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RESUMO

A familia Characidae compreende 1031 espécies validas de peixes altamente diversificadas e
distribuidas por toda regido neotropical. Por possuir géneros com relagdes filogenéticas ainda
incertas, o grupo Incertae Sedis foi criado para abrigar 620 espécies em 88 géneros, nos quais
se incluem Astyanax e Bryconamericus. Ambos representam bons modelos de estudos
citogenéticos por possuirem grande diversidade cariotipica entre populacdes e/ou espécies.
Assim sendo, o presente estudo realizou uma caracterizacao citogenética de A.asuncionensis
do Rio Miranda/MS, A. altiparanae do Rio Quexada/PR, Ribeirdo Esperanca/PR e Rio
Jacutinga/PR e Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas/PR, visando melhor
compreender a estrutura e evolucdo cariotipica desses grupos de peixes. Esse € 0 primeiro
estudo citogenético em A.asuncionensis, que apresentou 2n=50, sendo 18m+22sm+6st+4a
(NF=96) e com RONSs terminais no brago curto do par 21 subtelocéntrico. As trés populagcfes
de A.altiparanae também apresentaram 2n=50, porém com diferentes formulas cariotipicas
entre as populagdes: a do Rio Quexada apresentou 16m+24sm+4st+6a (NF=94), enquanto as
do Ribeirdo Esperanca e Rio Jacutinga apresentaram 16m+20sm+4st+10a (NF=90). Essas trés
populacbes apresentaram variacdo interindividual no ndmero e localizacdo das RONSs, sendo
detectados tanto o padrdo de RONs multiplas como simples. Em Bryconamericus aff.
iheringii diferentes férmulas cariotipicas foram encontradas evidenciando 6 citétipos: citotipo
| apresentou 12m+10sm+16st+14a (NF=90), citétipo 1l 18m+14sm+10st+10a (NF=94),
citotipo 111 20m+18sm+4st+10a (NF=94), citotipo IV 20m+14sm+12st+6a (NF=98), citotipo
V 22m+18sm+8st+4a (NF=100) e citétipo VI com 18m+24sm+6st+4a (NF=100). O citétipo |
foi o Unico que apresentou, exclusivamente, RONs simples. Os cit6tipos Il e 111 apresentaram
tanto RONs simples quanto maltiplas e os demais apenas o padrdo multiplo. O cit6tipo | € 0
gue mais difere em relacdo ao NF e ao padrdo das RONSs, podendo ser considerado como
pertencente a outra espécie do género Bryconamericus, vivendo em simpatria no Ribeirdo
Trés Bocas. Os demais citotipos podem ter sido gerados por cruzamentos entre eles e por
inversGes pericéntricas. Apds o bandamento C, Astyanax asuncionensis e Bryconamericus aff.
iheringii apresentaram heterocromatina pericentromérica, enquanto as trés populacfes de
A.altiparanae apresentaram heterocromatina pericentromérica e intersticial. Por meio da
coloracdo sequencial com fluorocromos base-especificos, foi possivel observar que as RONs
sdo intercaladas a heterocromatina CMA;" nas trés espécies, sendo que em A.asuncionensis
um bloco heterocromatico DAPI® adjacente @ RON também foi encontrado. As demais
regides heterocromaticas mostraram-se DAPI™ nas trés espécies. As células meidticas dos
machos de A.altiparanae e Bryconamericus aff. iheringii também foram analisadas. Essa
analise demonstrou que, apesar da alta variabilidade cariotipica, 0 pareamento cromossémico
ocorre normalmente, permitindo a formacdo de gametas viaveis e a manutencdo dessa
diversidade nas duas espécies. Os dados mostram que, as espécies de Astyanax compartilham
algumas caracteristicas, como numero dipldide e RONs simples em A.asuncionensis e em
alguns individuos de A.altiparanae, sugerindo uma estreita relacao filogenética entre elas. No
entanto, a presenca de RONs multiplas em alguns individuos de A.altiparanae e a distribuicédo
da heterocromatina divergiram entre as duas espécies, indicando um processo natural de
especiacdo. A grande variabilidade encontrada em Bryconamericus aff. iheringii pode estar
relacionada a um alto grau de polimorfismo, no entanto, ndo é descartada a possibilidade de



ocorrer mais de uma espécie nesta localidade. Os dados confirmaram a grande diversidade
genética dos géneros Astyanax e Bryconamericus e que, provavelmente, as inversdes e/ou
translocagdes sdo os principais mecanismos envolvidos na evolugdo cromossomica destes
grupos de peixes.

Palavras-chave: Astyanax. Bryconamericus. Citotipos. Incertae sedis. Inversdo pericéntrica.
Polimorfismo. Translocagéo.
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ABSTRACT

The family Characidae includes 1031 valid species of fishes highly diverse and distributed throughout
the Neotropics. Due to genus with phylogenetic relationships still uncertain, Incertae Sedis Group was
created to include 620 species in 88 genus, which include Astyanax and Bryconamericus. Both genus
represent a good model for cytogenetic studies, because they have great karyotypic diversity among
populations and/or species. Therefore, the present study conducted the cytogenetic characterization of
A.asuncionensis from Miranda River/MS, A. altiparanae from Quexada River/PR, Esperanca
Stream/PR and Jacutinga River/PR and Bryconamericus aff. iheringii from Trés Bocas Stream/PR, in
order to better understand the structure and karyotype evolution of this group of fishes. This is the first
cytogenetic study in A.asuncionensis that presented 2n=50, and 18m+22sm+6st+4a (NF=96) and
terminal NORs on the short arm of the subtelocentric pair 21. The three populations of A.altiparanae
also presented 2n=50, but with different karyotypic formulas between populations: those of Quexada
River presented 16m+24sm+4st+6a (NF=94), while the populations of Esperanca Stream and
Jacutinga River showed 16m+20sm+4st+10a (FN=90). These three populations showed
interindividual variation in number and location of NORs, detecting both patterns of multiple and
simple NORs. In Bryconamericus aff. iheringii different karyotypic formulas were found, showing six
cytotypes: cytotype | with 12m+10sm+16st+14a (FN=90), cytotype Il with 18m+14sm+10st+10a
(FN=94), cytotype Il with 20m+18sm+4st+10a (NF= 4), cytotype IV with 20m+14sm+12st+6a
(NF=98), cytotype V with 22m+18sm+8st+4a (NF=100) and cytotype VI with 18m+24sm+6st+4a
(NF=100). Only the cytotype | presented NORs simple, exclusively. The cytotypes Il and 111 showed
both simple and multiple NORs, while the others have presented just multiple RONs. The cytotype
that most differ in relation to the NF and the pattern of NORs, can be considered as belonging to
another species of the genus Bryconamericus, living in sympatry in Trés Bocas Stream. The other
cytotypes may have been generated by interbreeding between them and pericentric inversions. After
C-banding, both Bryconamericus aff. iheringii as Astyanax asuncionensis presented pericentromeric
heterochromatin, while the three populations of A.altiparanae showed pericentromeric and interstitial
heterochromatin. Through sequential staining with base-specific fluorochromes was observed that the
NORs are interspersed with the heterochromatin CMA;" in all three species, and in A.asuncionensis a
block heterochromatic DAPI™ adjacent to NOR was also found. The other heterochromatic regions
were DAPI™ in all three species. Meiotic cells of male A.altiparanae and Bryconamericus aff. iheringii
were also analyzed. This analysis showed that, despite the high variability karyotype, chromosome
pairing occurs normally, allowing the formation of viable gametes and maintaining this diversity in
both species. The data show that species of Astyanax share some characteristics, such as diploid
number in both species and simple NORs in A.asuncionensis and some individuals of A.altiparanae,
suggesting a close phylogenetic relationship between those. However, the presence of multiple NORs
in some individuals of A.altiparanae and the heterochromatin distribution differed between the two
species, indicating a natural process of speciation. The great variability found in Bryconamericus aff.
iheringii may be related to a high degree of polymorphism, however, the possibility of occurrence of
more than one species in this locality is not ruled out. These data confirm the high genetic diversity of
Astyanax and Bryconamericus and that inversions and/or translocations are, probably, the main
mechanisms involved in chromosomal evolution of these groups of fishes.

Keywords: Astyanax. Bryconamericus. Cytotypes. Incertae sedis. Pericentric inversion.
Polymorphism. Translocation.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS DA FAMILIA CHARACIDAE

A ordem Characiformes € um grande e diversificado grupo de peixes de
agua doce com muitos géneros e espécies, a maioria encontrada na América do Sul, América
Central e Africa, pertencentes & enorme e amplamente distribuida superordem Ostariophysi.
Este grupo é caracterizado por possuir aparelho de Weber, que transmite ondas sonoras
recebidas pela bexiga natatoria ao ouvido interno, onde elas s&o transformadas em impulsos
elétricos enviados ao cérebro (Menezes et al., 2007).

A familia Characidae pertence a ordem Characiformes e inclui espécies que
apresentam grande variacdo de tamanho, habitos alimentares, estratégias reprodutivas,
padrdes comportamentais, preferéncias de habitats, padrfes de colorido e variacGes
osteologicas, anatdmicas e morfologicas, 0 que a caracteriza como a familia mais heterogénea
dentro de peixes neotropicais (Graca & Pavanelli, 2007). Os caracideos apresentam, como
caracteristicas distintivas, o corpo coberto por escamas, nadadeiras pélvicas geralmente
situadas bem atras da insercdo das nadadeiras peitorais, raios das nadadeiras moles e, em
muitos casos, presenca de uma nadadeira adiposa (Britski et al., 1999).

Segundo Eschmeyer (2012), a familia Characidae apresenta 1031 espécies
validas com caracteristicas altamente heterogéneas, motivo pelo qual sdo agrupadas em
subfamilias. S&o reconhecidas somente as subfamilias nas quais existe evidéncia de
monofiletismo, deixando uma grande parcela de caracideos listados como Incertae Sedis. De
acordo com Lima et al. (2003), constituem um grupo altamente heterogéneo de peixes de
pequeno a grande porte com 620 espécies distribuidas em 88 géneros, incluindo
Hyphessobrycon Durbin, em Eigenmann, 1908 (97 espécies), Astyanax Baird & Girard, 1854
(86 espécies), Moenkhausia Eigenmann, 1903 (58 espeécies), Bryconamericus Eigenmann,
1907 (56 espécies), Hemigrammus Gill, 1858 (43 espécies) e outros. Muitos destes géneros
foram incluidos na subfamilia Tetragonopterinae, entretanto, por falta de evidéncias de que
essa subfamilia constitua um grupo monofilético, essa classificagdo ndo pode ser adotada.
Considerando a alta diversidade desta familia e as relagdes filogenéticas ainda incertas, a
citogenética torna-se uma interessante ferramenta para subsidiar os estudos evolutivos e

taxondmicos neste grupo de peixes.



14

1.2 CONSIDERACOES CITOGENETICAS DO GENERO ASTYANAX BAIRD & GIRARD 1854

O género Astyanax apresenta 149 espécies (Eschmeyer, 2012) amplamente
distribuidas pelas bacias neotropicais e, segundo Britski et al. (2007), caracteriza-se por
apresentar duas séries de dentes no pré-maxilar, a interna com 5 dentes e a externa com
numero variavel, linha lateral completa e nadadeira caudal nua, coberta com escamas apenas
na base. A ampla distribuicdo geografica desse género, juntamente com sua diversidade
morfoldgica, sdo fatores que dificultam a determinacdo das relacGes filogenéticas entre as
espécies. Assim, a falta de caracteres morfolégicos que assegurem o monofiletismo de
Astyanax contribui para a ocorréncia de complexos de espécies (Bertaco & Garutti, 2007).
Segundo Nelson et al. (1999), um complexo de espécies ocorre quando duas ou mais espécies
sdo colocadas sob uma mesma nomenclatura, devido a falta de caracteristicas morfoldgicas ou
quando a caracterizacdo morfoldgica € incipiente para diferencia-las.

Garutti (1995) sugeriu o complexo Astyanax bimaculatus para agrupar um
conjunto de espécies e subespécies descritas e ndo descritas das bacias do Rios Parana, Sdo
Francisco e Amazonas. Este grupo compartilha as seguintes caracteristicas: uma mancha
umeral negra horizontalmente ovalada, duas barras verticais marrons na regido umeral e uma
mancha negra no pedunculo caudal estendida até os raios caudais medianos. O complexo
inclui: A.abramis Jenyns, 1842; A.orthodus Eigenmann, 1907; A.goyacensis Eigenmann,
1908; A.janeiroensis Eigenmann, 1908; A.paraguayensis Fowler, 1918; A.superbus Myers,
1942; Aussaltor Travassos, 1960; A.validus Géry, Planquette & Le Bail, 1991;
A.maculisquamis Garutti & Britski, 1997; A.argyrimarginatus Garutti, 1999; A.rupununi
Fowler, 1914; A.novae Eigenmann, 1911; A.jacuhiensis Cope, 1894; A.unitaenitaus Garultti,
1998; A.clavitaeniatus Garutti, 2003; A.siape Garutti, 2003; A.utiariti Bertaco & Garultti,
2007; A.incaius Tortonese, 1942 (Garutti, 1999; 2003; Garutti & Britski, 2000; Bertaco &
Garutti, 2007; Garutti & Langeani, 2009).

Garutti & Britski (2000) verificaram que a denominacdo Astyanax
bimaculatus correspondia somente aquelas populagdes do Suriname e descreveram uma nova
espécie que, anteriormente, pertencia ao complexo bimaculatus: A. altiparanae da bacia do
Alto Parana (Garutti & Britski, 2000). Além disso, segundo Lima et al. (2003), as espécies
das bacias do Baixo Parana e Paraguai e do Rio Sdo Francisco, previamente identificadas
como A.bimaculatus, atualmente sdo chamadas de A.asuncionensis Gery, 1972 e A.lacustris
Lutken, 1875, respectivamente. No entanto, h4 controvérsias em relagdo a validade desta
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ultima espécie devido a sobreposicao de caracteristicas com A.altiparanae. Peres et al. (2012)
analisaram espécimes do complexo bimaculatus das bacias do Alto Parana e Sdo Francisco e
de um canal de ligacdo entre essas duas bacias, o Rio Piumhi. Para esses autores,
A.altiparanae e A. lacustris fazem parte da mesma unidade taxonémica, uma vez que
observaram evidéncias de cruzamentos entre essas espécies na zona hibrida.

As espécies de Astyanax tém recebido atencdo especial devido a grande
variacdo das suas caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas, entre diferentes populagdes
e/ou espécies (Kantek et al., 2007). Neste género, o nimero dipldide igual a 50 é comum,
podendo ser considerado uma plesiomorfia para suas espécies. 1sso se torna relevante para a
separacao das espécies em grupos mais primitivos, aqueles que mantém esse numero diploide,
e grupos mais derivados, que apresentam numero diploide diferente (Domingues et al., 2007).
Na tabela 1 estdo listados estudos citogenéticos nas espécies do género Astyanax, cujo nimero
dipldide varia de 2n=36 (em A. schubarti Britski, 1964 analisado por Morelli et al., 1983a) a
2n=50, sendo este 0 niUmero modal.

Em algumas espécies de Astyanax, além dos cromossomos que compdem o
cariotipo normal, sdo observados cromossomos extras, geralmente pequenos e
heterocromaticos, chamados cromossomos B, supranumerarios ou acessorios. Nas espécies
em que eles ocorrem, 0 niumero cromossémico & muito variavel entre os individuos, devido ao
comportamento meiotico irregular, migracdo preferencial para um dos polos, retardo
anafasico ou, raramente, por pareamento com cromossomos A (Guerra, 1988). Esses
cromossomos ja foram documentados para algumas espécies do género, como A. bockmanni
Vari & Castro, 2007 (Torres-Mariano & Morelli, 2008) A. scabripinnis Jenyns, 1842 (Fauaz
et al., 1994; Fernandes & Martins-Santos, 2005), A. altiparanae (Hashimoto et al., 2008) e A.
mexicanus De Filippi, 1853 (Kavalco & Almeida-Toledo, 2007). Na populacdo de Astyanax
aff. fasciatus do rio Cara-Cara analisada por Artoni et al. (2006), um espécime apresentou
2n=49 cromossomos sendo 7m+18sm+14st+10a, sugerindo que esse espécime pode ser 0
resultado de uma rara hibridacdo entre as formulas cariotipicas A (2n=48) e B (2n=50)
também encontradas nessa popula¢do ou ainda, menos provavel, um caso de cromossomo
extranumerario.

Também ja foram documentados individuos que apresentam conjuntos
haplodides inteiros acima do nivel dipléide, os chamados poliploides, os quais podem se
originar de um erro meidtico (ndo reducdo cromossdémica) ou de uma endomitose de uma

celula precursora da meiose. Em ambos os casos, formardo um gameta 2n que podera ser
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fecundado por um gameta normal n, dando origem a um individuo triploide. Esses individuos,
provavelmente, sdo estéreis, devido ao pareamento anormal na meiose (Guerra, 1988). A
ocorréncia de triploides ja foi documentada em algumas espécies de Astyanax, como A.
bockmanni Vari & Castro, 2007 (Fauaz et al., 1994), Astyanax aff. scabripinnis (Malacrida et
al., 2003 ), Astyanax sp. D (Kantek et al., 2007), A. fasciatus Cuvier, 1819 (Peres et al., 2009)
(tabela 1).

Para melhor caracterizar o cariétipo de uma espécie, uma das técnicas mais
utilizadas ¢ a deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs). A impregnacdo por
nitrato de prata é uma metodologia frequentemente utilizada para localizar essas regifes
devido a sua eficacia e facil execucdo. No entanto, o nitrato de prata identifica as proteinas
nucleolares e ndo o sitio de DNAr diretamente, identificando regifes que tiveram atividade
transcricional na intérfase anterior.

O padrdo de AgRONs multiplas, ou seja, a presenca de mais de um par
cromossémico portador da RON, é mais comum dentro do género sendo observada em A.
bockmanni (Kavalco et al., 2009a), A. mexicanus (Kavalco & Almeida-Toledo, 2007), A.
bimaculatus Linnaeus, 1758 (Affonso et al., 2007; Pamponet et al., 2008), A. scabripinnis
(Vicari et al., 2008a), A. altiparanae (Fernandes & Martins-Santos, 2006a; Ferreira Neto et
al., 2009), A. schubarti (Almeida-Toledo et al., 2002) entre outras listadas na tabela 1. No
entanto, AgGRONs simples ja foram observadas para outras populacdes de A. altiparanae
(Fernandes & Martins-Santos, 2004; Domingues et al., 2007), A. lacustris Lutken, 1875
(Peres et al., 2008), A. fasciatus (Medrado et al., 2008; Peres et al., 2009) e A. jacuhiensis
Cope, 1894 (Pacheco et al., 2010; Silva et al., 2012).

O DNA ribossomal nos eucariotos superiores estd organizado em duas
classes de genes repetitivos: a classe maior (DNAr 45S), que compreende os RNAr 18S, 5.8S
e 28S e esté associado ao nucléolo, e a classe menor (DNAr 5S), representada por RNAr 5S
que ndo esta relacionada a estas regides. Sendo assim, a hibridacéo fluorescente in situ (FISH)
com sondas de DNAr 45S, 28S ou 18S tem sido amplamente utilizada para detectar o nimero
e a localizagdo exata dos cistrons de DNAr em varias espécies de Astyanax, confirmando o
padrdo de RONs multiplas em A. scabripinnis, A. schubarti, A.lacustris, A. fasciatus, A.
bockmanni e A. altiparanae e detectando o padrdo de RONs simples em A. jacuhiensis e
outras populacdes de A. altiparanae (tabela 1). A identificacdo de 3 sitios de DNAr 45S foi
documentada por Rosa et al. (2009) em Astyanax laticeps Cope, 1894 do rio Forquetinha/RS,
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podendo indicar a delecdo da RON em um dos homdlogos de um par cromossémico ou a
transposicdo entre os homologos desse par, visto que o sinal € consideravelmente conspicuo.

Dentro do género é comum a associacao entre as RONs e as regifes ricas
em pares de bases CG, demonstradas por meio de fluorocromos base especificos cromomicina
Az (CMA3) ou mitramicina (MM), a0 mesmo tempo em que essas mesmas regioes
demonstram-se pobres em pares de bases AT, indicadas pelo 4,6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI). Essa relacédo ja foi documentada para A. scabripinnis (Fernandes & Martins-Santos,
2005; Vicari et al., 2008a), A. altiparanae (Fernandes & Martins-Santos, 2004; Domingues et
al., 2007), A. laticeps (Rosa et al., 2009) e A. jacuhiensis (Pacheco et al., 2010; Silva et al.,
2012), indicando que os cistrons de RONs estdo intercalados a regides do DNA que sdo
repetitivas e ricas em pares de base GC.

Um tipo de DNA repetitivo amplamente utilizado na citogenética e que tem
sido tema de inumeros estudos é a heterocromatina. Sabe-se que essa regido apresenta
replicacéo tardia, no final da fase S e que ndo possui atividade génica. No entanto, em relacao
a essa Ultima caracteristica, ainda ha muita controvérsia, visto que pesquisas em Drosophila
revelaram a existéncia de atividade génica nas regides heterocromaticas, incluindo um
importante papel na regulacéo da transcricdo (Kasahara, 2009). Essa regido € um importante
marcador citogenético na caracterizacdo e diferenciacdo de espécies e/ou populacdes e a
técnica de bandamento C identifica, de forma precisa e rapida, as regides heterocromaticas.

No género Astyanax, a distribuicdo da heterocromatina é bem variavel,
podendo ser encontrada em regiGes pericentroméricas/intersticiais em A. altiparanae
(Pacheco et al., 2001; Domingues et al., 2007) e A. jacuhiensis (Pacheco et al., 2010); em
regibes pericentroméricas/terminais em A. scabripinnis (Maistro et al., 2000), A. fasciatus
(Pazza et al., 2008a) e A. altiparanae (Ferreira Neto et al., 2009); em regides
terminais/intersticiais em diferentes populagdes de Astyanax sp. D (Kantek et al., 2008a) ou
ainda em regifes pericentroméricas/terminais/intersticiais, como em A. janeiroensis
Eigenmann, 1908 (Vicari et al., 2008b) (tabela 1). Existem espécies com quantidade de
heterocromatina reduzida como algumas populacfes de A. altiparanae, até espécies com
grandes blocos heterocromaticos como Astyanax sp. D, A. scabripinnis, A. fasciatus e A.
janeiroensis (tabela 1).

O padréo de distribuicdo da heterocromatina foi utilizado por Artoni et al.
(2006) para diferenciar as formulas cariotipicas B e C de Astyanax aff. fasciatus coletados na
Lagoa Dourada, rio Tibagi e rio Cara-Cara. As trés populacdes apresentavam a formula
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cariotipica A com 2n=48 cromossomos distribuidos em 6m+18sm+14st+10a (NF=86) e
formulas B e C com 2n=50 sendo 8m+18sm+14st+10a (NF=90). Enquanto o citétipo B
apresentou blocos heterocromaticos conspicuos nas regides terminais dos bracos longos de
cromossomos acrocéntricos, 0 citotipo C apresentou poucos Cromossomos com
heterocromatina intersticial.

Em A. scabripinnis do corrego Tatupeba analisada por Fernandes &
Martins-Santos (2005) foram observadas diferencas na distribuicdo heterocromatica dentro da
férmula cariotipica I. Nos machos foram observados blocos terminais na maioria dos
cromossomos e fracas marcagdes pericentroméricas em alguns; nas fémeas com 2n=50
cromossomos, a heterocromatina mostrou-se fortemente corada nas regides pericentroméricas
em todos os cromossomos e um heteromorfismo de tamanho foi visualizado no par 18
(acrocéntrico). Ja as fémeas com 2n=51 cromossomos, a heterocromatina distribuiu-se nas
regides pericentroméricas em quase todos 0s cromossomos, apresentando 0
macrocromossomo B totalmente heterocromatico.

Sabendo-se que as caracteristicas morfoldgicas tradicionalmente utilizadas
na taxonomia de Astyanax ndo sdo suficientes para distinguir morfotipos do grupo
altiparanae/asuncionensis (Prioli et al., 2012), a citogenética torna-se uma importante
ferramenta para a distincdo das espécies, além de fornecer dados para uma melhor
compreensdo das relacdes filogenéticas dentro do grupo. A tabela abaixo relaciona dados
citogenéticos no género Astyanax, obtidos até o momento, sendo o género mais estudado
dentro da familia Characidae e os resultados demonstram uma grande variabilidade cariotipica

neste grupo de peixes.
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Tabelal- Dados citogenéticos em espécies do género Astyanax. 2n = numero dipldide, NF = numero fundamental, m = metacéntrico, sm =
submetacéntrico, st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t. = terminal, pc. = pericentromérica, ¢.= centromérica, i.= intersticial,
subter.= subterminal, bitel. = bitelomérica, p = braco curto, g = brago longo, BC = bandamento C, bl = blocos heterocromaticos,
RF= referéncia.

Espécie Localidade 2n Fdérmula Cariotipica NF  Namero de AQRONs N° de cistrons DNAr  BC RF
18S, 28S ou 45S
Astyanax altiparanae Rio Meia Ponte/GO 50 26sm+24a 76 - - - 1
Garutti & Britski 2000 Rio Mogi-Guagu/SP 50 10m+24sm+4st+12a 88 - - - 2
Rio Claro/PR 50 10m+26sm+4st+10a 90 1-4 (t. pelou q - - 3
sm,st,a)
Rio Claro/PR 50 10m+24sm+4st+12a 88 1-4 (t. pelou q - - 3
sm,st,a)
Rio Claro/PR 50 10m+22sm+4st+14a 86 1-4 (t.pelouq - - 3
sm,st,a)
Rio Paranapanema/SP 50 10m+22sm+6st+12a 88 - - - 4
Rio Mogi-Guagu/SP 50 32m/sm+18st/a 82 2-3 (t. pa; qsm) 4(t.pa;p.m) - 5
Rio dos Indios/PR 50 6m+30sm+4st+10a 90 10 (t. p m,sm,st; q - C., . 6
sm)
Rio Parana/PR 50 6m+26sm+6st+12a 88 2(t.pa) 4(t.) C., . 6;7
Ribeirdo Tatupeba/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 4(t) - 7
Ribeirdo Kegaba/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 7(t) - 7
Ribeirdo Maringa/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 4(t.) - 7
Rio Tibagi/PR 50 6m+28sm+8st+8a 92 4 (t.psm,st; gsm) 7(t) C,i,p 8
Rio lguacu/PR 50 6m+30sm+8st+6a 94 2 (t.pst) 2 (t. psm) C., . 8
Rio Campo Novo/SP 50 12m+18sm+12st+8a 92 - - C.,pc,i,p 9
Ribeirdo Monjolinho/SP 50 8m+20sm+12st+10a 90 2 (t.pst) 2 (t.pst) - 10
Ribeirdo Pantano/SP 50 6m+28sm+4st+12a 88 2 (t) 2 (t) c., pc.,t 11
Ribeirdo Feijao/SP 50 6m+30sm+8st+6a 94  4(t) 4(t) c., pc.,t 11
Rio Jorddo/PR 50 6m+28sm+8st+8a 92 6 (t.) 6 (t.) c.,pc.,t 11
Rio Tieté/SP 50 8m+20sm+10st+12a 88 2 (t.pouqst/a) 3 t, I 12
Rio Paranapanema/SP 50 8m+22sm+14st+6a 94 2 (t.pouqst/a) 4 t, I 12
Rio Agua dos Patos/SP 50 8m+24sm+6st+12a 88 2-4 (t. p st) 4 (t. pst) - 13
Lago lgap6/PR 50 8m+ 28sm+4st+10a 90 1-3 (t. p st, g sm) 2 (t. pst) - 13
Rio Tieté/SP 50 6m+12sm+20st+12a 88 2 (t.pst) - 14
Rio Mogi-Guagu/SP 50 6m+12sm+20st+12a 88 2 (t.pst) - - 14
Rio Grande/MG 50 8m+32sm+2st+8a 92 2 (p.tst) 2 (p.tst) - 74
Astyanax bockmanni Rio Grande/MG 50 6m+20sm+8st+16a 76 - - c.,t 15
Vari & Castro 2007 Rio Grande/MG 75 (3x) 9IM+30sm+12st+24a 114 - - c.,t 15



Astyanax bimaculatus
Linnaeus 1758

Astyanax aff. bimaculatus

Astyanax eigenmanniorum
Cope 1894

Astyanax fasciatus

Cuvier 1819

Rio Paranapanema/SP
Ribeirdo Caetano/MG
Rio Mogi-Guagu/SP
Rio Parand/Argentina
Rio Aguapey/Argentina
Rio Parand/Argentina
Rio Preto do Costa/BA
Rio Oric6/BA

Rio Contas/BA
Ribeirdo Mineiro/BA
Rio Ribeira de Iguape/SP
Rio Guapimirim/RJ
Saco da Alemoa/RS

Rio Mogi-Guagu/SP

Rio Juquia/SP

Rio Mogi-Guagu/SP

Rio S&o Francisco/MG
Rio Mogi-Guacu/SP
Corrego Paiol Grande/SP
Rio Piracicaba/SP

Rio Araguari/MG

Rio Paranapanema/SP

Rio Mogi-Guacu (Araras/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Pirassununga/SP)

Rio Mogi-Guacu (Ouro
Fino/MG)

Rio Mogi-Guacu (Ouro

50
48
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
48

46
48
46
46
46
48
46
46
46
48
45

46

47

47

47

48

47

48

10m+12sm+12st+16a
14m+18sm+10st+6a
10m+24sm+4st+12a
10m+18sm+12st+10a
10m+18sm+12st+10a
6m+24sm+12st+8a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
8m+24sm+12st+6a
8m+24sm+12st+6a
10m+16sm+10st+12a

14m+20sm+10st+2a
10m+24sm+12st+2a
12m+20sm+10st+4a
6m+24sm+8st+8a
32m/sm+14st/a
8m+22sm+12st+6a
12m+20sm+10st+4a
14m+16sm+10st+6a
12m+20sm+10st+4a
8m+22sm+12st+6a
12m+20sm+10st+3a

12m+20sm+10st+4a

12m+19sm+10st+6a

12m+21sm+10st+4a

12m+20sm+10st+5a

8m+22sm+12st+6a

12m+20sm+10st+5a

8m+22sm+12st+6a

84
90
88
90
90
92
96
96
96
96
94
94
84

90
94
88
84
78
90
88
86
88
90
87

88

94

90

89

90

89

90

1-4 (t. p st/a, sm)
6 (t. pm, sm, a)

1-6 (t. p st/a, bitel.)
1-6 (t. p st/a, bitel.)
4 (t.pst,sm;ga)
1-4 (t.)

1-4 (t.)

1-4 (t. p sm/st)

1-4 (t. p sm/st)

2

2

3 (t.pst)

-2 (t. psm)
2 (t.psm)

;f (t. pm, sm)
4 (t. g sm)
2(t.qa)

8 (t. p sm, st; g st; p. a)

3-4 (t.pst,gm)

6 (t. psm; p. m, a)

4 (t. g sm)
6 (t. p sm, g sm)

pc.

pc., t.
pC.

pc., t.
bl., pc., t.

BI., c,t
bl,c., t.
bl,c., t.
bl c., t.
bl., c., t.
bl., c., t.
bl., c., t.

bl., c., t.

27

27

27

27

27

27

20



Astyanax aff. fasciatus

Astyanax giton
Eigenmann 1908
Astyanax hastatus
Myers 1928

Astyanax intermedius
Eigenmann 1908
Astyanax jacuhiensis
Cope 1894

Astyanax janeiroensis
Eigenmann 1908

Astyanax laticeps

Fino/MG)

Rio Mogi-Guagu
(Barrinha/SP)

Rio Mogi-Guagu
(Barrinha/SP)

Rio Contas/BA

Rio Preto do Costa/BA
Ribeirdo Mineiro/BA
Ribeirdo das Araras/MG
Ribeirdo dos Patos/MG
Rio Piumhi/MG

Rio Piumhi/MG
Ribeirdo das Almas/MG
Rio S&o Francisco/MG
Ribeirdo Trés Bueiros/MG
Rio Grande/MG

Furna 2/PR

Lagoa Dourada/PR
Lagoa Dourada/PR

rio Tibagi/PR

rio Tibagi/PR

rio Cara-Cara/PR

rio Cara-Cara/PR

rio Cara-Cara/PR

Rio Piraitinga/SP
Corrego Jacui/SP
Ypiranga/RJ

Santana de Japuiba/RJ
Rio Macacu/RJ
Cachoeiras de Macacu/RJ
Rio Piraitinga/SP

Lagoa Guaiba/RS
Rio Maquiné
Lagoa dos Quadros
Rio Betari/SP

Rio Sacovao/PR
Rio Acungui/PR
Rio Forquetinha/RS

46

48

48
48
48
48
48
48
72
48
48
48
48
48
50
48
50
48
50
48
49
50
50
50
50
50
50
50

50
50
50
50
50
50
50

12m+20sm+10st+4a
8m+22sm+12st+6a

8m++24sm+12st+4a
8m+24sm+10st+6a
8m+18sm+16st+6a
8m+20sm+16st+4a
8m+20sm+16st+4a
8m+20sm+16st+4a
(3x)12m+30sm+24st+6a
8m+20sm+16st+4a
8m+20sm+16st+4a
8m+20sm+16st+4a
8m+20sm+16st+4a
6m+18sm+14st+10a
8m+18sm+14st+10a
6m+18sm+14st+10a
8m+18sm+14st+10a
6m+18sm+14st+10a
8m+18sm+14st+10a
6m+18sm+14st+10a
7m+18sm+14st+10a
6m+8sm+8st+28a
6m+8sm+8st+28a
4m+8sm+10st+28a
8m+10sm+14st+18a
6m+8sm+4st+32a
6m+8sm+4st+32a
6m+8sm+4st+32a

8m+30sm+4st+8a
10m+26sm+6st+8a
12m+20sm+6st+12a
6m+14sm+14st+16a
6m-+14sm+14st+16a
6m-+14sm+14st+16a
6m+16sm+16st+12a

88

90

92
90
90
92
92
92
138
92
92
92
92
86
90
86
86
90
86
90
88
72
72
72
82
68
68
68

92
92
88
84
84
84
88

4 (t. psm, m; g st)
2 (t.qst)
2 (t.qst)

5(t. psm, st;gm)

_2 (t. qsm)

-2 (t. psm)

wo o !

(t.pa)
3(t.pa)
1-8 (t. p st/a)
1-8 (t. p st/a)
6(t.paqa)

2-4 (t. p sm,st; g m)
2(t.pa)

2(t.pa)

6 (t. p sm, st, q st)
3-7

3-7

3 (t. pst)

6 (t. p sm, sm/st; g sm)

_2 (t.qsm)

4 (bitel. sm; g sm/st)

10

10

6(tpa)

6 (t. p a; bitel. a)
6 (t. pa, sm)

6 (t. pa, sm)

12

2 (t. psm)
2(t.pa)
2(t.pa)

22 (t. p ou q; bitel.)
22 (t. p ou q; bitel.)
3 (t. pst)

bl., c., t.

bl., c., t.

pc., t.

pc., t.

t.
bl.,t.oui.
bl., t.

bl t. ou i.
bl., t.
bl., t.
bl., t.
bl., t.

pC.
pC.
pC.
pC.

pc., t., i.
pc., t
pc., t
pc., t., i.
bl,c., t,i.
bl,,c., t.,i.
c,t

27

28
28
28
29
29
29
29
29
30
30
29
30; 31
31
31
31
31
31
31
31
32
32
33
33
33
33
32

34
73
73
35
36
36
37

21



Cope 1894
Astyanax lacustris
Lutken 1875

Astyanax mexicanus
De Filippi 1853
Astyanax ribeirae
Eigenmann 1911
Astyanax parahybae
Eigenmann 1908
Astyanax scabripinnis
Jenyns 1842

Rio S&o Francisco/MG
Rio S&o Francisco/MG
Rio S&o Francisco/MG
Indeterminado

Comércio — aquario

Rio Ribeira de Iguape/SP

Rio Paraibuna

Rio Piraitinga/SP
Corrego das Pedras/SP
Rio Claro/SP

Corrego Monjolinho/SP
Corrego Barreiro Grande/MG
Corrego Viveiro de
Mudas/MG

Corrego Curral das
Equas/MG

Corrego Centenario/PR
Corrego Marrecas/PR

Rio Jucu/ES

Corrego Pedras/SP

Rio Araquéd/SP

Corrego Canta-Galo/SP
Rio Piracuama/SP

Rio Piracuama/SP
Ribeirdo das Perdizes/SP
Ribeirdo do Casquilho/SP
Rio Agua do Rancho/PR
Ribeirdo Ligeiro/PR
Ribeirdo Yukatan/PR
Rio Sarandi/PR

Corrego Tamandua/SP
Corrego Tamandué/SP
Corrego das Pedras/SP
Corrego Ribeirdo Grande/SP
Ribeirdo Pedras/SP

50
50
50
50
50
50

48
48
50
50
50
50
50

46

50
48

50
75
75
50
50
50
50
50
50
48
50
50

50
48
50
50
50

32m/sm+18st/a
8m+20sm+16st+6a
8m+34sm+2st+6a
40m/sm+10st/a
8m+18sm+12st+12a
4m+10sm+6st+30a

8m+18sm+12st+10a
8m+18sm+12st+10a
6m+22sm+10st+12a
6m+24sm+8st+12a
6m+24sm+8st+12a
6m+30sm+8st+6a
6m+30sm+8st+6a

6m+22sm+8st+10a

6m+20sm+8st+16a
6m+20sm+12st+10a

6m+8sm+36a

(3x) 9m+33sm+15st+18a
(3x)6m+30sm+6st+18a
4m+26sm+4st+16a
4m+10sm+6st+30a
6m+24sm+6st+14a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a
6m+28sm+16a
10m+22sm+2st+14a
6m+30sm+4st+10a
6m+26sm+4st+14a

6m+26sm+4st+14a
6m+28sm+4st+10a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a

82
94
94
90
88
70

86
96
88
88
88
94
94

82

84
86

64
132
132
84
70
86
88
88
84
82
90
86

86
86
88
88
88

2(t.pa)
2 (t. pst)
2 (t.pst)

-2(t.pa)
2(t.pa)

1-6
4(t.pm,qa)

1-4 (t. p m, sm, st)
1-5(t. pougm, sm,
st)

1-15

5-11 (t. p st/a)
4 (t. pst)

1-5(t. psm; g sm, a)
1-4 (t. psm; g sm, a)
1-3 (t. pm, sm; g a)
1-5(t. pm, sm, q sm,
a)

2-4 (t. p st, m; g sm,)
2 (t.pst)

4(t.pa;p.m)
2 (t.pst)
2 (t.pst)

8 (t. psm, st, a)
4(t.pa)

pc., t.
pc..t.,p
pc., t.
pc., t.
t., .

t., .
pc., t.

t.

bl., pc.
bl., pc., t.
pc., t,p

pc., t.

22

5

10
74
38
39
40

23
32
15; 41; 42
43
43
43
43

43

43; 44
43; 44

45
15
46
47
47
47
42
42
48; 49
48; 49
48; 49
48; 49

50
50
51
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Astyanax paranae
Eigenmann 1914

Tributério do Rio
Paranapanema/SP
Ribeirdo Sdo Domingos/PR
Ribeirdo Tamboara/PR
Corrego Jatai/MG

Rio Tieté/SP

Ribeirdo Lavrinha/SP
Rio Capivari/SP
Corrego Fojo/SP

Lago Carpas/SP
Corrego Amores/PR
Rio Indios/PR

Corrego Apertados/PR
Rio Macacos/SP
Ribeirdo Marrecas/PR
Ribeirdo Viveiro das
Mudas/MG

Ribeirdo Curral das
Equas/MG

Corrego Tatupeba/PR
Corrego Tatupeba/PR
Corrego Tatupeba/PR
Corrego Cambeba/MG
Rio Machado/MG
Corrego Pedra Branca/MG
Rio S&o Francisco/MG
Rio Verde/PR

Rio Agungui/PR

Rio Jaguariaiva/PR
Rio Santo Anténio/PR
Rio Santo Anténio/PR
Corrego Cruz da Retirada
Bonita/MG

Corrego da Manga/MG
Ribeirdo Bicudos/SP
Rio Araquéd/SP
Ribeirdo Grande/SP
Ribeirdo S&o Pedro/SP
Rio Claro/SP

50

48
48
50
50
50
50
50
50
48
48
72
50
48
50

46

50
48
46
50
50
50
50
50
50
48
50
48
50

50
50
50
50
50
50

8m+18sm+10st+14a

10m+20sm+8st+10a
10m+24sm+6st+8a
6m+24sm+6st+14a
36m/sm+14st/a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a
6m+22sm+10st+12a
8m+24sm+4st+12a
8m+20sm+6st+14a
9Im+33sm+6st+24a
8m+20sm+8st+14a
6m+20sm+12st+10a
6m+30sm+8st+6a

6m+22sm+8st+10a

6m+22sm+6st+16a
8m+26sm+6st+8a
8m+22sm+6st+10a
8m+20sm+6st+16a
6m+28sm+6st+10a
6m+24sm+8st+12a
12m+24sm+8st+6a
8m+18sm+10st+14a
8m+18sm+10st+14a
10m+16sm+10st+12a
8m+18sm+10st+14a
10m+16sm+10st+12a
8m+22sm+12st+8a

6m+26sm+10st+8a
8m+20sm+14st+8a
4m+30sm+4st+12a
6m+26sm+8st+10a
6m+24sm+8st+12a
6m+28sm+6st+10a

86

86
88
86
86
88
88
88
88
84
82
120
86
86
94

82

84
88
82
84
90
88
94
86
86
84
86
84
92

92
92
84
82
80
84

3

7

2-4

2(t.pa)

2-3 (t. psm)

1-4 (t. p sm)

1-6 (t. p sm)

2-7 (t. psm)

6 (t. pm, g m, sm, st)
8 (t. pa, gsm,st)
2-6

4(t.pa)

13

4

4

3(t)

4 (t., bitel.)
5(t)

2 (t. pst)
2-7

2-10

2-4

1-4

2-5

1-3

2-4

4(t.pst,ga)
10

10

4

6(t.pa;p.ma)
6 (t. p sm)
4 (t. p sm)
9 (t. psm)
7 (t. psm)

12

7(t)
4-16
4-11

2-4

14
16
14

5. pst, a)

13 (t. p; bitel.st)
13 (t. p; bitel.st)
8(t.p)

4(t.p)

8 (t.p)

1+ o~

pc., t., i.
pc., t., i.
pc., t., i.
pc., t., i.
pc., t., i.

[}

pc., t.
pc., t.
pc., t.
pc., t.

53
53
54

55; 56
55; 56
55; 56
55; 56
57
57
58
32
59
59

59

60; 61
60; 61
60; 61
62
62
62
10
63
63
63
63
63
75

75

64; 65
65
65
65
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Rio Pardo/SP 50 6m+26sm+6st+12a 84 4 - pc., t. 65
Ribeirdo Pedras/SP 50 6m+28sm+4st+12a 84 6 - pc. 65
Rio Capivara/SP 50 8m+22sm+10st+10a 80 6 - pc., t 65
Ribeirdo Cascatinha/SP 50 8m+22sm+10st+10a 80 4 - pc., t. 65
Rio Lavapés/SP 50 6m+26sm+8st+10a 82 4 - pc., t. 65
Astyanax schubarti Rio Mogi-Guagu/SP 36 14m+14sm+6st+2a 70 - - - 66
Britski 1964 Rio Mogi-Guagu/SP 54 21m+21sm+9st+3a 105 - - - 66
Rio Parand/Argentina 36 14m+14sm+6st+2a 70 2(t.pa) - - 17
Rio Mogi-Guacu/SP 36 12m+16sm+4st+da 68 - - pc. 4
Rio Mogi-Guagu/SP 36 28m/sm+8st/a 64 2(t.pa) 4(t.pa;p.m) - 5
Astyanax sp. Furna 1/PR 48 6m+18sm+14st+10a 86 2-4 (t. p st; g st) - t. 67
Rios Contas/BA 48 8m+24sm+12st+4a 92 2 (t.pst) - - 18
Rio Preto do Costa/BA 48 8m+24sm+10st+6a 90 2-5 (t. p st, m, sm) - - 18
Astyanax sp. B Reservatorio Salto Caxias/PR 50 6m+24sm+6st+14a 86 - - t,c. 68
Rio lguagu — Piraquara/PR 50 4m+22sm+8st+16a 84 2 (t. psm) 2 (t. psm) pc., t,p 69
Astyanax sp. C Rio Iguacu — Sao José dos 50 4m+22sm+8st+16a 84 8 - c.,t 70
Pinhais/PR
Rio lguagu — Piraquara/PR 50 4m+22sm+8st+16a 84 1-3 2 pc., t,p 69; 70
Astyanax sp. D Rio lguacu/PR 50 2m+26sm+6st+16a 84 - - bl, pc., t,i. 71
Rio lguacu/PR 75 (3x)3m+39sm+9st+24a 84 - - bl, pc.,t,i. 71
Rio Bicudo/PR 50 4m+24sm+6st+16a 84  7-14 15-20 t. 69; 72
Rio Pogo Claro/PR 50 4m+24sm+6st+16a 84 - - bl., t. 72
Corrego a esquerda do Alto 50 4m+24sm+6st+16a 84 - - bl., t. 72

Rio lguacu/PR

1- Jim e Toledo (1975); 2- Morelli et al. (1983a); 3- Pacheco et al. (2001); 4- Daniel-Silva & Almeida-Toledo (2001); 5- Almeida-Toledo et al. (2002); 6- Fernandes &
Martins-Santos (2004); 7- Fernandes & Martins-Santos (2006a); 8- Domingues et al.(2007); 9- Hashimoto et al. (2008); 10- Peres et al. (2008); 11- Ferreira Neto et al.
(2009); 12- Kavalco et al. (2011); 13- Pacheco et al. (2011); 14- Martinez et al. (2012); 15-Fauaz et al. (1994); 16- Kavalco et al. (2009a); 17- Alberdi & Fenocchio (1997);
18- Affonso et al. (2007); 19- Pamponet et al. (2008); 20- Torres-Mariano & Morelli (2008); 21- Mendes et al. (2011); 22- Moreira-Filho et al. (2001); 23- Centofante et al.
(2003); 24- Abel et al. (2006); 25- Torres-Mariano & Morelli (2006); 26- Pazza et al. (2008a); 27- Pazza et al. (2008b); 28- Medrado et al. (2008); 29-Peres et al. (2009); 30-
Gross et al. (2004); 31- Artoni et al. (2006); 32- Kavalco & Moreira-Filho (2003); 33- Kavalco et al. (2009b); 34- Pacheco et al. (2010); 35-Carvalho et al. (2002); 36- Vicari
et al. (2008b); 37- Rosa et al. (2009); 38- Kirby et al. (1977); 39- Kavalco & Almeida-Toledo (2007); 40- Kavalco et al. (2010); 41- Salvador & Moreira-Filho (1992); 42-
Vicente et al. (1996); 43- Moreira-Filho & Bertollo (1991); 44- Mantovani et al. (2000); 45- Rocon-Stange & Almeida-Toledo (1993); 46- Maistro et al. (1994); 47- Souza &
Moreira-Filho (1995); 48- Mizoguchi & Martins-Santos (1998a); 49- Mizoguchi & Martins-Santos (1998b); 50- Maistro et al. (2000); 51- Mestriner et al. (2000); 52- Neo et
al. (2000); 53- Alves & Martins-Santos (2002); 54- Aradjo & Morelli (2002); 55- Ferro et al. (2001); 56- Ferro et al. (2003); 57- Fernandes & Martins-Santos (2003); 58-
Malacrida et al. (2003); 59- Mantovani et al. (2005); 60- Fernandes & Martins-Santos (2005); 61- Fernandes & Martins-Santos (2006b); 62- Biavati & Maistro (2007); 63-
Vicari et al. (2008a); 64- Maistro et al. (1992); 65- Maistro et al. (1998); 66- Morelli et al. (1983b); 67- Matoso et al. (2002); 68- Fazoli et al. (2003); 69- Kantek et al.
(2008b); 70- Kantek et al. (2003); 71- Kantek et al. (2007); 72- Kantek et al. (2008a); 73- Silva et al. (2012); 74- Peres et al. (2012); 75- Santos & Morelli (2006); 76- Jorge
& Moreira-Filho (2001).
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1.3 CONSIDERACOES CITOGENETICAS NO GENERO BRYCONAMERICUS EIGENMANN 1907

A sisteméatica de Bryconamericus ainda ndo esta bem definida e muitos
autores acreditam que o género ndo seja monofilético, visto que ndo ha sinapomorfias que
agrupem as espécies. De acordo com Lima et al. (2003) esse género inclui 51 espécies validas
que habitam uma variedade de ecossistemas de dgua doce em toda América Central e do Sul.
Posteriormente, outras cinco espécies foram descritas: B. ecai Silva, 2004 e B. patriciae Silva,
2004 do Sul do Brasil (Silva, 2004), B. turiuba Langeani et al., 2005 da bacia do alto Rio
Parand (Langeani et al., 2005), B. cinarucoense n. sp. Roman-Valencia et al., 2008 e B.
singularis n. sp. Roman-Valencia et al., 2008 do Rio Cinaruco, da bacia do Rio Orinoco
(Roman-Valencia et al., 2008), totalizando 56 espécies descritas.

Segundo Eigenmann (1927, apud Silva, 2004) o género Bryconamericus
inclui espécies que possuem duas fileiras de dentes no pré-maxilar com quatro dentes na série
interna, um baixo ndmero de dentes ao longo da margem anterior da maxila, auséncia de
escamas na nadadeira caudal, um grande terceiro infra-orbital em contato com o pré-opérculo,
linha lateral completa e auséncia de uma bolsa glandular na nadadeira caudal em machos.
Silva (2004) propds que trés grandes grupos de Bryconamericus podem ser separados com
base na posicdo e forma dos dentes maxilares: o grupo B. iheringii Boulenger, 1887, B.
exodon Eigenmann, 1907 e B.microcephalus Miranda Ribeiro, 1908.

Ruiz (2007) realizou uma andlise taxonbmica das espécies de
Bryconamericus que ocorrem na bacia do Rio Tibagi e identificou uma espécie que nao se
enquadra em nenhuma das espécies ja descritas, denominando-a de Bryconamericus sp.
Segundo o autor, essa nova espécie estd mais intimamente relacionada as espécies do grupo
B.iheringii, unindo-se a ele pelo morfotipo geral do corpo, mas se diferenciando pela
disposicdo dos dentes. Sua distribuicdo inclui a regido do médio rio Taquara e Ribeirdo Trés
Bocas, ambos afluentes do rio Tibagi, do municipio de Londrina. Por essa razéo, a espécie de
Bryconamericus coletada no Ribeirdo Trés Bocas para o presente estudo sera denominada
Bryconamericus aff. iheringii.

A tabela 2 mostra estudos citogenéticos realizados no género
Bryconamericus até o momento e, apesar da grande diversidade cariotipica, 0 numero
diploide igual a 52 ¢é bastante conservado no género, exceto Bryconamericus sp. E do corrego
Avoadeira/MT, que apresentou 54 cromossomos (Wasko & Galetti Jr, 1998).

O padrdao de AgRONs multiplas é o mais comum dentro do género como
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pode ser observado na tabela 2, ja sendo documentado para Bryconamericus sp. A, B, C e D,
Bryconamericus aff. exodon, Bryconamericus aff. iheringii e Bryconamericus ecai . A FISH
com sonda de DNAr 18S foi utilizada em poucas populac6es e confirmou o padrdo de RONs
maltiplas em B. ecai (Santos et al., 2012), Bryconamericus aff. exodon (Paintner-Marques et
al., 2002) e Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Maring e rio Keller (Capistano et al.,
2008). Em contrapartida, o padrdo de RONs simples ja foi documentado para um dos citdtipos
de Bryconamericus ecai (Santos et al., 2012) e para Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo
Tatupeba (Capistano et al., 2008) e Rio Agua da Floresta (Paintner-Marques et al., 2003),
sendo este Ultimo o primeiro relato de RONs simples no género.

Eberhardt (2008), analisando Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo
Trés Bocas/PR observou tanto um padrdo de AgRONs multiplas como simples, tendo em
vista que estas foram evidenciadas, em alguns individuos, em um Unico par de cromossomos
submetacéntricos, com marca¢do no braco curto e em outros individuos houve uma variagao
interindividual de 2 a 5 cromossomos nucleolares.

A coincidéncia entre sinais positivos para cromomicina A; (CMA3") ou
mitramicina (MM") e sitios de RONs ja foi observada em Bryconamericus sp. A, B, Ce D
(Wasko & Galetti Jr, 1999), Bryconamericus aff. exodon (Paintner-Marques et al., 2002)
Bryconamericus ecai (Santos et al., 2012) e Bryconamericus aff. iheringii (Paintner-Marques
et al., 2003), significando que é comum a associacdo das RONs com sequéncias ricas em
pares de bases CG.

No género Bryconamericus, a heterocromatina se distribui principalmente
em regides terminais e pericentroméricas, como em Bryconamericus sp. A, B, C, D e E e
Bryconamericus aff. iheringii (tabela 2). Paintner-Marques et al. (2003), consideram que
regides heterocromaticas terminais em cromossomos subtelocéntricos sejam marcadores
cromossOmicos para Bryconamericus iheringii e que a composic¢do da heterocromatina pode
variar dentro do mesmo cariotipo. Os autores citados utilizaram a enzima de restricao Alul e
identificaram dois tipos de heterocromatina na populacdo de Bryconamericus aff. iheringii do
rio Agua da Floresta. Em alguns cromossomos (pares 1, 2, 3 e 4) houve digestdo enziméatica
nas regides banda C positivas, indicando que a heterocromatina nesses cromossomos € rica
em sequéncia de clivagem da Alul (AG/CT), enquanto que em outros cromossomos (pares 16,
17, 18, 19 e 20) ndo houve digestao nas regides heterocromaticas, indicando que nao possuem
blocos com sequéncia rica em AG/CT.

A composicdo da heterocromatina também foi utilizada por Santos et al.
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(2012) para diferenciar os quatro citétipos de Bryconamericus ecai do rio Forquetinha/RS,
que apresentaram diferentes proporcdes de bases AT e CG. Também foi documentado nesta
populagdo polimorfismo em relagdo aos sitios de DNAr e sinais CMA;", que variaram quanto
a sua localizacdo e numero entre os diferentes citétipos. Com base nestes dados Santos et al.
(2012) propuseram que espécies distintas de Bryconamericus estejam em simpatria no rio
Forquetinha/RS.

Como demonstrado na tabela abaixo, o género Bryconamericus possui
poucos dados citogenéticos em relacdo ao nimero de espécies descritas e em comparagdo com
0 género Astyanax, entretanto, pode-se notar que também é um grupo com grande

variabilidade cariotipica.



Tabela 2 -
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Dados citogenéticos em espécies do género Bryconamericus. 2n = numero dipléide, NF = nimero fundamental, m = metacéntrico,

sm = submetacéntrico, st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t. = terminal, pc. = pericentromérica, ¢.= centromérica, i.= intersticial,
p = braco curto, q = braco longo, BC = bandamento C, RF= Referéncia.

Espécie Localidade 2n  Formula Cariotipica NF  N° de sitios AQRONs N° de cistrons de DNAr 18S, BC RF
28S ou 45S

Bryconamericus aff. exodon  Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 16m+12sm+6st+18a 86 2-5 (t. pou g m, sm) 8 (t. m, sm) - 1
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 2-5 (t. pougm, sm) 8 (t. m, sm) - 1

Bryconamericus aff. iheringii  Rio Agua da Floresta/PR 52 8m+22sm+10st+12a 92 2 (t.psm) 2 (t.psm) t,c. 2
Ribeirdo Maringa (PR) 52 12m+18sm+8st+14a 90 2-4 (t. psm) 6 (t. p sm) - 3
Rio Keller (PR) 52 8m+28sm+6st+10a 94 2-4 (t. p st) 10 (t. p sm, st) t., pc. 3;4
Ribeirdo Tatupeba (PR) 52  8m+20sm+8st+16a 88  2(t.psm) 2 (t.psm) - 3
Rio Keller (PR) 52 12m+18sm+8st+14a 90 - - t., pc. 4
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 12m+16sm+10st+14a 90 - - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 14m+18sm+10st+10a 94 - - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 - - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+14sm+8st+20a 84 - - - 5

Bryconamericus stramineus  Rio Mogi-Guagu/SP 52 26m/sm+26st/a 78 - - - 6

Eigenmann 1908

Bryconamericus ecai Rio Forquetinha/RS 52 10m+10sm+8st+24a 80 2-4 (t. pm, sm, st, a; q sm) 4 (t.pm, a; g sm) pc. 7

Silva 2004
Rio Forquetinha/RS 52 10m+14sm+12st+16a 88 2 (t.pst) 2 (t.pst) pc. 7
Rio Forquetinha/RS 52 14m+12sm+8st+18a 86 2-3(t.psm, a) 6 (t. pm, sm, st, a; g sm) pc. 7
Rio Forquetinha/RS 52 10m+24sm+14st+4a 100 2-3(t. p sm, st) 2 (t.pm,st) t,c.,i 7



Bryconamericus sp. A

Bryconamericus sp. B

Bryconamericus sp. C
Bryconamericus sp. D

Bryconamericus sp. E

Rio Piracicaba/SP
Rio Piracicaba/SP
Rio Piracicaba/SP
Ribeirdo Trés Bocas/PR
Corrego Avoadeira/MT

Corrego Avoadeira/MT

52

52

52

52

52

54

6m+30sm+6st+10a

10m+6sm+18st+18a

6m+10sm+20st+16a

6m+18sm+14st+14a

8m+14sm+16st+14a

10m+16sm+22st+6a

94

86

88

90

90

102

2-3 (t. psm, st)

1-3 (t. p sm, st)

1-3 (t. p sm, st)

1-4 (t. p m, sm, a, q sSm, st)
1-4 (t. p st, a)

29

t,c,i,pc. 8;9;10

t.,c., pc. 8
t., pc., i. 9; 10
t,c., i 9;10
t,c., i 9;10
t,c,i,pc. 9

1. Paintner-Marques et al. (2002); 2- Paintner-Marques et al. (2003); 3- Capistano et al. (2008); 4- Portela-Castro et al. (2008); 5- Eberhardt
(2008); 6- Portela et al. (1988); 7- Santos et al. (2012); 8- Wasko et al. (1996); 9- Wasko & Galetti Jr. (1998); 10- Wasko & Galetti Jr. (1999).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente algumas espécies de peixes da familia

Characidae pertencentes ao grupo Incertae Sedis e comparar os resultados com outras

especies e/ou populacbes ja estudadas, inferindo sobre as tendéncias evolutivas desse grupo

de peixes.

2.2  Objetivos Especificos

Estabelecer o numero dipléide e a formula cariotipica de Astyanax
asuncionensis, A. altiparanae e Bryconamericus aff. iheringii;
Determinar o ndmero e a localizacdo das Regides Organizadoras de
Nucléolo nas trés espécies;

Identificar as regifes cromossomicas ricas em pares de bases AT e GC,
em todas as espécies;

Analisar o padrdo de bandamento C e identificar a composicdo da
heterocromatina;

Analisar o comportamento meidtico em A. altiparanae e Bryconamericus
aff. iheringii;

Comparar os dados obtidos com os da literatura, visando compreender
melhor os processos de diferenciacdo cromossomica e evolucdo

cariotipica dentro dos géneros Astyanax e Bryconamericus.
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3 LOCAIS DE COLETA E ESPECIES ESTUDADAS

As espécies aqui analisadas foram coletadas em rios e ribeires pertencentes
as Bacias do Rio Parana e Rio Paraguai. A bacia do Rio Parana é uma das grandes bacias
hidrograficas do Brasil, cobrindo uma area de 891.309 Km? que equivale & 10,5% do territério
nacional. Esta situada nas regides sudeste, sul e centro-oeste, abrangendo principalmente os
estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Parand, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul e Goiés,
bem como o Distrito Federal. A confluéncia dos rios Paranaiba e Grande assinala o inicio do
rio Parana e deste ponto até sua foz estendem-se 2.739 km, com um desnivel de 290m. O
curso do Rio Paranad pode ser dividido nos seguintes trechos: Parana Superior, que inclui
desde a nascente do Rio Paranaiba até a confluéncia com o Rio Grande; Alto Parana,
estendendo-se desde a confluéncia até o Salto das Sete Quedas (reservatorio da UHE de
Itaipu); Médio Parand, incluindo desde o Salto das Sete Quedas até o rapido de Apipé; Baixo
Parana, que inclui desde o rapido Apipe até a cidade argentina de Parana e Parana Inferior,
extendendo-se desde a cidade de Parana até a desembocadura no rio da Prata (Paiva et al.,
2002).

A bacia do Rio Paraguai, por sua vez, apresenta uma area de drenagem de
1.095.000 km? e compreende os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e parte dos
territérios da Bolivia, Paraguai e Argentina. O Rio Paraguai tem suas nascentes no planalto
dos Parecis, no Mato Grosso e flui de norte a sul, estendendo-se por 2.621 km, dos quais,
1.693 km estdo em territério brasileiro (Aguinaldo Silva et al., 2008). Os principais afluentes
deste rio, nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, sdo os rios Jauru, Cuiaba, Sdo
Lourenco, Piquiri, Taquari, Negro, Miranda e Apa. Durantes as enchentes, o rio Paraguai se
comporta como uma larga faixa de agua que se vai escoando lentamente rumo ao sul,
demorando até seis meses para sair do territorio brasileiro. Aparecem assim, dentro dessa
grande planicie deprimida, além dos leitos dos rios e de seus afluentes, as grandes lagoas, 0s
Ccorixos, as vazantes e as lagoas rasas regionais, conhecidas como baias (Britski et al., 1999).
O Rio Parang, juntamente com o Rio Paraguai, formam a grande bacia Parana-Paraguai,
totalizando uma area de drenagem de 2.700.000 Km?, incluindo a Argentina, Bolivia, Brasil e
Paraguai (Paiva et al., 2002). A confluéncia entre esses dois grandes rios ocorre na cidade de

Corrientes, na Argentina (Aguinaldo Silva et al., 2008).
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3.1 ASTYANAX ASUNCIONENSIS GERY 1972

Foram analisados 3 exemplares de A. asuncionensis (1 fémea, 2
indeterminados) do Rio Miranda (afluente da bacia do Rio Paraguai), municipio de
Corumba/MS (19°34°34.55’’S / 57°01°01.23""W). Os espécimes foram depositados no Museu
de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL) sob os nimeros MZUEL 5772.
A localidade-tipo de Astyanax asuncionensis é o Rio Paraguai e alto rio Tocantins e essa
espécie distribui-se pelas bacias do Rio Paraguai, do baixo Parana e do alto Tocantins
(Buckup et al., 2007).

3.2 ASTYANAX ALTIPARANAE GARUTTI & BRITSKI 2000

Foram analisadas trés populacdes de A. altiparanae da bacia do Rio Parana:
6 exemplares (3 fémeas, 1 macho, 2 indeterminados) foram coletados no Rio Quexada,
municipio de Borrazdpolis/PR (23°56°9.65°’S / 51°39°26.08"’W); 11 exemplares (4 fémeas, 4
machos, 3 indeterminados) foram coletados no Ribeirdo Esperanca, municipio de
Londrina/PR (23°20°8.76’’S / 51°12°38.42°’W) e 11 individuos (6 fémeas, 3 machos, 2
indeterminados) no Rio Jacutinga, municipio de Ibipord/PR (23°13°25.3’S /
50°58°47.37’W). Os espécimes das trés populacdes foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL) sob os numeros MZUEL 5771,
MZUEL 5769 e MZUEL 5770, respectivamente. A localidade-tipo de A.altiparanae é no Rio
Grande, represa de Volta Grande, Migueldpolis/SP e essa espécie distribui-se por toda bacia
do Alto Parana (Buckup et al., 2007).

3.3 BRYCONAMERICUS AFF. IHERINGII

Foram analisados 16 exemplares (9 fémeas, 7 machos) de Bryconamericus
aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas (afluente da bacia do Rio Tibagi) municipio de
Londrina/PR (23°23°06.6°’S / 51°04°35.8’"W). Os espécimes foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL) sob os nimeros MZUEL 5775 e
MZUEL 5776. Bryconamericus iheringii possui localidade-tipo em Séo Lourenco do Sul/RS

e distribui-se pelas bacias da Laguna dos Patos e do Uruguai (Buckup et al., 2007).
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Mapa do Brasil destacando os locais de coleta nas bacias do Rio Paraguai e
Parana. Os exemplares de cada espécies estdo demonstrados da esquerda para a
direita: Bryconamericus aff. iheringii, A.altiparanae e A.asuncionensis. Escala
da barra=1cm.
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Rio Miranda

Rjo Paranapanema

Ribeirdo Esperanc;a «Rio Jacutinga
Ribeirdo Trés Boca

Rio Quexada
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CAPITULO I:
Diferenciacéo e similaridade cromossdémica de duas espécies de peixes do “Complexo

bimaculatus”

*Este artigo sera enviado para a revista “Review Fish Biology Fisheries”

Diferenciacéo e similaridade cromossdmica de duas espécies de peixes do “Complexo

bimaculatus”

Laura Lahr Lourenco da Silva; Ana Lucia Dias

Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, CCB, CEP 86051-970,
Londrina, Parang, Brasil, fone (43) 3371-4527 (e-mail: anadias@uel.br).

Resumo

Astyanax tem sido amplamente estudado citogeneticamente devido a sua grande diversidade
cariotipica entre diferentes populacbes e/ou espécies. Neste género, ocorrem complexos de
espécies, ou seja, grupos de peixes de dificil diferenciacdo morfolégica, como o complexo
bimaculatus, que inclui os caracideos com mancha umeral arredondada. Assim sendo, o
presente estudo visou uma caracterizacdo citogenética de duas espécies deste complexo:
A.asuncionensis e A. altiparanae para buscar marcadores cromossémicos que diferenciem
estas espécies, bem como melhor compreender a evolugdo cariotipica no género. Esse é o
primeiro estudo citogenético em A.asuncionensis, que apresentou 2n=50, sendo
18m+22sm+6st+4a (NF=96) e RONs simples. As trés populagdes de A.altiparanae também
apresentaram 2n=50, porém com diferentes férmulas cariotipicas: a do Rio Quexada
apresentou 16m+24sm+4st+6a (NF=94), enquanto as do Ribeirdo Esperanga e Rio Jacutinga
apresentaram 16m+20sm+4st+10a (NF=90). Todas as populacbes apresentaram variagdo
interindividual no ndmero e localizacdo das RONs, sendo detectadas RONs simples e
maultiplas, tanto pela impregnacdo pelo nitrato de prata quanto pela FISH com sonda de DNAr
18S. Apos o bandamento C, as duas espécies diferiram em relagdo a composicdo e padréo de
distribuicdo da heterocromatina. As células meidticas dos machos de A.altiparanae também
foram analisadas, demonstrando que, apesar da alta variabilidade cariotipica, o pareamento
cromossémico ocorre normalmente. Os dados mostram que A.altiparanae e A.asuncionensis
compartilham algumas caracteristicas com outras espécies do complexo bimaculatus,
sugerindo uma estreita relacdo filogenética entre essas espécies. No entanto, algumas
caracteristicas podem ser utilizadas como marcadores cromossémicos de diferenciacdo dos
morfotipos altiparanae/asuncionensis, que podem ser decorrentes de um processo natural de
especiacao.

Palavras-chave: Astyanax. Incertae sedis. Marcadores Cromossémicos. Polimorfismo.
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Introducéo

Segundo Eschmeyer (2012), o género Astyanax apresenta 149 espécies
validas distribuidas pelas bacias hidrograficas neotropicais, sendo considerado um género de
Incertae Sedis. Esse género tem recebido atengdo especial devido a grande variagdo das suas
caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas entre diferentes populac6es e/ou espécies (Kantek
et al. 2007). A ampla distribuicdo geografica deste género, juntamente com sua diversidade
morfoldgica, sdo fatores que dificultam a determinacdo das relacGes filogenéticas entre as
espécies. Assim, a falta de caracteres morfolégicos que assegurem o monofiletismo de
Astyanax contribui para a ocorréncia de complexos de espécies (Bertaco e Garutti 2007).
Segundo Nelson et al. (1999), um complexo de espécies ocorre quando duas ou mais espécies
sdo colocadas sob uma mesma nomenclatura, devido a falta de caracteristicas morfoldgicas ou
quando a caracterizacdo morfoldgica € incipiente para diferencia-las.

Garutti (1995) sugeriu 0 Complexo bimaculatus para agrupar um conjunto
de espécies e subespécies descritas e ndo descritas que ocorrem nas bacias dos Rios Parana,
Séo Francisco e Amazonas. Esse grupo compartilha as seguintes caracteristicas: uma mancha
umeral negra horizontalmente ovalada, duas barras verticais marrons na regido umeral, e uma
mancha negra no pedunculo caudal estendida até os raios caudais medianos. Contudo, Garutti
e Britski (2000) verificaram que a denominacdo Astyanax bimaculatus correspondia somente
aquelas populagbes do Suriname e descreveram uma nova espécie denominada A.
altiparanae, da bacia do Alto Parana.

Além disso, segundo Lima et al. (2003), as espécies das bacias do Baixo
Parana e Paraguai e do Rio Sdo Francisco, previamente identificadas como A. bimaculatus,
passaram a ser denominadas de A. asuncionensis Géry, 1972 e A. lacustris Lutken, 1875,
respectivamente. No entanto, ha controvérsias em relacdo a validade desta Gltima espécie
devido a sobreposicao de caracteristicas com A. altiparanae.

Peres et al. (2012) analisaram espécimes do complexo bimaculatus das
bacias do Alto Parand e Sdo Francisco e de um canal de ligacdo entre essas duas bacias. Para
esses autores, A.altiparanae e A.lacustris fazem parte da mesma unidade taxondmica, uma
vez que observaram evidéncias de cruzamentos entre essas espécies na zona hibrida.

Todas as populacdes do complexo bimaculatus analisadas, até o0 momento,
apresentaram 2n=50, embora uma grande variabilidade cariotipica ja tenha sido reportada,
inclusive a presenga de um cromossomo B em A.altiparanae do Rio Campo Novo/SP
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(Hashimoto et al. 2008). A maioria das populagdes deste complexo apresenta padrdo de RONs
multiplas (Almeida-Toledo et al. 2002; Fernandes e Martins-Santos 2004; 2006a; Domingues
et al. 2007; Kavalco et al. 2011), no entanto, RONs simples ja foram documentadas em
algumas populagdes de Astyanax aff. bimaculatus, A.altiparanae, A.jacuhiensis e A.lacustris.
Variabilidade também ocorre em relagdo a distribuicdo da heterocromatina, que pode ser
encontrada nas regides pericentroméricas, terminais e intersticiais.

Tendo em vista a grande diversidade cariotipica destas espécies e as
relacbes filogenéticas ainda incertas que envolvem esse grupo, o objetivo principal do
presente foi fornecer marcadores cromossdémicos especificos que auxiliem na diferenciacéo

dos morfotipos altiparanae/asuncionensis.

Material e Métodos

Foram analisados 3 exemplares de A. asuncionensis (1 fémea, 2
indeterminados) do Rio Miranda (afluente da bacia do Rio Paraguai), municipio de
Corumba/MS (19°34°34.55°’S / 57°01°01.23’’W) e trés populacbes de A. altiparanae da
bacia do Rio Parana: 6 exemplares (3 fémeas, 1 macho, 2 indeterminados) do Rio Quexada,
municipio de Borrazépolis/PR (23°56°9.65°’S / 51°39°26.08’’W), 11 exemplares (4 fémeas, 4
machos, 3 indeterminados) foram coletados no Ribeirdo Esperanca, municipio de
Londrina/PR (23°20°8.76°’S / 51°12°38.42°°W) e 11 (6 fémeas, 3 machos, 2 indeterminados)
do Rio Jacutinga, municipio de Ibipord/PR (23°13’25.3’’S / 50°58°’47.37’W) (Fig.1). Os
especimes foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de londrina
com os vouchers MZUEL 5769, MZUEL 5770 MZUEL 5771 e MZUEL 5772. Os espécimes
foram coletados com a permisséo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), protocolo nimero 11399-1.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos por preparacdo direta com a
retirada do rim anterior segundo Bertollo et al. (1978) e da cultura de curto tempo de acordo
com Fenocchio et al. (1991). A estimulacdo mitdtica foi realizada pela inje¢cdo prévia nos
animais de solucdo de fermento biolégico, descrita por Lee e Elder (1980). As fases meidticas
foram obtidas a partir de gonadas dos machos de acordo com Kligerman e Bloom (1977), com
modificagbes. Os cromossomos foram organizados segundo Levan et al. (1964) com

modificacOes. Para determinacdo do numero fundamental os cromossomos metacéntricos (m),
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submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) foram considerados com dois bracos e 0s
acrocéntricos (a) com um braco.

As regibes organizadoras de nucléolos ativas (AgRONSs) foram detectadas
pela técnica de impregnagdo por nitrato de prata (Howell e Black 1980). O padrdo de
distribuicdo da heterocromatina foi determinado pelo bandamento C com Giemsa apds
tratamento com HCI 0.2N, Ba(OH), e 2xSSC, descrita por Sumner (1972). Para a
determinacdo dos sitios ricos em pares de base GC e AT foram utilizados os fluorocromos
cromomicina Az (CMA3) e 4,5-diamino-phenylindole (DAPI), respectivamente, segundo
Schweizer (1980).

A hibridacdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel
et al. (1986), com algumas modificacBes, usando sonda de DNAr 18S isolada de Prochilodus

argenteus (Hatanaka e Galetti Jr. 2004), marcada com biotina-14-dATP por nick translation.

Resultados

Astyanax asuncionensis

Todos os exemplares apresentaram 2n=50 cromossomos distribuidos em
18m+22sm+6st+4a  (NF=96) (Fig. 2a). ApOs impregnacdo por nitrato de prata,
A.asuncionensis apresentou as AgRONs no braco curto do par de cromossomos
subtelocéntricos 21, regido que também se mostrou CMA3" e DAPI™ (Fig. 3). A FISH com
sonda de DNAr 18S confirmou o padrdo de RONSs simples.

Apds bandamento C, foi possivel observar que a heterocromatina distribui-
se fracamente nas regides pericentroméricas na maioria dos cromossomos de A.asuncionensis
(Fig.4). Apo6s coloracdo sequencial com fluorocromos base-especificos, foram observados
sitios CMA3" terminais relacionados as RONs e sitios DAPI® nas demais regides
heterocromaticas. O par 21 apresentou um bloco heterocromético pericentromérico DAPI*

adjacente ao bloco terminal CMA;" que corresponde a RON (Fig.4).

Astyanax altiparanae

As trés populagBes apresentaram 2n=50 porém, com diferentes férmulas
cariotipicas: a populacdo do Rio Quexada apresentou 16m+24sm+4st+6a (NF=94) (Fig. 2b),
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enquanto as populacbes do Ribeirdo Esperanca e do Rio Jacutinga apresentaram
16m+20sm+4st+10a (NF=90) (Fig. 2c).

As trés populacbes apresentaram variacfes intra e interindividuais no
namero e localizacdo das AgRONS, sendo a maioria dos sitios também coincidente com sinais
CMA;" e DAPI (Fig. 3). A populagdo do Rio Quexada apresentou variacdo interindividual de
2-3 sitios AGRONSs na regido terminal do brago curto, de cromossomos subtelocéntricos e
acrocéntrico, sendo que em um individuo foram observados até 8 tipos de cromossomos
nucleolares, com marcagdes terminais no brago curto de cromossomos metacéntrico,
subtelocéntricos e acrocéntrico e no brago longo de metacéntricos grande e pequeno e
submetacéntricos, além de marcacdes biteloméricas em trés submetacéntricos (Fig. 3)

A populacdo do Ribeirdo Esperanca apresentou variacdo interindividual de
2-5 sitios e variabilidade na localizagdo e nos tipos cromossémicos das RONSs, sendo
constatados 5 tipos diferentes de cromossomos nucleolares: com sitios terminais no braco
longo de um par de submetacéntricos e um acrocéntrico grande, e no braco curto de um
metacéntrico, um par de subtelocéntrico grande e um par de acrocéntrico (Fig.3)

A populacdo do Rio Jacutinga apresentou varia¢do interindividual de 2-6
sitios de RONSs, sendo observados 6 tipos de cromossomos AgRONs com marcacfes no braco
curto de cromossomos metacéntrico, subtelocéntrico, acrocéntricos meédio e pequeno e no
braco longo de um par de submetacéntricos e de um acrocéntrico (Fig.3).

A FISH também mostrou uma variabilidade interindividual em relacdo aos
sitios de DNAr 18S nas trés populacdes de A.altiparanae. Foram observados cromossomos
marcados pela prata, mas sem sitios ribossdmicos em todas as localidades, bem como dois
cromossomos na populacdo do Rio Jacutinga com sinais fluorescentes, mas sem impregnacéo
por prata (Fig. 3).

O resumo dos dados de AgRONs e FISH para A.altiparanae esta
representado na tabela abaixo.

Tabela 1 - Resumo dos dados de AGRONs e FISH com sonda de DNAr 18S em Astyanax

altiparanae, mostrando a variacdo interindividual e o numero de tipos de
cromossomos nucleolares em cada populagéo.

AgRON FISH DNAr 18S
Variagao Numero de tipos Variacédo Numero de tipos
Interindividual ~ de cromossomos  Interindividual — de cromossomos
nucleolares nucleolares
Rio Quexada 2-8 8 2-6 7
Ribeirdo Esperanca 2-5 5 2-5 4

Rio Jacutinga 2-6 6 2-5 6
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Apols bandamento C, as trés populacGes de A.altiparanae apresentaram
pouca heterocromatina distribuida em regides pericentromerica e intersticial (Fig. 4). Apds
coloragdo sequencial com fluorocromos base-especificos, apresentaram sitios CMAgz"
terminais, sendo a maioria relacionada as RONSs, e sitios DAPI® nas demais regides
heterocromaéticas (Fig. 4).

Células meioticas também foram analisadas em todos os machos das trés
populacbes de A.altiparanae. Foram detectadas as seguintes fases: espermatogonial, com 50

cromossomos, paquiteno e metafase I, com 25 bivalentes e metéafase 11, com 25 cromossomos
(Fig.5).

Discussao

Pouco se conhece sobre a citogenética de A.asuncionensis, pois a Unica
bibliografia disponivel consiste em poucos resumos de congressos e monografias. Em
contrapartida, A. altiparanae é uma das espécies do género mais estudadas cariotipicamente.
Todas as espécies do complexo bimaculatus analisadas até o momento, inclusive as do
presente estudo, apresentam 2n=50, embora ocorra grande variabilidade na macroestrutura
cariotipica. As formulas cariotipicas de A.asuncionensis e das trés populacdes de
A.altiparanae ainda ndo foram reportadas para 0 grupo, no entanto, notam-se similaridades
com outras populagdes (tabela 2).

As populacbes do Ribeirdo Esperanca e do Rio Jacutinga apresentam o
mesmo numero diploide, NF e nimero de cromossomos do tipo subtelocéntrico e acrocéntrico
que as populacdes do Rio Claro (Pacheco et al. 2001), Rio dos indios (Fernandes e Martins-
Santos 2004) e Lago Igap6 (Pacheco et al. 2011). Com excecdo da populacdo do Rio dos
indios, as demais populagBes pertencem a bacia do Rio Tibagi, portanto, essas similaridades
podem ser devidas a proximidade das localidades, indicando uma diferenciacdo recente. A
grande diversidade cariotipica desse complexo de espécies pode ter surgido devido a
rearranjos cromossémicos ndo-Robertsonianos, como inversGes pericéntricas, que mantém o
numero dipldide constante, mas alteram a estrutura cariotipica. No entanto, diferentes niveis
de condensacdo cromossdmica e/ou classificacdo morfolégica errénea ndo devem ser
excluidos.

A diversidade cariotipica de A.altiparanae também inclui variabilidade no
nimero e localizagdo de RONSs, diferente de A.asuncionensis, que apresentou padrdo de
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RONs simples. Polimorfismo de sitios AgRONs ja foi documentado para A. altiparanae do
Rio Claro por Pacheco et al. (2001) onde foram observados 7 tipos de cromossomos
nucleolares com variacdo de 1-4 sitios, com marcacGes terminais no braco curto e longo de
diferentes cromossomos, além de sitios biteloméricos em um grande submetacéntrico, que
foram considerados marcadores para essa populagao.

As variacdes intra e interindividual de sitios AgRONs sdo comumente
reportadas no género Astyanax (tabela 2) e podem ser decorrentes da regulacdo da atividade
génica dos sitios de DNAr, visto que o nitrato de prata localiza apenas os sitios que estavam
ativos na intérfase anterior. Para confirmar se a variacdo € estrutural ou apenas fenotipica é
necessario localizar o gene diretamente, independente de sua atividade, por meio da FISH.

A hibridacdo in situ com sonda de DNAr 18S confirmou a presenca de
apenas um par de cromossomos portadores da RON em A.asuncionensis, bem como a
variabilidade interindividual de A.altiparanae, sendo evidenciados tanto individuos com
RONs simples como individuos com RONs mudltiplas para as trés populacfes. A presenca de
mais de um par portador desses sitios € comum no género Astyanax e € considerado uma
caracteristica derivada para peixes. No entanto, em A. altiparanae a presenca de um Unico par
ja foi documentado para as popula¢cdes do Rio Iguacu (Domingues et al. 2007), Rio
Monjolinho (Peres et al. 2008), Ribeirdo Pantano (Ferreira Neto et al. 2009) e Lago lgapo
(Pacheco et al. 2011), onde as marcagOes foram terminais no braco curto de cromossomos
subtelocéntricos, exceto na primeira populagéo. Sendo assim, a presenca de RONs simples em
A. asuncionensis e em alguns individuos de A.altiparanae, pode indicar uma estreita relacdo
filogenética com outras espécies do complexo bimaculatus que também apresentam esse
padrdo, como A. lacustris (Peres et al. 2008; 2012), Astyanax aff. bimaculatus (Kavalco et al.
2011) e A. jacuhiensis (Pacheco et al. 2010; Silva et al. 2012).

A presenca de cistrons ribossémicos 18S terminais em um par de
cromossomos acrocéntricos ja foi reportada para algumas populacdes de A. altiparanae
(Almeida-Toledo et al. 2002; Fernandes e Martins-Santos 2006a), sendo considerada por
Fernandes e Martins-Santos (2006a) como um marcador para a espécie. Os outros sitios por
sua vez, variam em numero, posi¢do e tipo cromossdémico entre as popula¢des, nao sendo tdo
conservados. No entanto, as populac@es de A.altiparanae do Ribeirdo Pantano (Ferreira Neto
et al. 2009), Rio Monjolinho (Peres et al. 2008), Lago lgap6 (Pacheco et al. 2011) e as trés
populagOes do presente estudo apresentaram RONSs terminais em um par de subtelocéntricos,

sugerindo que este par também possa ser um marcador para estas populacdes.
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Interessante notar que, na populacdo do Rio Jacutinga, foi identificado um
sitio de DNAr 18S em um dos homologos do primeiro par de metacéntricos. Esse resultado é
semelhante ao encontrado para uma populacdo de A. altiparanae do Rio Paranapanema
(Kavalco et al. 2011) e para A. scabripinnis do Rio Carpas (Ferro et al. 2001) e do Ribeirdo
Tatupeba (Fernandes e Martins-Santos 2006b) sendo que, nesse Ultimo caso, este sitio
também mostrou-se AQRON* e CMA;". Para os autores citados, a presenca desse sitio em
apenas um dos cromossomos pode ser resultado de um evento de translocacdo. Rosa et al.
(2009), ao documentarem a presenca de trés sitios ribossdbmicos em A.laticeps, sugeriram que
um evento de transposicao tenha ocorrido entre os homologos, justificando a auséncia deste
sitio em um dos cromossomos do par, em detrimento do aumento do sitio no outro. Sendo
assim, tanto pode ter ocorrido um evento de transposicdo como de translocacdo na populacéo
de A. altiparanae do Rio Jacutinga.

Variagdo no nimero e/ou posicdo dos sitios de DNAr 18S ja foi observada
em A.altiparanae do Ribeirdo Kecgaba (Fernandes e Martins-Santos 2006a), bem como em
outras espécies de Astyanax, como A. eigemanniorum (Mendes et al. 2011) A.intermedius,
A.giton e A.parahybae (Kavalco e Moreira-Filho 2003) e algumas populagdes de
A.scabripinnis (Mantovani et al. 2005; Fernandes e Martins-Santos, 2006b). A variagdo
interindividual de sitios DNAr 18S caracteriza a ocorréncia de polimorfismo destes sitios e
tem sido explicada pelo modelo Rabl proposto por Schweizer e Loidl (1987). Segundo esse
modelo, a proximidade das regides teloméricas no ndcleo interfasico facilitaria a transferéncia
de material genético e os sitios de RONs terminais poderiam sofrer dispersdo mais facilmente,
causando a variabilidade no numero e posi¢do dentro da mesma populacdo. O polimorfismo
de genes ribossémicos das trés populacdes de A.altiparanae aqui analisadas também pode
estar relacionado a esse mecanismo de dispersao.

Vicari et al. (2008b) reportaram 22 sitios de DNAr 18S em A. janeiroensis,
dos quais 14 estavam associados a sitios de As51. Sabendo-se que o DNA satélite As51 tem
notavel similaridade com elementos transponiveis, 0s autores propuseram que esses sitios
estariam dispersos nos espacadores de DNAr e, através de eventos de translocacdo, causariam
um aumento no numero destes sitios ribossémicos. Ndo se pode descartar o fato que esse
mesmo mecanismo pode estar envolvido na variabilidade dos sitios de DNAr 18S de
A.altiparanae do Rio Quexada, Ribeirdo Esperanca e Rio Jacutinga, no entanto, estudos

adicionais sdo necessarios para confirmar essa hipotese.
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As RONs de A.asuncionensis e a maioria delas em A.altiparanae
apresentaram associacdo com sitios CMA;", indicando que regides ricas em GC estdo
intercaladas aos sitios ribossémicos. Essa associacdo ja foi reportada para o complexo
bimaculatus (Domingues et al. 2007; Pacheco et al. 2010; Silva et al. 2012), no entanto, sitios
CMA;" ndo podem ser considerados sindnimos de RONSs, uma vez que as trés populacdes de
A.altiparanae analisadas também apresentaram sitios fluorescentes ndo relacionados ao DNAr
18S, sendo que alguns deles sofreram impregnacdo pelo nitrato de prata. Esses resultados
demonstram que as RONs podem ou ndo estar relacionadas a regides ricas em GC, além
disso, existem regides que impregnam pelo nitrato de prata, mas ndo contém sitios de RONs e
estas podem ou ndo ser CMA;". Esses dados evidenciam a importancia de se combinar
diversas técnicas de coloracdo diferencial nos cromossomos, a fim de realizar uma maior
caracterizacdo do cariotipo e obter uma melhor estimativa da diversidade genética das
espécies.

Além de apresentarem diferentes padrbes de RONSs, A.altiparanae e
A.asuncionensis também diferiram na distribuicdo da heterocromatina, uma vez que a
primeira possui heterocromatina intersticial, aléem da pericentromérica. A distribuicdo da
heterocromatina em regifes pericentromérica e intersticial é considerada um carater
conservado para A. altiparanae (Daniel-Silva e Almeida-Toledo 2001; Fernandes e Martins-
Santos 2004; Domingues et al. 2007) no entanto, heterocromatina terminal ja foi evidenciada
(Ferreira Neto et al. 2009).

A coloragdo sequencial com fluorocromos base-especificos revelou sinais
CMA;" terminais relacionados as RONs e DAPI" para as demais regides heterocromaticas em
ambas espécies. Além disso, A.asuncionensis apresentou um bloco heterocromatico
pericentromérico DAPI™ adjacente a heterocromatina terminal CMA;" correspondente 8 RON
(par 21), que poderia ser considerado um marcador para esta espécie. Portanto, a presenca de
RONs multiplas em A.altiparanae, o par 21 de A.asuncionensis e o padrdo de distribuicdo da
heterocromatina podem auxiliar na diferenciacdo destas espécies, uma vez que caracteres
morfoldgicos geralmente ndo sdo suficientes.

As trés populagdes de A.altiparanae apresentaram diferengas sutis em
relacdo & heterocromatina DAPI*. A do Rio Quexada e Ribeirdo Esperanca apresentaram
blocos DAPI" mais conspicuos, enquanto que, a populacdo do Rio Jacutinga apresentou

poucos sitios e mais discretos. Essas diferengas provavelmente estdo relacionadas a
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diferenciacdo natural dessas populagdes, uma vez que A. altiparanae ndo € considerada uma
especie migratoria.

Tendo em vista a alta diversidade cariotipica reportada para as trés
populacBes de A. altiparanae, o estudo de células meidticas torna-se interessante para
investigar se tamanha variacdo interfere no pareamento cromossémico. Por meio da analise
meidtica foi possivel confirmar que a segregacdo cromossémica ocorre sem alteragdes, uma
vez que foram observados bivalentes e univalentes como previsto em uma meiose regular.
Portanto, a formacdo de gametas viaveis permite a manutencdo dessa diversidade nas
populagdes analisadas.

Além de possuir uma segregacdo meiotica regular, A altiparanae apresenta
caracteristicas ecoldgicas que também permitem a manutencdo dessa variabilidade nas
populacOes, uma vez que sua ampla versatilidade alimentar e capacidade de reproducdo em
muitos ambientes favorecem a colonizacdo de novos habitats. Essa alta habilidade adaptativa
poderia facilitar a manutencdo de variacGes regionais na férmula cariotipica e numero
fundamental (Domingues et al. 2007), visto que 0S processos estocasticos e seletivos sdo a
principal forca de diferenciagdo genética entre as populacbes de espécies do complexo
bimaculatus (Kavalco et al. 2011). Por outro lado, o nimero diploide e a presenca de RONs
simples em A.asuncionensis e em alguns individuos de A.altiparanae foram caracteres
compartilhados com outras espécies do complexo, indicando que estas ainda mantém uma
estreita relacdo filogenética, devido a uma divergéncia recente.

As diferencas cariotipicas observadas entre Astyanax asuncionensis e A.
altiparanae podem ser decorrentes do processo natural de especiacdo, ao longo do tempo
evolutivo e podem ser utilizadas como marcadores especificos na caracterizacdo dessas
espécies, tdo similares morfologicamente. Esses resultados corroboram com a grande
variabilidade cariotipica reportada para o complexo bimaculatus (tabela 2). Por se tratar de
um grupo amplamente distribuido, a diversidade genética reflete a fixacdo de variacOes
regionais que culminaram no processo de especiacdo. Entretanto, as diferencas cariotipicas
e/ou morfologicas podem ser apenas variagOes interpopulacionais de uma mesma unidade
bioldgica, como sugerido por Peres et al. (2012) para A.altiparanae do Rio Grande e
A.lacustris do Rio S&o Francisco. Até mesmo Garutti e Britski (2000) constataram que as
populacdes de A.altiparanae ndo sdo homogéneas quanto a morfologia, uma vez que ocorrem
numa diversidade de microambientes. Portanto, a denominacdo de novas espécies para o

complexo bimaculatus deve ser cautelosa e ndo apenas considerar os caracteres morfoldgicos
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tradicionais, mas também as caracteristicas citogenéticas, ecoldgicas e reprodutivas, para

construir um grupo com espécies validas e relacGes filogenéticas consistentes.

AnNexos

Figural- Locais de coleta e espécies analisadas. Os exemplares de A.asuncionensis e
A.altiparanae estdo demonstrados a direita e a esquerda, respectivamente. Escala
de barra = 1cm.

-
Rio Miranda

Rio Jacutinga,
Ribeirdo Esperancae
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Figura 2 - Cariogramas de: Astyanax asuncionensis do Rio Miranda (a), A.altiparanae do
Rio Quexada (b), do Ribeirdo Esperanca e Rio Jacutinga (c). Escala da barra =
_ Spm.
a . b C
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Figura3- Cromossomos de A.asuncionenis e A.altiparanae submetidos ao tratamento com
nitrato de prata, hibridacdo in situ com sonda de DNAr 18S e fluorocromo
cromomicina Az. m= metacéntricos, sm= submetacéntricos, st= subtelocéntricos,
a= acrocéntricos.
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Figura 4 - Metafases somaticas de A. asuncionensis e A.altiparanae submetidas ao

bandamento C. Coloracdo sequencial com Giemsa, CMA; e DAPI. Note que a
heterocromatina associada as RONs é CMA;" (cabecas de setas), enquanto as
demais sdo DAPI*. Em A.asuncionensis existe um bloco de heterocromatina
DAPI" adjacente a heterocromatina CMA;3" (setas, box). A heterocromatina DAPI*
€ mais conspicua nas populacGes do Rio Quexada e Ribeirdo Esperanca e mais
discreta no Rio Jacutinga.
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Figura 5 - Fases mei6ticas em Astyanax altiparanae do Rio Quexada, Ribeirdo Esperanca e
Rio Jacutinga. Espermatogonial (a), Paquiteno inicial (b), Paquiteno mediano (c),
Paquiteno final (d), Metéfase | (e) e Metafase Il ().
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Tabela 2 - Dados citogenéticos em espécies do complexo bimaculatus. 2n = ndmero dipléide, NF = numero fundamental, m = metacéntrico, sm
= submetacéntrico, st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t. = terminal, pc. = pericentromérica, c.= centromérica, i.= intersticial,

subter.= subterminal, bitel. = bitelomérica, p = braco curto, g = braco longo, BC = bandamento C, RF= referéncia.

Espécie Localidade 2n  Formula Cariotipica NF  Numero de AQRONs N° de cistrons DNAr BC RF
18S, 28S ou 45S
Astyanax altiparanae Rio Meia Ponte/GO 50 26sm+24a 76 - - - 1
Garutti e Britski 2000 Rio Mogi-Guacu/SP 50 10m+24sm+4st+12a 88 - - - 2
Rio Claro/PR 50 10m+26sm+4st+10a 90 1-4 (t. pelouq - - 3
sm,st,a)
Rio Claro/PR 50 10m+24sm+4st+12a 88 1-4 (t. p elou q - - 3
sm,st,a)
Rio Claro/PR 50 10m+22sm+4st+14a 86 1-4 (t. pelou q - - 3
sm,st,a)
Rio Paranapanema/SP 50 10m+22sm+6st+12a 88 - - - 4
Rio Mogi-Guagu/SP 50 32m/sm+18st/a 82  2-3(t.pa;qsm) 4(t.pa;p.m) - 5
Rio dos indios/PR 50 6m+30sm+4st+10a 90 10 (t. p m,smst; q - C.,i 6
sm)
Rio Parana/PR 50 6m+26sm+6st+12a 88 2(t.pa) 4(t.) C., i 6; 7
Ribeirdo Tatupeba/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 4(t) - 7
Ribeirdo Kegaba/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 7(t) - 7
Ribeirdo Maringa/PR 50 6m+ 26sm+6st+12a 88 - 4(t) - 7
Rio Tibagi/PR 50 6m+28sm+8st+8a 92 4 (t. p sm, st; g sm) 7(t) C,i,p 8
Rio lguagu/PR 50 6m+30sm+8st+6a 94 2 (t.pst) 2 (t.psm) C., i 8
Rio Campo Novo/SP 50 12m+18sm+12st+8a 92 - - c,pc,i,p 9
Ribeirdo Monjolinho/SP 50 8m+20sm+12st+10a 90 2 (t. pst) 2 (t.pst) - 10
Ribeirdo Pantano/SP 50 6m+28sm+4st+12a 88 2 (t) 2 (t) c., pc., t. 11
Ribeirdo Feijao/SP 50 6m+30sm+8st+6a 94 4(t.) 4(t) c., pc., t. 11
Rio Jorddo/PR 50 6m+28sm+8st+8a 92 6 (t.) 6 (t.) c., pc., t. 11
Rio Tieté/SP 50 8m+20sm+10st+12a 88 2 (t.pouqst/a) 3 t, i 12
Rio Paranapanema/SP 50 8m+22sm+14st+6a 94 2 (t.pouqst/a) 4 t, i 12
Rio Agua dos Patos/SP 50 8m+24sm+6st+12a 88 2-4 (t. p st) 4 (t. p st) - 13
Lago Igap6/PR 50 8m+ 28sm+4st+10a 90 1-3 (t. p st; g sm) 2 (t. pst) - 13
Rio Tieté/SP 50 6m+12sm+20st+12a 88 2 (t.pst) - - 14
Rio Mogi-Guagu/SP 50 6m+12sm+20st+12a 88 2 (t.pst) - - 14
Rio Grande/MG 50 8m+32sm+2st+8a 92 2 (p.tst) 2 (p.tst) - 23
Rio Quexada/PR 50 16m+24sm+4st+6a 94 2-8 (tpm,st,a;gm, 2-6 (t.pm,st, a;qm, pc., i 15
sm; bitel. sm) sm)
Ribeirdo Esperanca/PR 50 16m+20sm+4st+10a 90 2-5(tpm,st,a;gsm, 2-5(tpm,staqsm) pc.,i 15



Astyanax asuncionensis
Géry 1972

Astyanax bimaculatus
Linnaeus 1758

Astyanax aff. bimaculatus

Astyanax jacuhiensis
Cope 1894

Astyanax lacustris
Lutken 1875

Astyanax janeiroensis
Eigenmann 1908

Rio Jacutinga/PR
Rio Miranda/MS

Rio Parand/Argentina
Rio Aguapey/Argentina
Rio Parand/Argentina
Rio Preto do Costa/BA
Rio Oric6/BA

Rio Contas/BA
Ribeirdo Mineiro/BA
Rio Ribeira de Iguape/SP
Rio Guapimirim/RJ
Lagoa Guaiba/RS

Rio Maquiné

Lagoa dos Quadros

Rio S&o Francisco/MG
Rio S&o Francisco/MG
Rio S&o Francisco/MG
Rio Betari/SP

Rio Sacovao/PR

Rio Acungui/PR

50

50

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

16m+20sm+4st+10a

18m+22sm+6st+4a

10m+18sm+12st+10a
10m+18sm+12st+10a

6m+24sm+12st+8a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
6m+28sm+12st+4a
8m+24sm+12st+6a
8m+24sm+12st+6a
8m+30sm+4st+8a
10m+26sm+6st+8a
12m+20sm+6st+12a
32m/sm+18st/a
8m+20sm+16st+6a
8m+34sm+2st+6a
6m+14sm+14st+16a
6m+14sm+14st+16a
6m+14sm+14st+16a

90

96

90
90
92
96
96
96
96
94
94
92
92
88
82
94
94
84
84
84

a)

2-6 (tpm,st, a;q
sm,a)

2 (t.pst)

1-6 (t. p st/a, bitel.)
1-6 (t. p st/a, bitel.)
4 (t.pst,sm;qga)
1-4 (t.)

1-4(t.)

1-4 (t. p sm/st)

1-4 (t. p sm/st)

2

2

2-4 (t. p sm,st; g m)
2(t.pa)

2(t.pa)

2(t.pa)

2 (t.pst)

2 (t.pst)

6 (t. p sm, st, q st)
3-7

3-7

2-5 (t.p m, st; g sm, a;

bitel st)
2 (t.pst)

2 (t. psm)
2(t.pa)
2(t.pa)

4 (t.pa; p. m)
2 (t.pst)

2 (t.pst)

22 (t. p ou q; bitel.)
22 (t. p ou q; bitel.)

pc.
pc., t., i.
pc., t
pc., t

pc., t., i.
bl,c,t.,i
bl,c,t.,i.

15
15

16
16
17
18
18
18; 19
19
12
12
20
21
21
5
10
24
22
23
23
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1- Jim e Toledo (1975); 2- Morelli et al. (1983); 3- Pacheco et al. (2001); 4- Daniel-Silva e Almeida-Toledo (2001); 5- Almeida-Toledo et al. (2002); 6-
Fernandes e Martins-Santos (2004); 7- Fernandes e Martins-Santos (2006a); 8- Domingues et al.(2007); 9- Hashimoto et al. (2008); 10- Peres et al. (2008);
11- Ferreira Neto et al. (2009); 12- Kavalco et al. (2011); 13- Pacheco et al. (2011); 14- Martinez et al. (2012); 15- Presente estudo; 16- Alberdi e Fenocchio
(1997); 17- Jorge e Moreira-Filho (2001); 18- Affonso et al. (2007); 19- Pamponet et al. (2008); 20- Pacheco et al. (2010); 21- Silva et al. (2012); 22-Carvalho
et al. (2002); 23- Vicari et al. (2008b); 24- Peres et al. (2012).
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Diversidade cariotipica em uma populacdo de Bryconamericus aff. iheringii
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RESUMO

Bryconamericus possui 56 espécies distribuidas em trés grandes grupos, com base na posi¢do
e forma dos dentes maxilares: o grupo B. exodon, B. microcephalus e B. iheringii. Poucos
dados citogenéticos estdo disponiveis para o género, mas o numero dipldide igual a 52
cromossomos € bastante comum, embora seja ampla a variabilidade cariotipica. Este estudo
visou caracterizar uma populagdo de Bryconamericus aff. iheringii e, assim, contribuir com
mais informacdes citogenéticas e melhor compreender a estrutura e evolugéo cariotipica desse
género. Foram observados 6 citétipos, com diferentes padrées de RONSs: citétipo | apresentou
12m+10sm+16st+14a (NF=90) e RONSs simples; citotipo 1l com 18m+14sm+10st+10a
(NF=94) e citotipo Il com 20m+18sm+4st+10a (NF=94), ambos apresentando RONs simples
e multiplas; citétipo IV com 20m+14sm+12st+6a (NF=98), citétipo V com
22m+18sm+8st+4a (NF=100) e citotipo VI com 18m+24sm+6st+4a (NF=100), todos com
RONs mudltiplas.. O citétipo | é o que mais difere em relacdo ao NF e ao padrdo das RONSs,
podendo ser considerado como pertencente a uma outra espécie do género Bryconamericus,
vivendo em simpatria no Ribeirdo Trés Bocas. Os demais citotipos podem ter sido gerados
por cruzamentos entre eles e por inversdes pericéntricas. Por meio do bandamento C, foi
possivel identificar pouca heterocromatina pericentromérica que, mostrou-se DAPI*
entretanto, variavel quanto a proporcdo de bases AT entre os citotipos. A heterocromatina
terminal mostrou-se CMA3" e provavelmente correspondente aos sitios de RONs. As células
meidticas dos machos também foram analisadas e demonstraram que, apesar da alta
variabilidade cariotipica, o pareamento cromossdmico ocorre normalmente. A grande
variabilidade encontrada em Bryconamericus aff. iheringii pode estar relacionada a um alto
grau de polimorfismo, no entanto, ndo € descartada a possibilidade de ocorrer mais de uma
espécie nesta localidade.

Palavras-chave: Bandamento cromossdmico. Cit6tipos. Polimorfismo. Rearranjos
cromossémicos.
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Introducéo

O género Bryconamericus ainda ndo estd bem definido taxonomicamente e
muitos autores acreditam que ndo seja monofilético, visto que ndo ha sinapomorfias que
agrupem as especies. Esse género inclui 56 especies validas, que habitam uma variedade de
ecossistemas de agua doce em toda América Central e do Sul e sendo dividido em trés
grandes grupos, com base na posicdo e forma dos dentes maxilares: o grupo B. iheringii
Boulenger, 1887, B. exodon Eigenmann, 1907 e B.microcephalus Miranda Ribeiro, 1908
(Silva 2004).

Apesar da grande diversidade cariotipica reportada para o género, 0 nUmero
diploide igual a 52 é bastante conservado (Capistano et al. 2008; Portela-Castro et al. 2008),
exceto Bryconamericus sp. E do cdrrego Avoadeira/MT, que apresentou 54 cromossomos
(Wasko e Galetti Jr 1998). Além disso, 0 padrdo de RONs mudltiplas é o mais comum dentro
do género (Capistano et al. 2008), assim como a associacdo desses sitios com sinais positivos
para cromomicina Az (CMA3") ou mitramicina (MM™) (Paintner-Marques et al. 2002; Santos
et al. 2012), indicando que é comum a associacdo das RONs com sequéncias ricas em pares
de bases GC.

Em contrapartida, o padrdo de RONs simples ja foi documentado para um
dos citétipos de Bryconamericus ecai (Santos et al. 2012) e para Bryconamericus aff. iheringii
do Ribeirdo Tatupeba (Capistano et al. 2008) e Rio Agua da Floresta (Paintner-Marques et al.
2003), sendo este Gltimo o primeiro relato de RONs simples no género.

No género Bryconamericus, a heterocromatina se distribui principalmente
em regides terminais e pericentroméricas (Paintner-Marques et al. 2003; Portela-Castro et al.
2008), sendo que a heterocromatina terminal em cromossomos subtelocéntricos foi
considerada por Paintner-Marques et al. (2003) um marcador cromossdmico para
Bryconamericus iheringii. Além disso, a composicdo da heterocromatina pode variar, sendo
utilizada para diferenciar citétipos, apos coloracdo com fluorocromos base especificos (Santos
et al. 2012) e para distinguir tipos heterocromaticos no mesmo cariétipo, por meio de digestdo
com enzima de restri¢cdo Alul (Paintner-Marques et al. 2003).

Ruiz (2007) realizou uma andlise taxonémica das espécies de
Bryconamericus que ocorrem na bacia do Rio Tibagi/PR e identificou uma espécie que nao se
enquadra em nenhuma das espécies ja descritas, denominando-a de Bryconamericus sp e

incluindo-a no grupo B. iheringii. Sua distribuigdo inclui a regido do médio rio Taquara e



56

Ribeirdo Trés Bocas, ambos afluentes do rio Tibagi, do municipio de Londrina. Por essa
razdo, a espécie do presente estudo foi denominada Bryconamericus aff. iheringii, sendo
analisada citogeneticamente por meio de diferentes técnicas de bandamento cromossémico,
contribuindo assim, com mais dados no género a fim de se obter uma melhor compreenséo

dos mecanismos evolutivos e das relagdes filogenéticas no grupo.

Material e Métodos

Foram analisados 16 exemplares (9 fémeas, 7 machos) de Bryconamericus
aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas (afluente da bacia do Rio Tibagi) municipio de
Londrina/PR (23°23’06.6”’S / 51°04°35.8"’W) (Fig.1). Os espécimes foram depositados no
Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL) sob o voucher MZUEL
5775 e MZUEL 5776. As coletas foram realizadas com a permisséo do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com protocolo ndmero:
11399-1.

Os cromossomos mitdticos foram obtidos por preparacdo direta com a
retirada do rim anterior segundo Bertollo et al. (1978) e da cultura de curto tempo de acordo
com Fenocchio et al. (1991). A estimulacdo mitdtica foi realizada pela injecdo prévia nos
animais de solucéo de fermento bioldgico, descrita por Lee e Elder (1980). As fases meidticas
foram obtidas a partir de génadas dos machos de acordo com Kligerman & Bloom (1977),
com alteracbes. Os cromossomos foram organizados segundo Levan et al. (1964), com
modificacbes e para determinacdo do numero fundamental os cromossomos metacéntricos
(m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) foram considerados com dois bragos e 0s
acrocéntricos (a) com um braco.

As regides organizadoras de nucléolos ativas (AgRONSs) foram detectadas
pela técnica de impregnacdo por nitrato de prata (Howell e Black, 1980). O padrdo de
distribuicdo da heterocromatina foi determinado pelo bandamento C com Giemsa apds
tratamento com HCI 0.2N, Ba(OH), e 2xSSC, descrita por Sumner (1972). Para a
determinacdo dos sitios ricos em pares de base GC e AT foram utilizados os fluorocromos
cromomicina A; (CMA;) e 4,5-diamino-phenylindole (DAPI), respectivamente, segundo
Schweizer (1980).
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A hibridacdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel
et al. (1986), com algumas modificacdes, usando sonda de DNAr 18S isolada de Prochilodus

argenteus (Hatanaka e Galetti Jr., 2004) marcada com biotin-14-dATP por nick translation.
Resultados
Coloracéo convencional

Todos os exemplares de Bryconamericus aff. iheringii apresentaram 2n=52

cromossomos, porém diferentes formulas cariotipicas, sendo observados seis citotipos (Fig.2),

como relacionados na tabela 1, juntamente com suas respectivas frequéncias.

Tabela1l- Citdtipos de Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas. NF=numero

fundamental.

Citotipos NF ’i\lnu drinv%%gse Frequéncia

| 12m+10sm+16st+14a 90 2 12,5%

I 18m+14sm+10st+10a 94 3 18,75%
Il 20m+18sm+4st+10a 94 2 12,5%
IV 20m+14sm+12st+6a 98 2 12,5%

V  22m+18sm+8st+4a 100 3 18,75%
VI 18m+24sm+6st+4a 100 4 25%

Regibes Organizadoras de Nucléolo e Fluorocromos

Foram observados padrdes distintos de RONs dentro e entre os diferentes
citétipos apo6s a impregnacdo por nitrato de prata e FISH com sonda de DNAr 18S (Figs. 2 e
3, respectivamente).

Na figura 2, cada box representa um padrdo de RONSs. Os dois individuos do
citétipo | apresentaram RONs simples exclusivamente, com marcac¢des no braco curto do par
15 (st) (Fig. 2a).

Os citotipos Il e Il apresentaram tanto o padrdo de RONs simples como
multipla. Um individuo do cit6tipo Il apresentou RONs terminais no brago curto do par 5 (m),
sendo que em um dos homologos a RON é dupla e coincidente com uma constricdo
secundaria. Os outros dois individuos do citdtipo Il apresentaram marcagdes terminais no
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braco longo dos pares 4 (m) e 12 (sm) e no brago curto do par 5 (m) (Fig. 2b). Um individuo
do citotipo 111 apresentou RONs terminais no brago curto do par 5 (m), e outro individuo
mostrou marcag6es terminais no braco longo dos pares 4 (m) e 14 (sm) e no braco curto do
par 5 (m) (Fig. 2c).

Os citétipos IV, V e VI apresentaram padrdo de RONs mdltiplas, com
variacdo no numero e posicdo desses sitios. Um individuo do citotipo 1V apresentou RONs
terminais no braco curto do par 5 (m) e no braco longo do par 19 (st); outro individuo mostrou
marcacgdes terminais no brago longo do par 12 (sm) e do par 19 (st) (Fig. 2d).

O citotipo V apresentou trés padrdes: um individuo com RONs terminais no
braco longo dos pares 15 (sm) e 22 (st); um outro com RONs terminais no bra¢o curto do par
5 (m) e no brago longo dos pares 4 (m) e 17 (sm) e um terceiro com RONSs terminais no braco
curto do par 5 (m) e braco longo do par 4 (m) (Fig. 2e).

E o citétipo VI também apresentou trés padrdes de RONs multiplas: dois
individuos com RONSs terminais no brago longo do par 4 (m) e no braco curto do par 5 (m);
um individuo com RONSs terminais no brago curto dos pares 5 (m) e 13 (sm) e no braco longo
do par 19 (sm); e um terceiro individuo com RONSs terminais no brago curto do par 5 (m) e no
brago longo do par 19 (sm) (Fig. 2f).

A coloracdo com fluorocromos revelou sinais CMA;" coincidente com as
RONs enquanto o DAPI mostrou-se homogéneo (Fig. 3). Apenas 2 cromossomos mostraram-

se CMA;" sem associagdo com as RONs (um no citdtipo 11 e outro no citdtipo V1).

Bandamento C corado com Giemsa e fluorocromos

Apbds o bandamento C, a heterocromatina mostrou-se fracamente distribuida
na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos em todos os citétipos (Figs. 4 e 5). A
coloragdo sequencial com fluorocromos revelou que a heterocromatina pericentromérica €
DAPI", enquanto que os sinais CMA;" terminais provavelmente coincidem com as RONS. Foi
possivel visualizar uma diferenciacdo entre os citdtipos: | e V apresentam sinais DAPI* muito
sutis; 111, 1V e VI apresentam sinais discretos; e o citdtipo 1l apresentou blocos DAPI”

conspicuos (Figs. 4 e 5).
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Células meioticas

As células meioticas dos individuos machos também foram analisadas,
sendo detectadas as seguintes fases: espermatogonial com 52 cromossomos; zigéteno;
paquiteno, diploteno, diacinese, metafase | com 26 bivalentes e metafase Il com 26

cromossomos (Fig.6).

Discussao

O namero diploide igual a 52 é bastante conservado no género
Bryconamericus, como foi observado em Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Trés
Bocas e em outras espécies e populacbes (Capistano et al. 2008; Portela-Castro et al. 2008;
Santos et al. 2012), exceto Bryconamericus sp. E do corrego Avoadeira/MT, que apresentou
54 cromossomos (Wasko e Galetti Jr 1998). No entanto, uma grande variabilidade na
macroestrutura cariotipica tem sido caracteristica neste género (tabela 2). A ocorréncia de
citétipos nesta espécie ja foi documentada por Portela-Castro et al. (2008), que observaram
dois citétipos na populacdo do Rio Keller: I - 12m+18sm+8st+14a (NF=90) e Il -
8m+28sm+6st+10a (NF=94). Distintas formulas cariotipicas também ja foram documentadas
para Bryconamericus sp B do Rio Piracicaba (Wasko et al. 1996; Wasko e Galetti Jr 1998;
1999), Bryconamericus aff. exodon do Ribeirdo Trés Bocas (Painter-Marques et al. 2002) e B.
ecai do rio Forquetinha/RS (Santos et al. 2012).

Anteriormente, Eberhardt (2008), reportou quatro citotipos para a populacao
do Ribeirdo Trés Bocas: citétipo 1. 12m+16sm+10st+14a (NF=90), citétipo II:
14m+18sm+10st+10a (NF=94), citétipo Il1l: 10m+24sm+6st+12a (NF=92) e citétipo IV:
10m+14sm+8st+20a (NF=84). E interessante ressaltar que, esses quatro citGtipos sdo
diferentes dos encontrados neste estudo, confirmando a grande variagdo cariotipica nesta
populacdo. Esses resultados e aqueles observados na literatura demonstram que rearranjos
cromossémicos ndo Robertsonianos, como inversdes pericéntricas, que alteram a férmula
cariotipica, mas ndo o nimero dipldide, provavelmente sdo 0os mecanismos responsaveis pela
evolugdo cromossémica no género Bryconamericus.

Dentre os seis citétipos de Bryconamericus aff. iheringii, o citotipo | é o que
mais difere em relacdo ao NF e, além disso, possui presenca exclusiva de RONs simples,

podendo ser considerado como pertencente a uma outra espécie do género Bryconamericus,
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vivendo em simpatria no Ribeirdo Trés Bocas. Os demais citdtipos podem ter sido gerados
por cruzamentos entre eles e por inversdes pericéntricas. Para facilitar o entendimento dessa
hipbtese, os citdtipos foram reorganizados em grupos de m/sm e st/a: citétipo Il
32m/sm+20st/a, citotipo Il 38m/sm+14st/a, citotipo IV 34m/sm+18st/a, citétipo V
40m/sm+12st/a e o citétipo VI 42m/sm+10st/a. Como demonstrado na Fig. 7 o cruzamento
entre o citotipo IV e VI originou o citétipo Il que, por sua vez, através de um cruzamento
com o citétipo VI originou o citotipo V. Assim sendo, os citétipos Il e V seriam 0s mais
recentes na populacdo e os citotipos Il, IV e VI seriam os mais antigos e, provavelmente,
foram originados a partir de inversdes pericéntricas. No entanto, ndo foi possivel determinar a
linha evolutiva na qual os citétipos I1, IV e VI foram originados, pois ndo houve uma hipotese
mais parcimoniosa, uma vez que todas as ordens possiveis tem probabilidade igual ou muito
similar de ter ocorrido.

Com excec¢do do citétipo I, que possui RONs simples, foi observada uma
variabilidade de sitios AGQRONs, DNAr 18S e CMA3" entre e dentro dos demais citotipos.
Todos os sitios de DNAr 18S estfo associados aos sinais CMAs", significando que ocorre
associacdo das RONs com sequéncias ricas em pares de bases CG. Entretanto, foram
observados dois cromossomos com sinais fluorescentes, sem relacdo com o0s sitios
ribossémicos, indicando a existéncia de outro tipo de DNA repetitivo rico em CG néo
relacionado & RON. A coincidéncia entre sinais CMA;" ou MM" e sitios de RONSs ja foi
observada em Bryconamericus sp. A, B, C e D (Wasko e Galetti Jr 1999), Bryconamericus
aff. exodon (Paintner-Marques et al. 2002) e Bryconamericus aff. iheringii (Paintner-Marques
et al. 2003).

Embora tenha sido evidenciado padrdo de RONs mdltiplas em cinco
citétipos, diferencas na localizacéo e no niamero das RONs foram observadas, exceto pelo par
5, que foi conservado nestes citdtipos. A variabilidade de sitios de RONs pode ser resultado
da dispersdo desses genes no cariotipo que, provavelmente, ocorreu devido a rearranjos
cromossémicos como transposicdo e/ou translocacédo e, além disso, a existéncia de distintas
formulas cariotipicas, sugere a fixacdo evolutiva de uma extensiva diversificagdo
cromossémica na espécie como ja sugerido por Paintner-Marques et al. (2003) e Capistano et
al. (2008).

O padrdo de RONs multiplas € o mais comum dentro do género, sendo
observado em Bryconamericus aff. exodon, Bryconamericus aff. iheringii e B. ecai, como

indicado na tabela 2. O primeiro relato de RONs simples foi feito por Paintner-Marques et al.
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(2003) para Bryconamericus aff. iheringii do rio Agua da Floresta/PR, onde foi observada
marcacgdo terminal do braco curto de um par submetacéntrico grande. Posteriormente, esse
mesmo resultado foi encontrado por Capistano et al. (2008) em Bryconamericus aff. iheringii
do Ribeirdo Tatupeba. Santos et al. (2012) também reportaram RONSs simples para o citétipo
Il de B.ecai do Rio Forquetinha, onde foram evidenciadas marcagdes no braco curto de um
par de subtelocéntricos, mesmo dado encontrado para o citétipo | de Bryconamericus aff.
iheringii aqui analisado.

A diversidade genética no género Bryconamericus também inclui variacdo
na composicdo da heterocromatina e, neste estudo pdde diferenciar os citdtipos de
Bryconamericus aff. iheringii, uma vez que os citGtipos | e V apresentaram sinais DAPI*
muito sutis nas regiGes heterocromaticas; os citotipos Ill, IV e VI apresentaram sinais
discretos e o citétipo 11 apresentou blocos DAPI™ conspicuos, indicando uma diferenciacéo
em relacdo a proporgdo de pares de bases AT.

Paintner-Marques et al. (2003), analisando Bryconamericus aff. iheringii, do
rio Agua da Floresta pode detectar diferentes tipos de heterocromatina no mesmo cariétipo,
apos o tratamento com enzima de restri¢cdo Alul. Santos et al. (2012) verificaram diferencas na
composi¢do da heterocromatina entre os citétipos de Bryconamericus ecai, apds coloragéo
com fluorocromos base especificos.

Neste género, a heterocromatina se encontra distribuida, principalmente, em
regibes pericentromérica e terminal sendo que, segundo Paintner-Marques et al. (2003),
marcagOes terminais em cromossomos subtelocéntricos, podem ser consideradas marcadores
cromossémicos para Bryconamericus iheringii. No entanto, essa localizagdo nao foi detectada
em B. aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas, podendo indicar um marcador de diferenciacédo
entre essas espécies, uma vez que sao tao similares morfologicamente.

A alta diversidade cariotipica encontrada neste estudo pode estar
relacionada as caracteristicas ambientais do Ribeirdo Trés Bocas. Winkaler et al. (2001)
analisaram parametros fisioldgicos e patoldgicos de A. altiparanae e A. fasciatus desse
ribeirdo e observaram alteragdes na estrutura branquial das duas espécies. Para esses autores,
as lesdes histopatoldgicas ocorreram em resposta ao efeito de agentes tdxicos presentes na
agua e sedimento. Proximo a essa localidade existem algumas propriedades rurais e trechos
com mata ciliar pouco preservada, permitindo assim o influxo de agrotdxicos e outros
efluentes agricolas. Essas caracteristicas tornam o Ribeirdo Trés Bocas um ambiente com

intensa presséao seletiva sobre as populacGes que nele vivem. Assim sendo, a alta variabilidade
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genética encontrada pode ser a razdo pela qual essa populacdo de Bryconamericus se manteve
ao longo do tempo nessa regido.

Desde Eberhardt (2008) até o presente estudo, as coletas no Ribeirdo Trés
Bocas ocorreram em épocas distintas ao longo de, aproximadamente, cinco anos e durante
esse periodo o ndmero de citotipos aumentou. E interessante notar que, ao invés de
documentar individuos com citétipos ja descritos, 0s novos exemplares representaram outros
citétipos, sugerindo que esse ponto do Ribeirdo Trés Bocas seja transitorio para
Bryconamericus aff. iheringii. Esse fato indica que, individuos provenientes de outras
localidades préximas, como de pequenos afluentes ou até mesmo do Rio Tibagi, possam estar
temporariamente no Ribeirdo Trés Bocas, seja para reproducdo ou alimentacdo. Portanto,
durante alguma etapa do seu ciclo de vida, estes peixes permanecem nesta area, revelando a
necessidade de preservar este ribeirdo em toda sua extensdo, e consequentemente, conservar
as populages de outras localidades.

Os dados aqui reportados para Bryconamericus aff. iheringii corroboram
com a conservacdo do numero dipléide no género, bem como sua alta diversidade cariotipica,
sugerindo que rearranjos cromossomicos, principalmente inversbes pericéntricas e/ou
translocacGes, sejam importantes mecanismos na evolugdo cromossdmica deste grupo de
peixes. Além disso, 0 cruzamento entre os citétipos também é fonte de variabilidade
cariotipica, aumentando ainda mais o polimorfismo na populacdo. A analise meidtica provou
que esses individuos suportam tamanha variagdo, visto que a formagdo de gametas ocorre
regularmente, razdo pela qual os diferentes citotipos foram mantidos. No entanto, ndo €
descartada a ocorréncia de mais de uma espécie no Ribeirdo Trés Bocas e a necessidade de
uma revisdo taxondmica do grupo, visto que as relacfes filogenéticas entre as espécies de

Bryconamericus ainda ndo estdo bem definidas.
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Anexos
Figura 1 - Mapa do Brasil destacando o local de coleta no Ribeirdo Trés Bocas, pertencente a

bacia do Paranapanema, estado do Parand. Em destaque, a foto de um exemplar de
Bryconamericus aff. iheringii

Rio Paranapanema

Ribeirdo Trés Bocas .
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Citotipos de Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas: Citl (a), Citll
(b), Citlll (c), CitlV (d), CitV (e), CitVI (f). Nos boxes estdo representados 0s
diferentes padrdes de AGRONSs encontrados em cada citdtipo. No citétipo 1, o
par 5 também esta evidenciado com coloragdo convencional para demonstrar a
constricdo secundaria em um dos homélogos. Escala da barra =5 um.
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Figura 3 - Cromossomos de Bryconamericus aff. iheringii submetidos a impregnacao pelo

nitrato de prata, fluorocromo CMA; e hibridacdo in situ com sonda de DNAr 18S
nos diferentes citotipos. Note que existem cromossomos nos citétipos Il e VI que
sd0 CMA;" mas ndo tem associacio com as RONs. No citotipo 1l estd
representado o par 5 com RON dupla em um dos homdlogos que s6 ocorre no
padrdo de RONs simples e o par 5 sem este heteromorfismo que ocorre no padrao
de RONs mdltiplas.
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Figura 4 - Metafases somaticas dos citotipos I, Il e 11l de Bryconamericus aff. iheringii

Citotipo I

~ correspondem as RONSs.

submetidas ao bandamento C, com coloracdo por Giemsa, CMA; e DAPI. O
citétipo Il mostra coloracdo sequencial. Note que a heterocromatina
pericentromérica € DAPI®, enquanto os sitios CMA;" terminais provavelmente

Citotipo II

Citétipo III
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Figura 5 - Metafases somaticas dos citétipos 1V, V e VI de Bryconamericus aff. iheringii
submetidas ao bandamento C, com coloracdo sequencial por Giemsa, CMA; e
DAPI. Note que a heterocromatina pericentromérica é DAPI®, enquanto os sitios

CMA;" terminais provavelmente correspondem as RONS.
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Figura 6 - Fases meidticas de células gonadais de machos de Bryconamericus aff. iheringii
do Ribeirdo Trés Bocas: Espermatogonial (a), Zigoteno (b), Paquiteno inicial (c),

Paquiteno mediano (d), Paquiteno final (e), Dipléteno (f), Diacinese (g), Metafase
I (h), Metéafase 1l (i).
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Figura 7 - Esquema representativo para a possivel origem dos citétipos Il e V de

Bryconamericus aff. iheringii do Ribeirdo Trés Bocas, através de cruzamentos
entre os citotipos IV x VI e Il x VI, respectivamente.

CitIV CitVI CitIII CitVI
34m/sm+18st/a  42m/sm+10st/a 38m/sm+14st/a 42m/sm+10st/a
l Meiose l Meiose l Meiose lMeiose
17m/sm+9st/a 21m/sm+5st/a 19m/ Sm+75t/\a\ 21m/sm+5st/a
CitIII CitV

38m/sm+14st/a 40m/sm+12st/a




69

Tabela 2 - Dados citogenéticos em espécies do género Bryconamericus. 2n = numero diploide, NF = nimero fundamental, m = metacéntrico, sm
= submetacéntrico, st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t. = terminal, pc. = pericentromérica, ¢.= centromérica, i.= intersticial, p =
braco curto, q = braco longo, RF= Referéncia.

Espécie Localidade 2n  Formula Cariotipica NF  N° de sitios AQRONs N° de cistrons de DNAr 18S, RF
28S ou 45S

Bryconamericus aff. exodon  Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 16m+12sm+6st+18a 86 2-5 (t. pou g m, sm) 8 (t. m, sm) 1
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 2-5 (t. pougm, sm) 8 (t. m, sm) 1

Bryconamericus aff. iheringii  Rio Agua da Floresta/PR 52 8m+22sm+10st+12a 92 2 (t. psm) 2 (t.psm) 2
Ribeirdo Maringa/PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 2-4 (t. psm) 6 (t. p sm) 3
Rio Keller/PR 52 8m+28sm+6st+10a 94 2-4 (t. p st) 10 (t. p sm, st) 3;4
Ribeirdo Tatupeba/PR 52 8m+20sm+8st+16a 88 2 (t. psm) 2 (t. psm) 3
Rio Keller/PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 - - 4
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 12m+16sm+10st+14a 90 - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 14m+18sm+10st+10a 94 - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 10m+14sm+8st+20a 84 - - 5
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 12m+10sm+16st+14a 90 2 (t.pst) 2 (t.pst) 6
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 18m+14sm+10st+10a 94 2-4 (t.p m, g. m, sm) 2-6 (t.p m, g. m, sm) 6
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 20m+18sm+4st+10a 94 2-5 (t.p m, g m, sm) 2-6 (t.p m, g. m, sm) 6
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 20m+14sm+12st+6a 98 2-3 (t.p m, g sm, st) 4 (t.p m, q sm, st) 6
Ribeirdo Trés Bocas/PR 52 22m+18sm+8st+4a 100 3-4 (t.pm, gsm, st) 4-6 (t.p m, q sm, st) 6



Bryconamericus stramineus

Eigenmann 1908

Bryconamericus ecai
Silva 2004

Bryconamericus sp. A

Bryconamericus sp. B

Bryconamericus sp. C
Bryconamericus sp. D

Bryconamericus sp. E

Ribeirdo Trés Bocas/PR

Rio Mogi-Guagu/SP
Rio Forquetinha/RS

Rio Forquetinha/RS
Rio Forquetinha/RS
Rio Forquetinha/RS
Rio Piracicaba/SP

Rio Piracicaba/SP

Rio Piracicaba/SP
Ribeirdo Trés Bocas/PR
Corrego Avoadeira/MT

Corrego Avoadeira/MT

52

52

52

52

52

52

52

52

52

52

52

54

18m+24sm+6st+4a

26m/sm+26st/a

10m+10sm+8st+24a

10m+14sm+12st+16a

14m+12sm+8st+18a

10m+24sm+14st+4a

6m+30sm+6st+10a

10m+6sm+18st+18a

6m+10sm+20st+16a

6m+18sm+14st+14a

8m+14sm+16st+14a

10m+16sm+22st+6a

100

80

88

86

100

94

86

88

90

90

102

3-5 (t.p m, g m,sm)

2-4 (t. pm, sm, st, a; q sm)

2 (t.pst)

2-3 (t.psm, a)

2-3 (t. psm, st)

2-3 (t. psm, st)

1-3 (t. p sm, st)

1-3 (t. p sm, st)

1-4 (t. pm, sm, a, q sm, st)
1-4 (t.pst, a)

4-6 (t.p m, @ m,sm)
4 (t. pm, a; gsm)

2 (t. pst)
6 (t. pm, sm, st, a; g sm)
2 (t.pm,st)

9;10; 11

10; 11
10; 11
10; 11

10
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1. Paintner-Marques et al. (2002); 2- Paintner-Marques et al. (2003); 3- Capistano et al. (2008); 4- Portela-Castro et al. (2008); 5- Eberhardt
(2008); 6- Presente estudo; 7- Portela et al. (1988); 8- Santos et al. (2012); 9- Wasko et al. (1996); 10- Wasko e Galetti Jr. (1998); 11- Wasko e

Galetti Jr. (1999).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados cariotipicos para as trés espécies deste estudo corroboram com o0s
disponiveis na literatura para 0s géneros, no entanto, foram encontradas algumas
peculiaridades para as populacfes analisadas. Além disso, os resultados poderdo auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na evolucdo cariotipica dos géneros Astyanax e

Bryconamericus. Em geral, destacam-se as seguintes contribuicdes:

1. Os dados para Astyanax altiparanae e A.asuncionensis confirmaram a conservagdo do
numero diploide e a diversidade da macroestrutura cariotipica do complexo bimaculatus,
sugerindo que inversdes pericéntricas sejam eventos importantes para a evolugdo cariotipica

do grupo.

2. A presenca de RONSs simples em A.asuncionensis e em alguns individuos de A.altiparanae,
demonstraram uma estreita relacéo filogenética entre essas espécies, bem como com outras do

complexo bimaculatus, que também apresentam esse padréo.

3. O polimorfismo no namero e posicdo das RONs em A.altiparanae indica que eventos de
transposicdo e/ou translocacdo sdo mecanismos que influenciam a evolucdo cariotipica desta

espécie.

4. O padrdo de distribuicdo da heterocromatina em ambas espécies, bem como as bandas
heterocromaticas CMA3* e DAPI™ do par da RON em A.asuncionensis e o padrdo de RONs
maltiplas em alguns individuos de A.altiparanae, podem atuar como marcadores
cromossémicos especificos para a diferenciagdo dos morfotipos altiparanae/ asuncionensis e

sdo, provavelmente, decorrentes do processo natural de especiacéo.

5. A manutencdo da alta diversidade cariotipica nas trés populacfes de A.altiparanae ocorre
devido, provavelmente, a segregacdo meiética regular, juntamente com a alta habilidade
adaptativa da espécie em colonizar novos habitats, favorecendo a estruturacdo genética nas

diferentes localidades.
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6. Os dados de Bryconamericus aff. iheringii corroboram com um numero dipldide
conservado e com a variabilidade de formulas cariotipicas do género, incluindo a ocorréncia

de citotipos em uma mesma populacdo, como ja reportado para outras espécies.

7. Os citétipos de Bryconamericus aff. iheringii diferiram em relacdo ao nimero e posicao
dos sitios de RONs e CMA;", bem como na composicdo de bases AT e GC da
heterocromatina, indicando um alto grau de polimorfismo para a populacdo. No entanto, o
citétipo I, por ser o que mais difere em relagdo ao nimero fundamental, aos sitios de RONs e
CMA;", foi considerado, neste estudo, como pertencente a outra espécie.

8. Esta populacdo de Bryconamericus aff. iheringii ndo apresenta heterocromatina terminal
em cromossomos subtelocéntricos, que foi considerado um marcador cromossdmico para
B.iheringii, segundo alguns autores. Assim, a banda C pode ser uma ferramenta de distingéo

dessas duas espécies, uma vez que os caracteres morfoldgicos ndo séo suficientes.

9. A origem dos citétipos de Bryconamericus aff. iheringii, do Ribeirdo Trés Bocas, pode
estar relacionada a rearranjos cromossomicos, do tipo inversdo pericéntrica, sendo
importantes mecanismos na evolucdo cromossémica do grupo. Além disso, 0 cruzamento
entre os citétipos também é fonte de variabilidade cariotipica, aumentando ainda mais o

polimorfismo na populacéo.

10. A andlise meiotica permitiu a confirmacdo de que a segregacdo meiltica ocorre
regularmente, embora muitos rearranjos cromossémicos tenham ocorrido nesta populacao.
Essa diversidade genética pode ter sido a responsavel pela sobrevivéncia de Bryconamericus
aff. iheringii nesta localidade, visto que a atividade antropica exerce no Ribeirdo Trés Bocas

uma alta presséo seletiva.
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