossomos 25 (Fig. 1g). O bandamento C
mostrou heterocromatina pericentromérica verificada no braco longo dos pares de
cromossomos 4, 16, 21, 22 e 24, telomérica no braco longo do par 5, além de
associada as RONs (Fig. 1h). A hibridizacdo in situ fluorescente evidenciou

cistrons de 5S rDNA mdultiplos em posicdo centromérica nos pares de
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cromossomos submetacéntricos 4 e acrocéntricos 21, e cistrons de 18S rDNA
simples em posicéo terminal no braco curto do par de cromossomos acrocéntricos
25 (Fig. 2d).

Discussao

Astyanax compreende espécies interessantes para estudos citogenéticos,
com diferentes modelos evolutivos que apontam desde a manutencdo de uma
condicdo cromossbmica conservada até caracteristicas cariotipicas derivadas,
utilizadas como importantes ferramentas na diferenciacdo e identificacdo das
espécies (Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Vicari et al., 2008; Ferreira-Neto et al.,
2009; Peres et al., 2009).

Apesar de o presente estudo ter verificado para A. abramis, A.
asuncionensis e Astyanax sp. o mesmo numero diploide (2n=50), com cariotipo
composto por todos os tipos cromossémicos e predominancia de cromossomos bi-
bracados, as formulas cariotipicas diferem entre as trés espécies (Fig. 1a, 1c, 19),
podendo ser utilizada como um marcador citogenético espécie-especifico para as
espécies aqui analisadas. Resultados similares foram também verificados em
outras espécies de Astyanax (Oliveira et al., 1988; Daniel-Silva e Almeida-Toledo,
2001; Kavalco et al.,, 2003), assim como a presenca do primeiro par de
cromossomos metacéntricos de tamanho grande, caracteristicas atribuidas a uma
condicdo simplesiomorfica no género (Portella et al., 1988; Ferreira-Neto et al.,
2009; Kavalco et al., 2009, entre outros). Diferindo das espécies que possuem
estas condi¢cdes basais no género, em A. correntinus verificou-se namero dipldide
de 36 cromossomos, com presenca de oito grandes pares cromossdmicos meta-
submetacéntricos. Estes dados sdo semelhantes aos verificados em A. schubarti
por Morelli et al. (1983) e Almeida-Toledo et al. (2002), que apesar de nao ter sido
analisada por Mirande (2009), compartilha com A. correntinus baixo numero

dipléide (2n=36) originado a partir de fusdes cromossémicas, presenc¢a de grandes
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pares cromossdmicos meta-submetacéntricos, além de baixo numero de
cromossomos subtelo-acrocéntricos, evidenciando caracteristicas mais derivadas.
Além disso, morfologicamente as duas espécies possuem corpo alto, uma faixa
horizontal prateada na lateral do corpo e uma grande quantidade de raios néo
ramificados na nadadeira anal. Baseado nos resultados citogenéticos e
semelhancas morfologicas é possivel hipotetizar que as duas espécies possam
estar proximamente relacionadas filogeneticamente.

Do mesmo modo que verificado para o numero dipldide, o namero e
posicdo das RONs (impregnacédo pela prata e FISH 18S rDNA) em Astyanax foi
revelado conservado para as trés espécies que apresentaram 2n=50
cromossomos, com presenca de cistrons simples localizados sempre no braco
curto e em posicao telomérica de cromossomos acrocéntricos de A. abramis, A.
asuncionensis e Astyanax sp. (Fig. la, 1b, 1c). Astyanax abramis e A.
asuncionensis fazem parte do complexo A. bimaculatus, que é diagnosticado por
possuir com mancha umeral ovalada e mancha no pedunculo caudal, estendendo-
se a extremidade dos raios caudais medianos. Resultados semelhantes foram
observados em populacdes de A. altiparanae, que também faz parte do complexo
A. bimaculatus, (Domingues et al., 2007; Peres et al., 2008; Pacheco et al., 2011),
embora para esta espécie também tenham sido observadas variacdes
intraespecificas quando comparadas diferentes populacdes (Fernandes e Martins-
Santos, 2006; Ferreira-Neto et al., 2009). Entretanto, em A. correntinus foram
observadas RONs multiplas pela impregnacdo por prata (seis sitios, Fig. 1e) e
pela 18S rDNA-FISH, sendo revelado sitios adicionais (14 sitios, Fig. 2c), devido a
primeira técnica verificar apenas RONs ativas na intérfase precedente. RONs
multiplas também foram observadas em A. schubarti com a presenca de quatro
cistrons ribossdmicos verificados atraves da 18 rDNA-FISH (Almeida-Toledo et al.,
2002). Em espécies congéneres que compdem grupos morfolégicos, como o
complexo A. scabripinnis, foram verificados até 16 cromossomos portadores
destes genes ribossdmicos (Ferro et al., 2001; Mantovani et al., 2005),

demonstrando o elevado grau de variabilidade numérica observada para o género.
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Com relacdo a 5S rDNA-FISH, foram verificados cistrons simples para A.
asuncionensis localizados em posicdo centromérica, semelhante ao encontrado
em diferentes populacdes de A. altiparanae, apesar de diferirem na localizagéo
(posicao intersticial-proximal (Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011).
Cistrons multiplos foram verificados para A. abramis (quatro cistrons), A.
correntinus (cinco cistrons) e Astyanax sp. (quatro cistrons), em posicao
centromérica para todos os cromossomos portadores. Desta forma, quando
comparados A. abramis e A. asuncionensis, os dados apontam diferencas
interespecificas, possibilitando este marcador ser utilizado como ferramenta para a
diferenciacdo destas espécies que sao consideradas cripticas, pois
morfologicamente séo diagnosticas apenas pela diferenca no nimero de escamas
perfuradas da linha lateral, até 40 em A. asuncionensis e 42 ou mais em A.
abramis (Britski et al., 2007). De modo semelhante, A. correntinus apresenta maior
namero de cromossomos portadores de sitios de 5S rDNA em relacdo ao
verificado em A. schubarti (quatro cistrons) (Almeida-Toledo et al., 2002),
evidenciando a importancia deste marcador para auxiliar nos estudos
citotaxondmicos em espécies correlacionadas. Além de A. correntinus apresentar
uma situagdo incomum no género, com elevado numero de cromossomos
portadores de sitios de 5S rDNA, foi verificada sintenia em um dos cromossomos
homologos (Fig. 2c¢). Mantovani et al. (2005) também verificaram em uma
populacdo de A. scabripinnis sintenia para estes genes ribossémicos, sendo uma
caracteristica considerada derivada em termos de organizagdo gendmica e
evolucdo cromossdmica, que pode ocasionar translocacfes indesejaveis de
sequéncias 5S rDNA pela associacdo ao 18S rDNA, ndo permitindo a evolucéo
destes genes de forma independente (Martins e Galetti Jr., 2000). Desta forma,
apesar da distribuicdo dos cistrons 5S rDNA ser considerada conservada para
alguns grupos de peixes, os resultados verificados mostram variacdo quanto ao
namero e localizacdo desses genes ribossémicos em Astyanax, apontando que
esta condi¢cdo ndo condiz para todas as espécies do género.

Com relacdo ao padrdao de distribuicdo da heterocromatina, apesar de

pouca em A. abramis, A. asuncionensis e Astyanax sp., esta foi verificada
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principalmente em posicdo centromérica e intersticial-proximal, além de
associadas as RONSs. Estes resultados foram também observados em outras
espécies proximas do género, como em A. altiparanae (Domingues et al., 2007;
Ferreira-Neto et al., 2009) e A. jacuhiensis (Pacheco et al., 2010). Ainda, em A.
abramis e A. asuncionensis, o primeiro par de cromossomos acrocéntricos, além
de portar as RONs no brago curto, compartiham um mesmo padrao de bandas:
heterocromatina centromérica, heterocromatina intersticial-proximal no braco longo
e heterocromatina telomérica no braco longo, podendo este par representar
cromossomos homedlogos entre estas espécies (Fig. 1b). Em A. correntinus foram
observadas heterocromatinas centroméricas na maioria dos pares de
cromossomos meta-submetacéntricos grandes (Fig. 1f), sendo este padréo
semelhante ao observado em A. schubarti (Daniel-Silva e Almeida-Toledo, 2001).
Diferentemente de A. abramis, A. asuncionensis e A. correntinus, Astyanax sp.
apresentou um padrao particular, com a presenca de cinco pares de cromossomos
subtelo-acrocéntricos portando heterocromatina em posicao intersticial- proximal
no braco longo, além de alguns pares cromossémicos submetacéntricos portarem
heterocromatina tanto em posi¢do centromérica quanto telomérica no braco longo
(Fig. 1h). Astyanax sp. faz parte do complexo Astyanax scabripinnis definido por
Bertaco and Malabarba (2001); porém os dados citogenéticos e morfolégicos aqui
obtidos ndo permitiram enquadra-la em nenhuma espécie conhecida. Deste modo
acreditamos tratar-se de uma nova espécie, sendo que um maior numero de
exemplares € necessario para averiguacao de tal hipétese.

Desta forma, o presente estudo mostra, através da caracterizacdo basica e
molecular, marcadores citogenéticos espécie-especificos, como macroestrutura
cariotipica, distribuicdo dos genes ribossémicos 5S rDNA e 18S rDNA, e padrao
da distribuicio de heterocromatina, que podem servir como caracteres
citotaxondmicos na diagnose e diferenciacdo entre A. abramis e A. asuncionensis,
consideradas espécies cripticas, bem como reforcar a ocorréncia de uma espécie
ainda ndo descrita taxonomicamente de Astyanax, verificada através da analise
morfologica e corroborada pela citogenética. Além disso, os dados obtidos destes

primeiros estudos citogenéticos em A. correntinus sugerem uma grande
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similaridade (macro- e microestrutura cariotipica) com A. schubarti, sugerindo que
estas espécies possam pertencer ao mesmo grupo morfolégico e que podem ser

filogeneticamente relacionadas.
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(b)

(d)

()

(h)

Figura 1. Cari6tipos corados com Giemsa de (a) Astyanax abramis, (c) Astyanax

asuncionensis, (e) Astyanax correntinus, (g) Astyanax sp., e C-bandados de (b)

Astyanax abramis, (d) Astyanax asuncionensis, (f) A. correntinus, (h) Astyanax sp.

Nos boxes, os pares portadores das AQRONSs. A barra representa 10 pm.
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Figura 2

Figura 2. Caribtipos hibridizados com sondas de 5S rDNA (vermelho) e 18S rDNA

(verde) de (a) A. abramis, (b) A. asuncionensis, (c) A. correntinus e (d) Astyanax

sp. A barra representa 10 um.
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6. CAPITULO 2

Mapeamento fisico dos genes 5S rDNA e 18S rDNA em quatro espécies de lambaris
coletados a jusante das Cataratas do rio Iguacu (Baixo rio Parana), Parque Nacional
do Iguacu, Brasil (Characiformes: Characidae)
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Resumo

Conhecida pela diversidade na regido Neotropical a familia Characidae é representada por
géneros e espécies que formam grupos interessantes para analises citogenéticas,
sistematicas e evolutivas. Foram coletados exemplares de quatro géneros de Characidae (A.
abramis, M. dichroura, R. descalvadensis e T. argenteus) na Bacia do Baixo rio Parana.
Foram verificados 2n=50 cromossomos para Astyanax abramis e Moenkhausia dichroura, e
2n=52 cromossomos para Roeboides descalvadensis e Tetragonopterus argenteus. A FISH
com sondas de 5S rDNA evidenciou cistrons simples apenas em T. argenteus, enquanto
cistrons maltiplos de 5S rDNA foram observados em A. abramis, M. dichroura e R.
descalvadensis, enquanto a FISH-rDNA 18S, verificou cistrons simples para todas as
espécies, mas em diferentes cromossomos e/ou posi¢do. Estes sdo os primeiros dados
citogenéticos moleculares para a espécie A. abramis e para 0s géneros Moenkhausia,
Roeboides e Tetragonopterus, sendo revelados variabilidade quanto ao nimero e posicao
dos cistrons de 5S rDNA e 18S rDNA, e a condicao conservada apresentada nestas espécies

sugere que podem ser aplicados como marcadores espécie-especificos.

Palavras chave: Astyanax abramis, Moenkhausia dichroura, Roeboides descalvadensis,

Tetragonopterus argenteus, citossistematica.
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Introducéo

Anélises citogenéticas tém sido empregadas como uma importante ferramenta na
identificacdo e diferenciacdo das espécies de peixes, e tém auxiliado na compreensdo da
diversidade ictiologica dos sistemas hidrograficos (Bertollo et al., 1986). Mais
recentemente, a citogenética molecular tem contribuido com resultados que confirmam e
complementam discussGes cromossomicas e evolutivas, com diversos estudos realizados
principalmente em espécies neotropicais (Centofante et al., 2003; Diniz et al., 20009;
Ferreira-Neto et al., 2012). A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com sondas de rDNA
vem sendo utilizada para localizar seqiiencias especificas no complemento cromossémico,
organizadas em duas familias multigénicas (5S rDNA e 45S rDNA), fornecendo
informacdes mais precisas sobre a organizacdo do genoma em peixes (Galetti Jr. &
Martins, 2004).

Caracterizados por uma sequéncia de DNA composta por 120 pares de bases, 0s
genes 5S rDNA estdo associados a espacadores nédo transcritos (NTS) (Long & Dawid,
1980). Estes cistrons sdo considerados estaveis, € seu uso tem sido util em estudos
evolutivos como marcadores espécie-especifico ou populacionais (Pendas et al., 1995).
Estas sequéncias podem estar presentes em dois ou gquatro cromossomos na maioria dos
casos (Vicente et al., 2001; Fernandes & Martins-Santos, 2006; Vicari et al., 2008), ou em
menor frequéncia apresentando mais de quatro cromossomos portadores desses cistrons
(Fujiwara et al., 1998; Diniz et al., 2009).

As sequéncias compostas por genes 45S rDNA sdo formadas por subunidades 5.8S,
18S e 28S que constituem as regiGes organizadoras de nucléolos (RONSs). Estas regides
quando ativas na intérfase precedente sdo normalmente detectadas com impregnacao por
nitrato de prata que, em peixes tém sido utilizada devido a simplicidade do método
contribuindo como importante marcador citotaxondmico em estudos evolutivos em
diferentes grupos (Galetti Jr., 1998; Peres et al., 2009; Martinez et al., 2012). Entretanto, a
especificidade da prata evidencia apenas cistrons ribossémicos ativos, enquanto a FISH-
DNAr 18S revela o numero total de cistrons (Galetti Jr. & Martins, 2004).
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Astyanax Baird & Girard 1854 agrupa o maior nimero de espécies com dados
citogenéticos em Characidae. E considerado um dos géneros mais especiosos da familia
com 137 espécies validas em toda a regido Neotropical (Froese & Pauly, 2013), sendo mais
de 50 espécies distribuidas em rios e riachos brasileiros (Buckup et al., 2007), e apresenta
caracteristicas morfologicas diversificadas que dificultam o reconhecimento e organizacdo
filogenética dentro do grupo (Mirande, 2009; 2010). Esta variabilidade também é revelada
na distribuicdo dos cistrons de 5S rDNA e 18S rDNA (Mantovani et al., 2005; Domingues
et al., 2007; Vicari et al., 2008; Ferreira-Neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011; Ferreira-
Neto et al., 2012).

Moenkhausia Eigenmann 1903, recentemente alocado em Tetragonopterinae
(Oliveira et al., 2011), compreende 75 espécies validas distribuidas nas bacias hidrograficas
neotropicais (Froese & Pauly, 2013) que, mesmo sem apresentar caracteristicas
morfolégicas que indiqguem o monofiletismo do género, agrupa espécies com padrdes
morfolégicos semelhantes (Costa, 1994), criando uma sistematica complexa com
problemas quanto a sua classificacdo (Benine et al., 2009; Bertaco et al., 2011). De acordo
com Mirande (2010), o género provavelmente ndo é monofilético, sendo classificado como
parafilético a Bario Myers, 1940 dentro de Tetragonopterinae. Dados cromossémicos para
0 género estdo restritos principalmente a citogenética basica, revelando nimero dipléide de
50 cromossomos, presenca de AgRONSs simples (Portela-Castro et al., 1988) ou multiplas
(Foresti et al., 1989; Hashimoto et al.,, 2012), distribuicdo de heterocromatina
centromeérica/pericentromerica, aléem da presenca de cromossomos Bs (Foresti et al., 1989,
Portela-Castro et al., 2001; Portela-Castro & Jalio Jr., 2002; Hashimoto et al., 2012).

Roeboides Gunther 1864 compreende 21 espécies distribuidas nas grandes bacias do
territorio brasileiro (Froese & Pauly, 2013), sendo principalmente conhecidas em trabalhos
que envolvem estudos de inter-relacbes e taxonomia em subgrupos do género (Lucena,
2000; 2001; 2003; 2007). Assim como muitos géneros em Characidae, resultados
cromossdmicos estdo relacionados a analises citogenéticas basicas, como em R. paranensis
(Martins-Santos & Tavares, 1996), R. xenodon (Venere et al., 1997) e R. bonariensis
(Pastori et al., 2009), com ndmero diploide de 52 cromossomos, AgRONs simples e

heterocromatina centroméricas na maioria dos pares cromossdmicos.
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Tetragonopterus Cuvier 1816 era reconhecido como o Unico género valido em
Tetragonopterinae (Lima et al., 2003); entretanto, a filogenia proposta por Mirande (2009;
2010) aponta Tetragonopterus como uma unidade monofilética em um clado
Tetragonopterinae que aloca géneros como e Moenkhausia, Hemigrammus e
Hyphessobrycon. O género é representado por 6 espécies (Froese & Pauly, 2013), e dados
cromossOmicos para 0 género séo restritos aos de Portela et al. (1988) para T. chalceus, que
verificaram numero diploide de 52 cromossomos e AgRONSs simples, o que dificulta as
analises comparativas entre espécies congéneres.

Desta forma, o presente estudo busca através da hibridizagdo in situ fluorescente,
mapear 0s genes ribossomicos 5S rDNA e 18S rDNA em Astyanax abramis (Jenyns 1842),
Moenkhausia dichroura (Kner 1858), Roeboides descalvadensis Fowler 1932 e
Tetragonopterus argenteus Cuvier 1816, sendo estes os primeiros dados citogenéticos
moleculares para estas espécies, e que poderdo contribuir a citossistematica nas

comparacOes entre espécies congéneres e de grupos morfoldgicos correlacionados.

Materiais e Métodos

Foram coletados 9 exemplares de A. abramis (4 machos e 5 fémeas), 30 exemplares
de M. dichroura (12 machos e 18 fémeas), 15 exemplares de R. descalvadensis (9 machos e
5 fémeas) e 12 exemplares de T. argenteus (7 machos e 5 fémeas) do rio Iguacu, Bacia do
Baixo rio Parand, no trecho com aproximadamente 25 km entre a jusante as Cataratas do
Iguacu e a foz com o rio Parand, localizada na area de preservacdo do Parque Nacional do
Iguacu (PNI). Todos os exemplares foram anestesiados e sacrificados atraves de overdose
por dleo de cravo (Griffthis, 2000). Células metafisicas foram obtidas do rim através da
técnica proposta por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993). O mapeamento fisico das
sequéncias de 5S rDNA e 18S rDNA foi realizado através da hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) de acordo com Pinkel et al. (1986) e modificacbes sugeridas por
Margarido & Moreira-Filho (2008), com sondas obtidas de Leporinus elongatus (Martins &

Galetti, 1999) e de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr., 2004), respectivamente.
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A hibridizacdo foi realizada sob condicdo de elevada estringéncia (77%). Sondas foram
marcadas atraves de nick translation, com digoxigenina-11-dUTP (5S rDNA) e biotina-16-
dUTP (18S rDNA) (Roche®). A deteccdo dos sinais foram realizadas com
antidigoxigenina-rodamina (Roche®) para sonda de 5S rDNA e avidina-FITC amplificado
com anti-avidina biotinilada (Sigma) para sonda de 18S rDNA, sendo 0S Cromossomos
posteriormente contra-corados com DAPI (50 ug/mL). O material analisado foi fotografado
utilizando microscépio de epifluorescéncia BX 61, acoplado com camera digital Olympus
DP 71 em conjunto com o software DP Controller 3.2.1.276. Os cromossomos foram
classificados e organizados de acordo com Levan et al. (1964) em metacéntricos,

submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos.

Resultados

Astyanax abramis

O numero diploide verificado para A. abramis foi 50 cromossomos (4m + 30sm +
8st + 8a) para ambos os sexos (Fig. 1a). A hibridizacdo in situ fluorescente evidenciou
cistrons de 5S rDNA multiplos em posicdo centromérica no par de Cromossomos
submetacéntricos 7 e subtelocéntricos 20, e cistrons de 18S rDNA simples em posicéao
telomérica no braco curto do par de cromossomos acrocéntricos 22 (Fig. 1a).

Moenkhausia dichroura

O numero dipldide verificado para M. dichroura foi 50 cromossomos (26m + 24sm)
para ambos os sexos (Fig. 1b). A hibridizacéo in situ fluorescente evidenciou cistrons de 5S
rDNA mdaltiplos em posigdo centromérica no par de cromossomos metacéntricos 10 e
submetacéntrico 17, e cistrons de 18S rDNA simples em posicao intersticial no brago curto

do par de cromossomos metacéntricos 2 (Fig. 1b).
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Roeboides descalvadensis

O numero dipléide verificado para R. descalvadensis foi 52 cromossomos (4m +
14sm + 10st + 24a) para ambos os sexos (Fig. 1c). A hibridizacdo in situ fluorescente
evidenciou cistrons de 5S rDNA multiplos em posicdo pericentromérica no brago curto do
par de cromossomos acrocéntricos 15, 20, e 25, e cistrons de 18S rDNA simples em

posicdo telomérica no braco curto do par de cromossomos acrocéntricos 22 (Fig. 1c).

Tetragonopterus argenteus

O numero diploide verificado para T. argenteus foi 52 cromossomos (6m + 10sm +
36a) para ambos os sexos (Fig. 1d). A hibridizacdo in situ fluorescente evidenciou cistrons
de 5S rDNA simples em posicdo pericentromérica no braco longo do par de cromossomos
acrocéntricos 13, e cistrons de 18S rDNA simples em posicdo intersticial no braco curto do

par de cromossomos submetacéntricos 4 (Fig. 1d).

Discussao

Os dados citogenéticos revelaram para A. abramis e M. dichroura 50 cromossomos,
e para R. descalvadensis e T. argenteus 52 cromossomos, confirmando dados citogenéticos
basicos previamente descritos para estas espécies (Carvalho et al., 2002; Portela-Castro &
Julio Jr., 2002; Venere et al., 1997, Alberdi & Fenocchio 1997, respectivamente). Para o
mapeamento fisico dos cistros ribossémicos, foram verificados cistrons de 5S rDNA
simples apenas em T. argenteus (1 par de cromossomos acrocéntricos), e maltiplos em A.
abramis (1 par de cromossomos submetacéntricos e 1 par de cromossomos
subtelocéntricos), M. dichroura (1 par de cromossomos metacéntricos e 1 par de
cromossomos submetacéntricos) e R. descalvadensis (3 pares de cromossomos
acrocéntricos), sendo que, com exce¢do de T. argenteus com cistrons em posicao
intersticial proximal (Fig. 1d), as demais espécies apresentaram cistrons em posicao

centromérica (Fig. 1a-c).
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Os dados observados em A. abramis quando comparados a espécies congéneres
revelam diversidade quanto ao numero e posicdo dos cistrons ribossémicos 5S rDNA. Em
A. altiparanae e A. lacustres sdo observados cistrons simples em posicdo intersticial
proximal (1 par de cromossomos submetacéntricos e 1 par de cromossomos metacéntricos,
respectivamente) (Peres et al., 2008; Ferreira-Neto et al., 2009). Cistrons maltiplos sdo
observados em A. fasciatus em posi¢do pericentromérica (1 par de C€romossomos
metacéntricos, 1 cromossomo subtelocéntrico e 1 cromossomos acrocéntrico; Peres et al.,
2009) e intersticial proximal (1 par de cromossomos metacéntricos e 1 par de cromossomos
acrocéntricos; Ferreira-Neto et al., 2012). Diferencgas interpopulacionais conspicuas sao
reveladas em A. scabripinnis com cistrons multiplos em posicéo intersticial proximal (1 par
de cromossomos metacéntricos e 1 par de cromossomos acrocéntricos; Fernandes &
Martins-Santos 2006; Vicari et al., 2008; Peres et al., 2008), intersticial proximal e
intersticial distal (1 cromossomo metacéntrico e 3 cromossomos néo identificados; Ferro et
al., 2001), pericentromérico, intersticial e intersticial-distal (1 par de cromossomos
metacéntricos, 1 par de cromossomos submetacéntricos e 1 cromossomo acrocéntrico,
respectivamente; Mantovani et al., 2005). Desta forma, quando comparados os resultados
entre as espécies de Astyanax, € possivel observar com maior frequéncia a presenca de
cistrons de 5S rDNA multiplos, revelando variagdo interpopulacional e interespecifica.
Segundo Mantovani et al. (2005), cistrons predominantemente em posic¢do intersticial
podem estar correlacionados a estabilidade destes genes em A. scabripinnis e outras
especies do género.

Cistrons de 5S rDNA em posicéo intersticial pode tambem ser atribuida como
caracteristica conservada para outros géneros em Characidae. Esta condicdo foi observada
em T. argenteus, que apesar de ser associado a um modelo cariotipico derivado na familia,
comporta apenas cistrons 5S rDNA simples em posic¢éo intersticial proximal (Fig. 1d).
Estes dados também sdo observados em outros géneros de familias correlacionadas a
Characidae, como ocorre em Triportheus (Diniz et al., 2009) e em Brycon (Mariguela et
al., 2010). Em contrapartida, para M. dichroura e R. descalvadensis sdo revelados cistrons
de 5S rDNA multiplos e em posicdo centromérica, podendo esta condicdo ser originada a

partir da associacdo entre estes genes ribossomicos e heterocromatina, facilitando a
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dispersdo dessas sequéncias gendmicas através de eventos de transposi¢cdo (Molina &
Galetti Jr., 2002).

Para 0 mapeamento dos cistrons 18S rDNA, foi observado cistrons simples
localizados no brago curto para todas as espécies analisadas, porém com divergéncias no
tipo cromossémico, revelado em cromossomos acrocéntricos de A. abramis e R.
descalvadensis, e em posigdo intersticial proximal nos cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos de M. dichroura e T. argenteus, respectivamente. Resultados semelhantes
a A. abramis foram observados em populacdes de A. altiparanae (Domingues et al., 2007;
Peres et al., 2008; Pacheco et al., 2011), embora para esta espécie também sdo reveladas
variacOes intraespecificas (Fernandes & Martins-Santos, 2006; Ferreira-Neto et al., 2009).
Apresentando maior divergéncia, Ferro et al. (2001) e Mantovani et al. (2005) verificaram
em A. scabripinnis variabilidade intrapopulacional em nimero e posicdo de cistrons 18S
rDNA.

Para Moenkhausia, a varia¢do intra e interindividual em nimero e posi¢do das
RONs foram verificadas em diferentes populacdes de M. sanctaefilomenae (Foresti et al.,
1989; Hashimoto et al., 2012). Embora em Tetragonopterus e Roeboides os dados da
literatura com relacdo as RONSs seja restrito a analise por impregnacao pela prata, os dados
aqui obtidos da FISH-rDNA 18S corroboram a literatura. Portela et al. (1988) verificaram
em T. chalceus RONs simples em posicao intersticial proximal em cromossomos meta-
submetacéntricos, e Martins-Santos & Tavares (1996) e Pastori et al. (2009) verificaram
RONs em apenas um par cromossomico em R. paranensis e R. bonariensis,
respectivamente.

Deste modo, além de ser o primeiro estudo envolvendo o mapeamento destes genes
ribossémicos em A. abramis e em espécies dos géneros Moenkhausia, Roeboides e
Tetragonopterus, os dados aqui apresentados mostram variabilidade quanto ao nimero e
posicdo dos cistrons de 5S rDNA e 18S rDNA na familia Characidae, e a condicéo
conservada apresentada nestas espécies sugere que podem ser aplicados como marcadores

espécie-especificos.
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Figura 1

Figura 1. Cariotipos hibridizados com sondas de 5S rDNA (vermelho) e 18S rDNA (verde)

de (a) Astyanax abramis, (b) Moenkhausia dichroura, (c) Roeboides descalvadensis e (d)

Tetragonopterus argenteus. A barra representa 10 um.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

1- O namero dipldide encontrado em A. abramis, A. asuncionensis e Astyanax sp. foi 50
cromossomos, além de ter sido verificado nestas espécies o primeiro par cromossémico
grande em relacdo aos demais do complemento, correspondendo a uma caracteristica

cariotipica ancestral verificada na maioria das espécies congéneres.

2- Consideradas espécies cripticas, em A. asuncionensis e A. abramis foram reveladas
férmulas cariotipicas distintas, sendo este um marcador citotaxondmico eficaz na

diferenciacdo das espécies.

3- Apesar do mesmo namero dipldide, foi verificado em Astyanax sp. formula cariotipica
distinta de A. asuncionensis e A. abramis, possivelmente originada a partir de rearranjos

cromossémicos como inversdes pericéntricas, sugerindo a evidéncia de uma espécie nova.

4- O baixo namero diploide encontrado em A. correntinus com 36 cromossomos com a
presenca de 8 grandes pares cromossdmicos meta-submetacéntricos, originado a partir de
fusbes, mostra uma caracteristica ja observada para outra espécie do género (A. schubarti).,

sugerindo proximidade filogenética entre ambas espécies no mesmo grupo morfolégico.

5- Foram reveladas RONs simples pela impregnacdo por prata e confirmadas pela FISH-
rDNA 18S nas espécies de Astyanax que possuem 50 cromossomos, sendo localizadas no
primeiro par de cromossomos acrocéntricos em A. abramis e A. asuncionensis, e ultimo par

em Astyanax sp., revelando um estado conservado destes genes em Astyanax.

6- Foram reveladas RONs mudltiplas pela impregnacdo por prata e também confirmadas
através da FISH-rDNA 18S em A. correntinus, evidenciando um estado mais derivado em

Astyanax.

7- A FISH-rDNA 5S evidencidou cistrons simples apenas em A. asuncionensis e multiplos

para A. abramis (2 cistrons), A. correntinus (5 cistrons) e Astyanax sp. (4 cistrons), e apesar
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de verificados em posi¢do centromeérica para todas as espécies, foi observada variabilidade

quanto ao par.

8- Os resultados revelados pela FISH-rDNA 5S contribuem na identificacéo e diferenciagédo
entre A. abramis (cistrons multiplos) e A. asuncionensis (cistrons simples), que somados a
férmula cariotipica evidenciam a importancia da citogenética nos estudos taxonémicos e

sistematicos.

9- Apesar de pouca heterocromatina, padrdes de distribuigdo distintos foram observados
para todas as espécies de Astyanax, com exce¢do de um par cromossdmico acrocéntrico que

pode representar homeologia entre A. abramis, A. asuncionensis e Astyanax sp.

10- O namero diploide verificado em M. dichroura, R. descalvadensis e T. argenteus (50,
52 e 52 cromossomos, respectivamente) ndo diferenciou-se nos ja descritos na literatura
para cada género; contudo, para todas as espécies foram reveladas formulas cariotipicas
distintas quando comparadas com espécies congéneres, possibilitando o uso desta

ferramenta como um marcador espécie-especifico.

11- Em M. dichroura, as RONs simples determinadas pela impregnacdo por prata foram
confirmadas pela FISH-rDNA 18S, verificadando variacdo interespecifica quando

comparado a M. sanctaefilomenae.

12- Em R. descalvadensis e T. argenteus, as RONs simples determinadas pela impregnagéo
por prata foram confirmadas pela FISH-rDNA 18S, diferindo apenas quanto a localizacdo
do par cromossdmico quando comparado as AgRONSs das espécies congéneres, alem de

indicar para ambas as espécies um estado conservado dentro de cada género.

13- Os primeiros dados moleculares de FISH-rDNA 5S para Moenkhausia, Roeboides e
Tetragonopterus, revelou para M. dichroura (4 cistrons), R. descalvadensis (6 cistrons) e T.

argenteus (2 cistrons), sendo apresentada diversidade entre os géneros de Characidae,
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tornando necessario mais estudos relacionados aos genes ribossémicos para comparacoes

entre espécies congéneres.



