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RESUMO

A familia Characidae € composta por um grande numero de peixes distribuidos por
toda a regido Neotropical. Devido a sua elevada diversidade esse grupo apresenta
algumas incertezas referentes tanto a sua identificacdo quanto as suas relacdes
filogenéticas, por isso ao longo do tempo muitos integrantes dessa familia
apresentaram modificagcbes na sua classificacdo. Diante disso muitos géneros
taxonomicamente confusos foram alocados em Incertae sedis, porém estudos
recentes sugerem um novo agrupamento de alguns géneros como é o caso de
Astyanax e Markiana. Ambos despertam interesse da citogenética, o primeiro género
por possuir uma grande diversidade cariotipica e 0 segundo pela falta de dados
citogenéticos. Sendo assim o presente trabalho analisou citogeneticamente
exemplares de Astyanax aff. fasciatus de trés diferentes localidades: Ribeirdo Trés
Bocas/ PR, Rio Laranjinha/ PR e Ribeirdo Jacu/ SP e Markiana nigripinnis do Rio
Miranda/MS com o objetivo de fornecer dados sobre a estrutura e evolugao
cariotipica dessas espécies. A populacdo do Ribeirdo Trés Bocas apresentou trés
formulas cariotipicas diferentes denominadas: A- 10m +16sm +20st-a; D-
10m+20sm+16st-a e H-8m+16sm+22st-a, enquanto que as populagbes do Rio
Laranjinha e do Ribeirdo Jacu apresentaram apenas um cariotipo cada: A-8m+
22sm+16st-a e D-10m+16sm+20st-a, respectivamente. O bandamento C evidenciou
padrbes distintos de heterocromatina para cada localidade, onde cada formula
cariotipica apresentou quantidade e distribuicdo diferenciada. A coloracdo com o0s
fluorocromos base-especificos demonstrou a heterocromatina dos cariotipos A e D
do Ribeirdo Trés Bocas exclusivamente CMA;3, enquanto que o cariétipo H
apresentou heterocromatina CMA3; e DAPI positivos. As populacbes do Rio
Laranjinha e do Ribeirdo Jaclu apresentaram heterocromatina tanto CMA3; quanto
DAPI positivos, com maior niumero de marcacfes ricas em pares de base AT. A
grande diversidade genética observada em Astyanax aff. fasciatus corrobora com a
hipotese da existéncia de um complexo de espécies. Os espécimes de M. nigripinnis
analisados apresentaram numero diploide 2n=52 e férmula cariotipica: 32 sm + 20
st-a, com constricdo secundaria no braco longo de um par de cromossomos
submetacéntricos, coincidentes com a RON, com a sonda de DNAr 18S e CMA;". O
bandeamento C revelou marcacdes na regido pericentroméricas e intersticiais
proximais em cromossomos st-a, sendo alguns desses cromossomos DAPI*. A FISH
com sonda DNAr 5S apresentou um par com marcacao intersticial. Os dados
citogenéticos para Markiana nigripinnis se mostraram semelhantes ao observados
para outras espécies da subfamilia Stevardiinae geraram informacgfes importantes
gue apoiam as hipbéteses mais recentes que sugerem o posicionamento de M.
nigripinnis dentro da subfamilia Stervardiinae.

Palavras- chaves: Astyanax. Diversidade Cariotipica. Rearranjos
CromossOmicos. Heterocromatina. Stevardiinae.
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ABSTRACT

The Characidae family is composed of a large number of fish distributed throughout
the Neotropical region. Due to their high diversity this group presents some
uncertainties regarding both their identification and their phylogenetic relationships,
so over time many members of this family presented modifications in their
classification. Faced with this, many taxonomically confused genres were allocated to
Incertae sedis, but recent studies suggest a new grouping of some genera such as
Astyanax and Markiana. Both arouse interest in cytogenetics, the first genus because
it has a great karyotype diversity and the second because of the lack of cytogenetic
data. Thus the present work analyzed cytogenetically specimens of Astyanax aff.
fasciatus from three different localities: Trés Bocas Stream/PR, Laranjinha River/PR
and Jacu Stream/SP and Markiana nigripinnis from the Miranda River/MS with the
objective of providing data on the structure and karyotype evolution of these species.
The population of Ribeirdo Trés Bocas presented three different karyotype formulas
denominated A-10 metacentric (m) +16 submutacentric (sm) +20 subtelo-acrocentric
(st-a); D-10m + 20sm + 16st-a and H-8m + 16sm + 22st-a, while the populations of
the Laranjinha River and Jacu Stream presented only one karyotype each: A-8m +
22sm + 16st- A and D-10m + 16sm + 20st-a, respectively. C-banding showed distinct
patterns of heterochromatin for each locality, where each karyotype formula had a
different quantity and distribution. The staining with the base-specific fluorochromes
demonstrated the heterochromatin of the Karyotypes A and D of the Trés Bocas
Stream exclusively CMAs", whereas the karyotype H presented CMA;z
heterochromatin and DAPI positive. The populations of Laranjinha River and Jacu
Stream presented both CMA; and DAPI positive heterochromatin, with a higher
number of markers rich in AT base pairs. The great genetic diversity observed in
Astyanax aff. fasciatus corroborates the hypothesis of the existence of a species
complex. The specimens of M. nigripinnis analyzed presented diploid number 2n =
52 and karyotype formula: 32 sm + 20 st-a, with secondary constriction in the long
arm of a pair of submutacent chromosomes, coincident with NOR, with the 18S and
CMA3" rDNA probe. C-banding revealed placements in the proximal pericentromeric
and interstitial regions on st-a chromosomes, some of these chromosomes being
DAPI*. FISH with 5S rDNA probe showed a pair with interstitial labeling. The
cytogenetic data for Markiana nigripinnis were similar to those observed for other
species of the subfamily Stevardiinae and generated important information to support
the more recent hypotheses that suggest the positioning of M. nigripinnis within the
subfamily Stervardiinae.

Keywords: Astyanax. Karyotype Diversity. Chromosome Rearrangements.
Heterochromatin. Stevardiinae.
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1. INTRODUCAO

Os peixes apresentam-se como um grupo de vertebrados bastante
diversificado. Essa grande diversidade dificulta a organizacdo de sua classificacao

ictiolégica e o entendimento de sua histéria evolutiva (Nelson, 2006).

A regido Neotropical caracteriza-se por possuir uma grande variedade de
peixes dulcicolas (Lowe e McConnell, 1999). As duas ordens que apresentam maior
namero de representantes nesta regido sdo os Characiformes e os Siluriformes.
Devido a isso, essas ordens sdo de grande interesse para estudos citogenéticos,
levantando informac¢des como: numero dipldide, formula cariotipica, presenca de
cromossomos sexuais diferenciados, cromossomos supranumerdrios, padrdoes de

distribuicdo da heterocromatina e localizacao dos sitios de DNAr.

Entre os membros da ordem Characiformes, a familia Characidae é uma
das mais complexas, sendo composta de uma diversidade de formas que lhes
permitiram ocupar diversos ambientes, com diferentes processos alimentares e
estratégias reprodutivas (Graca e Pavanelli, 2007). Porém, essa mesma
caracteristica dificulta sua classificacdo e a relacdo de parentesco de seus

integrantes (Lucena 1993).

Nos ultimos anos, uma melhor definicdo das relagdes entre as principais
linhagens dentro de Characidae estd surgindo, baseada principalmente em
evidéncias fornecidas por caracteristicas moleculares e osteologicas buscando

contribuir com o conhecimento das relagdes filogenéticas dentro deste grupo.

Em andlises osteoldgicas, Mirande (2010) propde que alguns integrantes
do género Incertae sedis seriam parte de um ramo de Characidae, chamado "clado
Astyanax" Nessa mesma hipétese, Markiana nigripinnis que, até o momento, tinha
uma posicao indefinida na familia, faria parte do “clado Astyanax” juntamente com
algumas espécies deste género, indicando uma suposta relacdo de Markiana com o

género Astyanax.

Outra restruturacéo proposta por Mirande (2010) foi tornar Stevardiinae um
grupo mais abrangente, composto por algumas espécies dos géneros:

Bryconamericus, Hemibrycon, Cyanocharax, Knodus, Aulixidens, Attonitus,



Acobrycon, Pseudocorynopoma, Mimagoniatus, Diapoma, Odontostoechus, Nantis,

Piabina e Creagrutus.

Dentro da familia Characidae a grande quantidade de dados citogenéticos
relatada para algumas espécies, como Astyanax fasciatus, contrasta com a escassez
de estudos em alguns géneros como em Markiana nigripinnis, por isso mais estudos
citogenéticos neste grupo, além do aumento da documentacdo cariotipica, podem
contribuir com dados que auxiliem a classificacdo das espécies e, também, para o

esclarecimento das relacdes evolutivas entre os integrantes da familia Characidae.

2. REVISAODA LITERATURA

2.1 ASPECTOS CITOGENETICOS GERAIS DE CHARACIDAE

A ordem Characiformes é composta por 23 familias com mais de 2000
espécies, atingindo maior representatividade na regidao Neotropical sendo um dos

maiores grupos de peixes de agua doce (Eschmeyer e Fong, 2015).

Entre as familias mais representativas de Characiformes, Characidae comporta
espécies com portes variados e encontrados nas principais bacias hidrogréficas,
compondo também populagbes isoladas em riachos (Buckup et al. 2007). Seus
representantes geralmente apresentam uma nadadeira caudal adiposa, sdo bons
nadadores e incluem a maioria dos peixes de escamas conhecidos popularmente
como lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixe-cachorro, entre outros. Sao um
dos maiores grupos de peixes dulcicolas, distribuidos nos continentes americanos,

desde a fronteira México-Estados Unidos até o Sul da Argentina (Reis et al. 2003).

Os estudos cromossémicos na familia Characidae mostram uma grande
variabilidade numérica, de 2n=28 em Hemigrammus sp. (Characidae) a 2n=52 em
Cheirodon stenodon (Cheirodontinae) com predominancia de 2n=48 e 2n=50 (Oliveira
et al. 2009). Também sdo observadas varia¢des estruturais tanto em espécies de um
mesmo género (Morelli et al. 1983), como entre populacbes da mesma espécie
(Moreira-Filho e Bertollo, 1991), sendo atribuido aos rearranjos robertsonianos e

inversdes pericéntricas as variacdes cariotipicas observada em muitos Characidae.



Mesmo apresentando uma ampla variabilidade cariotipica, os integrantes da
familia Characidae apresentam em comum a presenca de dois grandes cromossomos
metacéntricos, que correspondem ao primeiro par do complemento A, sendo esta
caracteristica presente na maioria dos integrantes deste grupo (Daniel-Silva e
Almeida-Toledo, 2005).

As andlises das regibes organizadoras de nucléolo (RONs) sdo de grande
importancia na caracterizacdo cariotipica da familia Characidae, podendo ser
caracterizados pela presenca de RONs simples como em Bryconinae (Travenzoli et
al. 2015), maltiplas como em Serrasalminae (Nakayama, et al. 2012) e outros grupos
apresentando tanto RONs mdltiplas e simples como o observado em Astyanax
(Kavalco e Almeida-Toledo, 2007). Com relacdo a coloracdo com fluorocromos base-
especificos, é observado, em grande maioria, uma coincidéncia de localizacdo entre
as AgRONSs e as marcagfes CMAz3 positivas, porém alguns sitios de heterocromatina
detectados por banda C e positivos para coloragcdo com fluorocromo CMA3 podem nao

estar relacionados com as AgRONs (Souza et al. 2001).

Junto com as RONs, a heterocromatina é de grande importancia para a
diversificacéo cariotipica dentro dessa familia, como para o género Astyanax, onde os
blocos heterocroméaticos foram utiizados na caracterizacdo populacional,
polimorfismo e evolugdo (Pazza, 2006; Kavalco e Almeida-Toledo, 2007; Vicari et al.
2008)

Também podem ser observados para a familia Characidae a ocorréncia de
poliploidia e diferentes tipos de heteromorfismo ligado ao sexo (Cavallaro, 2000) e

também a presenca de cromossomos supranumerarios (Moreira-Filho et al. 2001)

As andlises citogenéticas na familia Characidae fornecem dados que
contribuem para o conhecimento da estrutura, organizacdo molecular e
comportamento dos cromossomos (Nirchio e Oliveira, 2006), auxiliando na
caracterizacdo das espécies de forma mais completa ou contribuindo com
informacBes para espécies taxonomicamente problematicas (Medrado, 2015), além
de possibilitar o entendimento da ocorréncia de casos de polimorfismos

cromossomicos e diferentes cariétipos em algumas espécies (Kasahara, 2009).



2.2 ASPECTOS GERAIS E CITOGENETICOS EM Astyanax aff.fasciatus

O género Astyanax compreende 0s peixes conhecidos popularmente com
lambaris ou piabas, sendo encontrados na regido Neotropical, desde a fronteira do
México com os Estados Unidos até o sul da Argentina (Eigenmann, 1921). Vivem em
cardumes podendo ser encontrados desde cabeceiras a cursos principais de rios,

proximos a manguezais e também no interior de cavernas (Parry et al. 2003).

Este género desperta o interesse dos estudos citogenéticos, pelo fato de
ser constituido por espécies com diferentes tendéncias evolutivas e por uma elevada

variabilidade cromossémica, numérica e estrutural. (Kavalco e Almeida-Toledo, 2007).

Dentre as espécies deste género destaca-se Astyanax fasciatus, que foi
descrita pela primeira vez por Cuvier, sendo a espécie tipo referente ao Rio S&o
Francisco. E considerada como pertencente a um complexo de espécies, proposto
pela primeira vez por Justi (1993) e afirmado posteriormente por Garuti e Bristki
(2000), pelo fato de ser possivel diferenciar diversas formas morfologicas e
cariotipicas, indicando a existéncia de populacées bem diferenciadas ao longo dos
sistemas hidrogréficos brasileiros.

Melo (2005), em seu trabalho baseado na andlise das espécies tipo e
material adicional comparativo proveniente do Rio Sdo Francisco e de outras bacias
hidrogréficas incluindo a América Central, recomendou que o0 nome Astyanax
fasciatus deve ser aplicado somente a exemplares do Rio S&o Francisco. Outras
formas de Astyanax de modo geral que s&o assinaladas como A. fasciatus,
pertencentes a outras bacias hidrograficas devem representar espécies novas deste

género.

O extenso trabalho realizado por Melo (2005) foi a primeira revisdo
consistente para as espécies do complexo A. fasciatus devido a meticulosidade de
suas analises, sendo que os dados citogenéticos corroboram para a hipotese de um
complexo de espécies, evidenciando uma elevada variacdo quanto ao numero
diploide de 2n=45 (Daniel-Silva, 1996; Pazza et al. 2006) até 2n=50 cromossomos
(Artoni et al. 2006), e também quanto a sua estrutura, resultando em diferentes

cariotipos.



Koguissi (1995 apud Dias e Giuliano-Caetano, 2003), citam que estudos
realizados por Koguissi (1995) numa populacdo de Astyanax sp. (revisto como A. aff.
fasciatus) do Ribeirdo Trés Bocas/PR, identificarando cinco citétipos diferentes
(Tabela 1). Estes citotipos mantinham o numero dipldide constante igual a 46, no
entanto, possuiam diferentes formulas cariotipicas com diferentes padrdes de

distribuicdo de heterocromatina.

Lacerda (2013) analisou exemplares de A. aff. fasciatus do Ribeirdo Trés
Bocas e Jacutinga, que apresentaram 2n= 46 e a caracterizacado de quatro formulas
cariotipicas sendo duas diferentes de Koguissi (1995), sendo que a populacdo do

Ribeirdo Jacutinga apresentou somente uma das formulas (Tabela 1).

Tabela 1: Citétipos encontrados em exemplares de Astyanax aff. fasciatus pertencentes ao Ribeirdo
Trés Bocas- Londrina/ PR observados por Koguissi (1995) e Lacerda (2013). m-sm=meta-
submetacéntrico, st-a=subtelo-acrocéntrico.

Koguissi Lacerda
Cariotipos (1995) (2013)

m-sm st-a m-sm st-a
A 26 20 26 20
B 27 19 - -
C 28 18 - -
D 30 16 - -
E 34 12 34 12
F - - 31 15
G - - 35 11
H - - - -

Pazza et al. (2006) analisaram exemplares de Astyanax fasciatus de diferentes
localidades pertencentes ao Rio Mogi-Guac¢u/SP tendo observado dois citétipos com
2n=48 e 2n=46 e complemento normal com todos cromossomos pareados, além de

outras seis variantes. Os cariotipos variantes diferem tanto na formula cariotipica



quanto no nimero diploide, como se pode observar na Tabela 2. Os autores acima
citados propuseram que o surgimento das variantes devem ter se originado a partir de

cruzamentos entre esses cariotipos principais e seus descendentes.

Tabela 2: Caritipos de Astyanax fasciatus identificados por Pazza et al. (2006). m=metacéntrico,
sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico e a=acrocéntrico.

Locais de Coleta 2n m sm | st a
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 45 12 20 10 3
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 46 12 20 10 4
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 47 12 19 10 6
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 47 12 21 10 4
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 47 12 20 10 5
Cachoeira das Emas (Pirassununga) SP | 48 8 22 12 6
Rio Mogi-Guagu (Ouro fino) - MG 47 12 20 10 5

Artoni et al. (2006), analisando quatro populacdes do Alto Rio Tibagi
evidenciaram trés citotipos diferentes em simpatia: Citétipo A com 2n=48 e formula
cariotipica 8m+ 18sm+ 14st+ 10a e Citotipo B e C 2n=50 com 8m+ 18sm+ 14st+10a.
Quanto a distribuicdo de heterocromatina, os citétipos A e B se mostraram muito
semelhantes, com marcacotes localizadas nas regides terminais do braco longo dos
Cromossomos acrocéntricos, enquanto que no citétipo C os blocos heterocromaticos
estavam presentes na regido intersticial. Dados morfologicos também foram
empregados nesse estudo, que somados com os dados citogenéticos, reforcam a
proposta de Justi (1993) de que Astyanax fasciatus compdem um complexo de

espécies.



2.3 ASPECTOS GERAIS DE Markiana nigripinnis

A espécie Markiana nigripinnis, popularmente conhecida como lambari do
campo, foi descrito originalmente como Tetragonopterus nigripinnis Perugia 1891,
baseado em caracteres morfolégicos. Caracteriza-se por ser um peixe de pequeno
porte, atingindo cerca de 10 centimentros de comprimento, com escamas crenuladas
cobrindo parcialmente os lobos caudais e a nadadeira anal, e listras em forma de
ziguezague ao longo do corpo (Britski et al. 1999). E considerada uma espécie
bentopelagica, com habito alimentar onivoro, comumente encontrado no sistema do
Pantanal de Mato Grosso do Sul, sendo nativa das bacias dos rios Parana, Paraguai
e Mamoré, ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (Lima et al.
2003).

O género Markiana foi inicialmente reconhecido como Incertae sedis na
familia Characidae. Mirande (2010) propds uma nova relagdo de proximidade entre
géneros Incertae Sedis, originando um ramo na filogenia de Characidae denominado
“clado Astyanax”, indicando uma suposta relacdo de Markiana com o0 género

Astyanax.

A partir da analise estrutural de espermatozoides, Baicere-Silva et al.
(2011), evidenciaram que M. nigripinnis compartiha o mesmo padrao de
espermiogénese e morfologia espermatica encontrados para os membros nao
inseminadores da subfamilia Stevardiinae, além da presenca de quatro dentes na
série interna do pré-maxilar e ectopterigdide triangular curto, demostrando uma
relacdo proxima entre Markiana nigripinnis e membros de Stevardiinae. Essa hipdtese
foi confirmada por Oliveira et al. (2011) através de estudos com base na analise
filogenética de sequéncias de DNA de dois genes mitocondriais e trés genes
nucleares, e também por Thomaz et al. (2015) a partir da analise molecular utilizando
dados de sequéncias de DNA a partir de sete fragmentos de genes, onde é proposta
uma nova filogenia para Stevardiinae, com M. nigripinnis fazendo parte desta

subfamilia.

Devido a imprecisdo em relagdo a sua posicdo filogenética, M. nigripinnis
torna-se uma excelente espécie para estudos citogenéticos, 0s quais sao inexistentes,

e que, juntamente com dados morfolégicos e taxonbmicos podem fornecer



informacdes que vao servir de auxilio na definicdo da relacdo dessa espécie com 0s

demais membros da familia Characidae.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, por meio de diferentes técnicas citogenéticas, exemplares de
Astyanax aff. fasciatus de diferentes localidades, a fim de ampliar o conhecimento
sobre a sua organizacao cariotipica, devido a elevada variabilidade estrutural relatada
para essa espécie, contribuindo para o entendimento de sua evolucao cariotipica e
também analisar exemplares de Markiana nigripinnis, da bacia do Rio Paraguai,
auxiliando na incorporagdo de novos dados a fim de melhor relacionar esta espécie

dentro da familia Characidae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o numero diploide e formula cariotipica;

e Evidenciar o padrao de distribuicdo das regides heterocromaticas;

e Verificar a atividade das regides organizadoras de nucléolos por meio da
impregnagéao por nitrato de prata;

e Coloragao com fluorocromos base especificos CMA3 e DAPI para
determinar sitios cromossdmicos ricos em pares de bases GC e AT,

e Determinar a localizacdo dos sitios de DNAr 18S e 5S por meio da
Hibridacao fluorescente in situ (FISH);

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E LOCAIS DE COLETA

Os exemplares de Astyanax aff. fasciatus foram coletados em trés localidades:
Ribeirdo Trés Bocas, Londrina-PR, no Parque Ecoldgico Dr. Daisaku lkeda, na antiga
Usina Trés Bocas; Rio Laranjinha, no municipio de Ribeirdo do Pinhal — PR, coletados
logo abaixo da barragem e Ribeirdo Jacu, no municipio de Candido Mota- SP (Figura

1 e 2). Os individuos de Markiana nigripinnis foram coletados no rio Miranda, municipio



de Corumba, Mato Grosso do Sul (Figuras 1 e 2). As coletas foram realizadas com

autorizacdo 11399-1 (BAMA-SISBIO), com auxilio de tarrafas e peneiras.

4.2 METODOLOGIA
Obtencédo de cromossomos mitéticos

A técnica utilizada foi adaptada para peixes por Bertollo et al. (1978) que

consiste em:

Foi injetada nos peixes, intra-abdominalmente, uma solugdo aquosa de
colchicina 0, 0125%, na proporcao de 1ml/100g de peso animal. Apos 30 minutos em
aquario aerado, os exemplares foram anestesiados com 6leo de cravo, por
aproximadamente 15 minutos e ap0s sacrificados para a retirada do rim anterior, que
foi colocado em placas de petri contendo cerca de 6-10ml de solugéo hipoténica (KCI
0,075M) e fragmentado com pingcas de disseccdo. Esta solucdo foi entdo
homogeneizada com uma seringa hipodérmica desprovida de agulha para que

ocorresse a separacao das células.

Posteriormente, a suspensdo foi transferida para um tubo de centrifuga e
incubada a 37°C, durante 30 minutos. Decorrido este tempo, o material foi pré-fixado
com 10 gotas de fixador (metanol: acido acético — 3:1) e centrifugado por 10 minutos
a 900 rpm. O sobrenadante foi descartado com pipeta Pasteur. Entdo, foram
adicionados de 5-7ml de fixador, o material foi nhovamente homogeneizado com a
pipeta Pasteur e em seguida novamente centrifugado. Este procedimento de retirada

do sobrenadante e centrifugacao foi repetido de 2-3 vezes.

Apos a ultima centrifugacao e retirada do sobrenadante, foi adicionado 1ml de
fixador. O material foi armazenado em microtubos de 1,5 ml e acondicionado em
freezer. De 2-3 gotas da suspensao celular foram pingadas sobre uma lamina, que foi
corada com Giemsa a 5%, diluido em tampao fosfato (pH 6,8), durante 5-8 minutos; e
em seguida lavada com agua destilada. A secagem ocorreu ao ar € na sequéncia, as

laminas foram analisadas ao microscopio.
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Classificagdo cromossdmica

Os cromossomos foram analisados em microscépio Leica DM 2000 e as
imagens capturadas por meio do software Motic Images Plus 2.0. Para a montagem
dos cariétipos a classificacdo dos cromossomos teve por base a relacdo entre os
bracos (RB) maior/menor proposta por Levan etal. (1964), que considera:

e RB=1,00-1,70 / metacéntrico (m);
e RB=1,71 - 3,00 / submetacéntrico (sm);

e RB= 3,01 - 7,00 / subtelocéntrico (st);
e RB=> 7,00/ acrocéntrico (a).

Caracterizagado das regides organizadoras de nucléolos (RONSs)

A deteccao das regides organizadoras de nucléolos foi feita conforme a técnica
descrita por Howell e Black (1980):

Sobre a lamina preparada conforme a técnica adotada para cromossomos
mitoticos, foi colocada 1 gota de solugdo aquosa de gelatina a 2% (1 g de gelatina em
50 mL de H20 destilada mais 0,5 mL de acido formico). Em cima da gota anterior,
foram colocadas 2 gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata a 50% (0,5 g AgNO3
em 1 mL de H20 destilada) e cobertas com laminula. Logo apds, a lamina foi incubada
em estufa a 60 °C, por um periodo de aproximadamente 5 minutos, para que
adquirisse uma coloracdo marrom dourada. Apos esse tempo, a lamina foi retirada da
estufa e a laminula foi removida com a ajuda de um jato de agua destilada e

posteriormente deixada secar ao ar.

Deteccéao das regides de heterocromatina (Banda C)

Para o estudo da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner

(1972), com algumas modificagdes:

As laminas foram tratadas com solucdo de acido cloridrico (HCI 0,2N) a 42°C
durante 15 minutos. ApOs esse tempo foram lavadas em agua destilada e na
sequéncia, incubadas em solucdo de hidroxido de bario 5% a 37°C por 45 segundos.
Terminado este tratamento, as laminas foram lavadas rapidamente em HCI| 0,2N e

agua destilada. Depois de secarem ao ar, foram incubadas em solugéo salina 2XSSC
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a 60°C por 25-30 minutos. Para finalizar, foram lavadas com agua destilada e coradas

com Giemsa 2%.

Coloracao com fluorocromos CMAzs/ DAPI

A técnica utilizada foi descrita por Schmid (1980) com algumas modificacdes:

Sobre uma lamina previamente preparada foram colocados 40 pL de
Cromomicina Az (CMA3) 0,5 mg/ml. Apés uma hora no escuro esta lamina foi lavada.
Apos a secagem foram adicionados 40 pL de DAPI (4’- 6’diamidino - 2’ - fenilindol) 0,2
pg/mL. A lamina ficou no escuro por 15 minutos. Na sequéncia, apos a lavagem e
secagem foi adicionado o meio de montagem glicerol/Mclivaine. A analise foi feita

depois de 7 dias.

Hibridag&o in situ por fluorescéncia — FISH

O protocolo descrito a seguir foi baseado nos procedimentos adotados por

Pinkel et al. (1986), com modificagdes:

As laminas foram incubadas em RNAse (0.4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a
37°C, em camara umida. Apds a desnaturacdo, realizada com formamida 70% em
2xSSC a 70°C por 4 minutos, as laminas foram desidratadas em série alcodlica de
etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de hibridac&o para FISH consistiu em
12 pL de sonda (7,5 pL de 18S e 2 pL de 5S), 30 pL de formamida (concentracao final
de 50%), 12 yL de sulfato de dextrano 50% (concentracdo final 10%) e 6 pL de
20xSSC, por lamina. A hibridizacdo foi feita em cémara Umida a 37°C, por
aproximadamente 16 horas. Apos a hibridizacdo as laminas foram lavadas duas vezes
em 2xSSC a 45°C por 5 minutos cada; uma vez em 1xPBS por 10 minutos a 45°C; e
posteriormente incubadas em 1xPBD (200 puL 20xSSC, 6 ml Triton 100, 10g leite
desnatado em po, 800ml de agua destilada). Para deteccdo do sinal foi utilizada uma
solucéo contendo 0,5 pL de anti-Digoxigenina + 5 pL de FITC (1:100) + 44 pL de BSA
5%, por lamina, durante 60 minutos a 37°C. Apos trés lavagens com 1xPBD a 45°C

por 5 minutos cada, os cromossomos foram corados com DAPI (50ug/ml). As laminas
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foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia com camera Leica DFC 300FX.

Para captura das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite V 3.1.0.

X Fomie: P iokagui

Figura 1: Mapa evidenciando os locais de coleta das espécies analisadas no presente estudo. 1-

Ribeirdo Trés bocas- Londrina/PR; 2- Rio Laranjinha- Ribeirdo do Pinhal/PR; 3- Ribeirdo JacU- Candido
Mota/SP e 4- Rio Miranda/MS

“_Fonte:J.J Photo

Figura 2: Espécies analisadas no presente estudo: A- Astyanax aff. fasciatus e B- Markiana nigripinnis.
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Variabilidade cariotipica em diferentes populacdes de Astyanax aff. fasciatus
(Characiformes)

Este artigo serd submetido a revista Journal of Zoology.
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RESUMO

O género Astyanax constitui um grupo bastante complexo do ponto de vista
taxondmico compreendendo uma grande variedade de espécies. Astyanax fasciatus
€ considerado um complexo de espécies baseado na diversidade morfolégica e
cariotipica encontrada entre as bacias hidrograficas.Apresentam uma ampla variacéo
no numero diploide, de 2n=45 a 2n=50, e variabilidade estrutural inter e
intrapopulacional. No presente trabalho foram analisados exemplares de A. aff.
fasciatus de trés localidades, por meio de andlise convencional com Giemsa, do
padrédo de distribuicdo da heterocromatina e pela coloracdo com fluorocromos base-
especificos, com a finalidade de melhor compreender os mecanismos de evolugédo
cariotipica desta espécie. Todos os individuos apresentaram numero diploide
constante igual 46 e diferentes férmulas cariotipicas. A populagdo do Ribeirdo Trés
Bocas apresentou trés formulas cariotipicas diferentes A- 10m +16sm +20 st-a; D-
10m+20sm+16st-a e H-8m+16sm+22st-a, enquanto que as populacbes do Rio
Laranjinha e do Ribeirdo Jacu apresentaram apenas um cariotipo cada: A-
10m+16sm+20st-a e D- 8m+22sm+16st-a, respectivamente. O bandamento C
evidenciou padrdes distintos de heterocromatina para cada localidade, onde cada
formula cariotipica apresentou quantidade e distribuicdo diferenciadas. A coloracéo
com os fluorocromos base-especificos demonstrou a heterocromatina dos cariétipos
A e D do Ribeiréo Trés Bocas exclusivamente CMA3, ou seja, rica em pares de bases
GC, enguanto que o cari6tipo H apresentou heterocromatina CMA3 e DAPI positivos.
As populagdes do Rio Laranjinha e Ribeirdo Jact mostraram heterocromatina tanto
CMA3 quanto DAPI positivos, com maior numero de marcagfes ricas em pares de
base AT. Os resultados comprovam uma grande variabilidade cromossémica em
Astyanax aff. fasciatus corroborando com a proposta de que pertence a um complexo

de espécies.

Palavras Chaves: Astyanax, Diversidade Cariotipica, Inversdo Pericéntrica

Heterocromatina, Rearranjos Cromossémicos.



20

INTRODUCAO

O género Astyanax pertencente a familia Characidae constitui um grupo
bastante complexo do ponto de vista taxondmico, compreendendo uma grande
variedade de espécies. Esta amplamente distribuido pela regido Neotropical, que se
estende do territério argentino até a fronteira México — Estados Unidos, estando

presente nas mais diversas bacias hidrogréaficas brasileiras (Reis et al. 2003).

Neste grupo de peixes sdo observados alguns complexos de espécies, dentre
eles o complexo Astyanax fasciatus (Justi, 1993; Pazza et al. 2006) apresentando
espécies morfologicamente muito semelhantes, mas com grande variabilidade
citogenética, envolvendo numero diploide, estrutura cariotipica e polimorfismo de

blocos heterocromaticos (Pazza e Kavalco, 2007).

Artoni et al. (2006), analisando algumas populagées de Astyanax fasciatus, da
bacia do rio Tibagi/PR observaram uma variacdo no namero diploide de 2n= 48 e 50,
e um individuo com 49 cromossomos além de diferentes formas cariotipicas e

diferentes padrdes de heterocromatina.

Os exemplares do rio Mogi Guacu (cachoeira de Ema/SP) foram analisados por
Pazza et al. (2008) revelaram a existéncia de diferentes citétipos com férmulas

cariotipicas variaveis, sendo encontrados exemplares com 46 e 48 cromosSsSomos.

Koguissi (1995 apud Dias e Giuliano-Caetano, 2003) analisou a populacdo de
Astyanax aff. fasciatus do Ribeirdo Trés Bocas, Londrina-PR, evidenciando a
presenca de cinco férmulas cariotipicas diferentes, com um niimero de cromossomos
constante (2n=46), além de variacdo na quantidade e posicdo de blocos

heterocromaticos.

Diante disso, este estudo busca analisar citogeneticamente populacdes de A.
aff. fasciatus de diferentes localidades com énfase na andlise da variabilidade

cariotipica.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisados 40 exemplares de Astyanax aff. fasciatus coletados em trés
diferentes localidades: 25 exemplares do Ribeirdo Trés Bocas, Londrina-PR,
coletados no Parque Ecolégico Dr. Daisaku lkeda, antiga Usina Trés Bocas; 5
individuos do Rio Laranjinha, Ribeirdo do Pinhal — PR, coletados logo abaixo da

barragem e 10 exemplares Rio Jacu, localizado no municipio Candido Mota- SP.

Os procedimentos para obtencdo de cromossomos mitéticos foi realizado sob
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais CEUA n° 9238.2014.84.

Para obtencdo de um maior nimero de células mitéticas, foi utilizada a técnica
de estimulacdo de divisdo celular segundo Molina et al. (2010), sendo injetado nos
individuos solucédo de lisado bacteriano. A obtencdo de cromossomos mitéticos seguiu
a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978). Para montagem dos cariotipos foi
adotada a nomenclatura proposta por Levan et al. (1964), sendo 0S cromossomos
classificados em: metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos e
acrocéntricos agrupados (st-a). A técnica de bandeamento C seguiu o protocolo
proposto por Sumner (1972), com alteracdes, sendo corada com Giemsa e com
fluorocromos base- especificos Cromomicina Az (CMA3) e 4’ - 6’ diamidino - 2’ -

fenilindol (DAPI) que seguiu o protocolo proposto por Schmid (1980).

RESULTADOS

Todos os exemplares analisados apresentaram nimero dipléide 46, porém com
variagdes nas férmulas cariotipicas. A analise dos cariétipos da populagcédo do Ribeirdo
Trés Bocas apresentou trés férmulas cariotipicas distintas: F10m+16sm+20st-a, I-
10m+20sm+16st-a e ll- 8m+16 sm+22 st-a (Figura 1A, B e C). A populagdo do Rio
Laranjinha e do Ribeirdo Jacu apresentaram somente uma férmula cariotipica cada:

10m+16sm+20st-a e 8m+22sm+16st-a, respectivamente (Figura 2A e B).

O bandamento C nos individuos de Astyanax aff. fasciatus do Ribeirdo Trés
Bocas evidenciou padrdes distintos de heterocromatina, onde cada férmula cariotipica

apresentou quantidade e localizacdo diferenciadas. O cari6tipo | apresentou blocos
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de heterocromatina terminais no brago longo em 10 pares de cromossomos sm e st-a
(Figura 3A). Ja no cariétipo I, foram observados blocos heterocromaticos na regido
terminal de nove pares de cromossomos sm e st-a, além do par 19, que apresentou
blocos de heterocromatina localizados na regido intersticial (Figura 3B). O cariotipo |l
evidenciou seis pares de cromossomos sm e st-a com heterocromatina localizada na
regido terminal do braco longo (Figura 3C). A populacdo do Rio Laranjinha apresentou
blocos heterocromaticos localizados nas regifes terminais de seis cromossomos sm
e st-a (Figura 4A). Nos exemplares do Ribeirdo Jacu a distribuicdo da heterocromatina
foi observada preferencialmente na regido terminal de nove cromossomos sm e st-a,
sendo que apenas um individuo apresentou um par com blocos heterocrométicos na

regido intersticial do par 16 (Figura 4B).

A coloracdo com fluorocromos base-especificos demonstrou que
heterocromatina dos cariétipos | e Il dos individuos pertencentes ao Ribeirdo Trés
Bocas foram exclusivamente CMA3, ou seja, ricos em pares de base GC (Figura 5
A,B,C e D), enquanto que o cariotipo lll apresentou heterocromatinas CMA3 e DAPI

positivos (Figura 5 E e F).

A populacdo do Rio Laranjinha apresentou alguns blocos de heterocromatina
CMAs*, sendo alguns deles também DAPI*, porém com um maior nimero de blocos
heterocromaticos DAPI* observado, ou seja, regides ricas em AT (Figura 6A e B). Ja
0s espécimes do Rio Jacu apresentaram blocos CMAz3 positivos localizados na regido
terminal do braco longo de poucos cromossomos e um predominio de blocos DAPI

positivos localizados na regido terminal de alguns cromossomos (Figura 6D e E).

DISCUSSAO

A variabilidade cariotipica estrutural ja foi observada em Astyanax fasciatus,
além da maioria das popula¢gdes estudadas apresentarem variagcdo numeérica de 2n=
45, 46, 48 e 50 (Ferreira-Neto et al. 2012). O nimero dipléide de 2n=46 é observado
em varias populacdes da bacia do alto rio Parana, especialmente no rio Araguari
(Torres-Mariano e Morelli; 2006), no trecho médio do rio Tieté (Abel et al. 2006), na
bacia do rio Paranapanema (Pazza et al. 2008) e no rio Mogi-Guacu (Pazza et al.
2006).
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Em estudo anterior, Koguissi (1995) analisou exemplares de Astyanax aff.
fasciatus (citado comon Astyanax sp.) do Ribeirdo Trés Bocas/PR e revelou a
presenca de formulas cariotipicas distintas, onde todos individuos apresentaram
2n=46 e uma variagdo estrutural, sendo caracterizados cinco diferentes citotipos
nomeados por A, B, C,D e E (Tabela 1).

Lacerda (2013), também analisou exemplares de A. aff. fasciatus do Ribeirdo
Trés Bocas, no periodo de 2009 a 2012, aproximadamente 14 anos depois da analise
realizada por Koguissi, observando quatro formulas cariotipicas distintas: Cariotipos A
e E, além dos novos cariétipos F e G (Tabela 1) em compara¢do com os resultados
de Koguissi (1995). Lacerda (2013) também analisou exemplares de A. aff. fasciatus

da populagcédo do Ribeirdo Jacutinga, que apresentou somente o cariétipo E.

Comparando os dados do presente estudo com as analises realizadas por
Koguissi (1995) e Lacerda (2013), pode-se observar que a férmula cariotipica |
corresponde ao cariétipo A, a férmula Il ao cariétipo D e a férmula Il a uma estrutura
nova correspondendo ao cariotipo H (Tabela 1). As populacdes do Rio Laranjinha e
do Rio Jacu apresentaram apenas uma férmula cariotipica cada, correspondendo

respectivamente aos cariotipos A e D.

Pode-se observar que apenas o cariotipo A de Astyanax aff. fasciatus se
manteve de 2013 até o presente estudo realizado no Ribeirdo Trés Bocas. No
presente trabalho o cariétipo A foi observado em 44% dos individuos coletados contra
25% e 20% nas populagbes analisadas por Koguissi (1995) e Lacerda (2013),
respectivamente. O cariétipo E ndo era muito frequente nas analises de Koguissi
(1995), mas se manteve na populacdo analisada por Lacerda (2013), com uma
frequéncia de cerca de 30%, porém, ndo foi observada na analise atual. O cariotipo D
era o mais frequente em 1995, ndo foi encontrada na populagdo de Lacerda (2013),

reaparecendo nas coletas atuais.

Lacerda (2013) sugere que o caridtipo F corresponda a um caribtipo
intermediario sendo resultado de um cruzamento entre individuos do cariétipo B e E
ou surgido por uma inversao pericéntrica em um cromossomo subtelo-acrocéntrico do
cariétipo D. Segundo Lacerda (2013) o caridtipo G, provavelmente, originou-se a
partir de uma inversdo pericéntrica de um cromossomo subtelo-acrocéntrico do

cariotipo E originando um cromossomo metacéntrico. Quanto ao cariétipo H
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observado no presente estudo, provavelmente originou-se a partir de uma inverséao
pericéntrica de um cromossomo subtelo-acrocéntrico do cariétipo A originando um

Cromossomo metacéntrico.

A variabilidade observada na populacdo do Ribeirdo Trés Bocas é apenas
estrutural, ndo numérica como observado por Pazza et al. (2006) em estudos
realizados em uma populagdo pertencente ao Rio Mogi- Guacu, onde observaram
uma variabilidade numérica e estrutural com individuos de 2n= 45, 46, 47 e 48 com
cariotipos diferentes. Artoni et al. (2006) analisaram a populacdo de A. aff. fasciatus
nas proximidades do Parque Estadual de Vila Velha — PR e também obtiveram dados
que apresentaram variabilidade tanto numérica quanto estrutural, onde a populacao
do alto Rio Tibagi apresentou trés cariétipos, dois com 2n=50 e um de 2n= 48
cromossomos. A populacdo do Rio Cara- cara possui trés cariotipos: 2n= 48, 49 e 50,
diferindo dos resultados encontrados para o baixo Rio Tibagi que apresenta

atualmente individuos com 46 cromossomos.

A presenca de um numero dipldide constante com variacdo nas férmulas
cariotipicas indicam a ocorréncia de rearranjos estruturais do tipo inversdes
pericéntricas, sendo considerado o principal mecanismo de diversificacdo cariotipica

observado no género Astyanax (Kavalco e Almeida-Toledo 2007).

O padrdo de distribuicio e composicdo da heterocromatina também
apresentaram-se diferenciados entre as trés localidades analisadas. No rio laranjinha
e no ribeirdo Jacu o padrdo heterocromatico foi constante. Apenas um individuo do
ribeirdo Jacu apresentou blocos intersticiais, diferindo do restante. Entretanto, a
populacdo de A. aff. fasciatus do ribeirdo Trés Bocas mostrou um padréo distinto de
distribuicho e composicdo de heterocromatina para cada formula cariotipica,

caracterizando novamente uma variagéo intrapopulacional.

Comparando os dados referentes a quantidade de blocos heterocromaticos nos
diferentes periodos de estudo de A. aff. fasciatus pertencentes ao Ribeirdo Trés
Bocas, Koguissi (1995) encontrou uma variagéo de 10 a 16 cromossomos portadores
de heterocromatina em sua analise. Por sua vez, Lacerda (2013) constatou de 16 a
22 blocos, enquanto que no presente trabalho foram encontrados entre 12 a 20 blocos

heterocroméaticos, quantidade intermediaria as encontrados nos estudos anteriores.
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A populacdo do Ribeirdo Laranjinha apresenta a mesma férmula cariotipica do
caridtipo A de Astyanax aff. fasciatus do ribeirdo Trés Bocas entretanto os blocos
heterocromaticos foram observados em menor namero, apenas seis pares
cromossdémicos, além de apresentarem blocos DAPI positivos, ndo apresentando
coincidéncia quanto comparado com o também cariotipo A do Ribeirdo Trés Bocas. A
distribuicdo dos blocos de heterocromatina no cariotipo D na populacdo do Ribeirdo
Jacu diferiu do observado para o cariétipo D do Ribeirdo Trés Bocas, sendo que a
populacdo do ribeirdo Jacl apresentou um par de cromossomos subtelo-
acrocéntricos com blocos intersticiais e também por ndo se apresentaram
exclusivamente CMA3 positivos, sendo observados grande namero de blocos ricos em

sequéncias A-T.

O padrdo de marcas gerado pelo tratamento com fluorocromos base-
especificos entre os diferentes cariotipos analisados na populacdo do Ribeirdo Trés
Bocas, reflete diretamente a natureza molecular das regides de heterocromatina
(Sanchez et al. 1991). E importante ressaltar a diferenca na composicdo da
heterocromatina entre os cariotipos A e D (Citados como | e Il), ricos em pares de
base GC e o cariétipo H (citado como ll), rico em pares de bases tanto AT quanto
GC, indicando a existéncia de uma variacdo das familias de DNA repetitivos

intrapopulacionalmente.

A estabilidade cariotipica das populagcbes do Ribeirdo Laranjinha e Jacu
contrasta com a variabilidade encontrada no Ribeirdo Trés Bocas, que ndo é exclusiva
dessa localidade, ocorrendo na mesma intensidade no Rio Mogi- Guagu — SP (Morelli
et al. 1983; Pazza et al. 2006) e no Parque Estadual de Vila Velha — PR (Artoni et al.
2006), também pertencentes a Bacia do Rio Tibagi, indicando que A. fasciatus suporta
rearranjos cromossdmicos, 0 que nao impede o fluxo génico entre os individuos, o que

leva a um aumento da diversidade cariotipica.

As caracteristicas citogenéticas observadas para Astyanax aff. fasciatus,
reforcam o trabalho de Garutti e Britski (2000) baseadas em caracteristicas
morfolégicas, que sugerem alguns pequenos caracideos nao formam um grupo
uniforme, com variacOes interpopulacionais significativas, 0 que parece estar
ocorrerendo com as populacbes de A. aff. fasciatus em relacdo a estrutura

cromossdmica (Medrado, 2015).
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A elevada variabilidade presente na populacdo do Ribeirdo Trés Bocas
provavelmente estaria relaciona ao fato deste ser um local de reproducédo para varias
espécies de peixes (Lacerda, 2013). As espéecies do género Astyanax realizam
migracbes durante a piracema, a procura de lugares com maior oxigenagao para
reproducao, portanto os individuos ndo sao residentes, o que justificaria o fato de que
alguns caridtipos ndo terem sido encontrados nos diferentes periodos de estudo,

caracterizando um sistema dinamico.

Desta forma, a morfologia cariotipica, o padrdao de distribuicdo da
heterocromatina e composi¢cdo quimica destas regides, apresentou um papel
importante, sendo possivel diferenciar as populacbes de A. aff. fasciatus das
diferentes localidades, corroborando com a proposta que Astyanax fasciatus pertence
a um complexo de espécies. Além disso, o0s resultados poderdo auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na evolugcdo cariotipica no género

Astyanax.
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Tabela 1: Citétipos encontrados em Astyanax aff. fasciatus por Koguissi (1995),Lacerda (2013) e no
presente trabalho. M-SM=meta-submetacéntrico, ST-A=subtelo-acrocéntrico.

Koguissi (1995) — 36 Frequéncia Lacerda (2013) — 20| Frequéncia | Presente Estudo | Frequéncia
Cariotipos exemplares exemplares (2017) 25
exemplares
M-SM ST-A % M-SM ST-A % M-SM ST-A %
A 26 20 25% 26 20 20% 26 20 44%
B 27 19 8,3% - - - - -
C 28 18 8,3% - - - - -
D 30 16 41,7% - - - 30 16 32%
E 34 12 16,7%- 34 12 45% - -
F - - - 31 15 20% - -
G - - - 35 11 15% - -
H - - . - - 24 22 24%
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Figura 1: Carittipos encontrados em Astyanax aff. fasciatus do Ribeirdo Trés Bocas — Londrina/PR. A-

Cariétipo I; B- Cariétipo Il e C- Cari6tipo lIl.
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Figura 2: Cari6tipos encontrados em Astyanax aff. fasciatus do Rio Laranjinha (A) e do
Ribeirdo Jacu (B).
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Figura 3: Pares cromossdmicos de Astyanax aff. fasciatus do Ribeirdo Trés Bocas com blocos
heterocromaticos obtidos apés a técnica de banda C nos diferentes cariétipos.. A- Cariétipo I; B-

Cariétipo Il e C- Cariotipo lIl.
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Figura 4: Pares cromossémicos de Astyanax aff. fasciatus com blocos heterocromaticos obtidos
apos realizacdo da técnica de banda C. A- Ribeirdo Laranjinha e B- Ribeirdo Jacu. O asterisco
indica o par de cromossomos com blocos intersticiais observado em Unico indiviuo da populacéo

do Ribeirao Jacu.




32

Figura 5: Metéafases somaticas de Astyanax aff. fasciatus do Ribeirdo Trés Bocas, submetidas
a coloragdo sequencial de CMAs3 (A, C e E) e DAPI (B,D e F). Cariétipo | (A e B); Cari6tipo Il (C
e D); Caridtipo Il (E e F).
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Figura 6: Metafases somaticas de Astyanax aff. fasciatus submetidas a coloragdo sequencial de
CMA3 (A e C) e DAPI (B e D). Rio Laranjinha (A e B) e Ribeirdo Jacu (C e D).
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CAPITULO 2:

Caracterizacdo e Consideracfes Citogenéticas Sobre as relacdes
filogenéticas de Markiana nigripinnis dentro da Familia Characidae
(Characiformes)

Esse artigo sera submetido a revista Neotropical Ichthyology.
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Caracterizacdo e Consideracbes Citogéneticas Sobre as Relacfes
Filogenéticas de Markiana nigripinnis dentro da Familia Characidae
(Characiformes)
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RESUMO

O género Markiana até recentemente era considerado como Incertae Sedis.
Com base principalmente na andlise de caracteres osteoldgicos, foi proposta uma
nova relagdo de proximidade entre géneros Incertae Sedis, originando um ramo na
filogenia de Characidae denominado “clado Astyanax” no qual Markiana nigripinnis
estaria inserido. Estudos mais recentes baseados em analises espermaticas e
moleculares propdem sua localizacdo dentro da subfamilia Stevardiinae. Com a
finalidade de contribuir para o entendimento da sua relacdo filogenética com os
demais Characidae foram analisados exemplares de Markiana nigripinis provenientes
do Rio Miranda-Corumba/MS utilizando coloracdo convencional, impregnhacdo por
nitrato de prata, bandeamento C, fluorocromos base especificos e FISH com sondas
de DNAr. Os exemplares analisados apresentaram nimero dipldide 2n=52 e formula
cariotipica: 32 sm + 20 st-a, com constricdo secundaria no braco longo de um par de
cromossomos submetacéntricos, coincidentes com a RON, com a sonda de DNAr 18S
e CMAs*. O bandeamento C revelou marcacbes nas regibes pericentroméricas e
intersticiais proximais em cromossomos st-a, sendo alguns desses cromossomos
DAPI*, ou seja, rica em pares de base AT. A FISH com sonda DNAr 5S apresentou
um par com marcacao intersticial. Quanto ao seu relacionamento filogenético, os
dados citogenéticos corroboram com os dados morfoldgicos, espermaticos e
moleculares,demostrando semelhancas de Markiana nigripinnis com as espécies
contidas na familia Stevardiinae.

Palavras Chaves: Relacdo Filogenética, Clado Astyanax, Stevardiinae,
Citogenética.
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INTRODUCAO

A espécie Markiana nigripinnis foi descrita originalmente como Tetragonopterus
nigripinnis Perugia, 1891, baseado em caracteres morfoldgicos. Caracteriza-se por
ser um peixe de pequeno porte, atingindo cerca de 10 centimetros de comprimento,
com escamas crenuladas cobrindo parcialmente os lobos caudais e a nadadeira anal,
e listras em forma de ziguezague ao longo do corpo. Sdo conhecidos popularmente
como lambari do campo, considerados bentopelagicos, com habito alimentar onivoro
e comumente encontrados no sistema do Pantanal de Mato Grosso do Sul, sendo
considerada uma espécie nativa das bacias dos rios Parana, Paraguai e Mamore,

ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (Carvalho et al. 2015)

Eigenmann 1903, analisando o género Markiana a partir de caracteres como
morfologia dentaria e morfologia das escamas, considerou apenas duas espécies
validas, Markiana geayi e Markiana nigripinnis. Assim como varios outros géneros de
Characidae, Markiana pertencia a subfamilia Tetragonopterinae, porém por falta de
evidéncias que sustentassem essa subfamilia como monofilética todos os géneros,

exceto Tetragonopterus, foram considerados Incertae sedis (Lima etal. 2003).

Na literatura sdo encontradas hipoteses filogenéticas divergentes e pouco
esclarecedoras, onde suas sinapomorfias sustentam fracamente as relagbes de M.
nigripinnis com os demais géneros de Characidae. Dentre essas hipoteses, Mirande
(2010) baseado em caracteres osteoldgicos, sugere uma nova relacéo de proximidade
entre géneros Incertae Sedis, propondo 22 subfamilias em Characidae, dentre elas o
‘clado Astyanax”, formado por algumas espécies de Astyanax, Hyphessobrycon,
Psellogrammus, Markiana e a subfamilia Stevardiinae como um grupo mais
abrangente, composto por algumas espécies do género: Bryconamericus,
Hemibrycon,  Cyanocharax, @ Knodus, Aulixidens, Attonitus, Acobrycon,
Pseudocorynopoma, Mimagoniatus, Diapoma, Odontostoechus, Nantis, Piabina e
Creagrutus Segundo esse autor, M. nigripinnis pertenceria ao Clado Astyanax

indicando um suposto relacionamento de Markiana com o género Astyanax.

Entretanto, a partir da analise estrutural de espermatozoides, Baicere-Silva et

al. (2011), evidenciaram que Markiana nigripinnis compartilha o mesmo padréo de
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espermatozoides encontrado para os membros ndo inseminadores da subfamilia
Stevardiinae, além da presenca de quatro dentes na série interna do pré-maxilar e
ectopterigdide triangular curto, demostrando uma relacdo proxima entre M. nigripinnis
e membros de Stevardiinae. Essa hipétese foi confirmada por Oliveira et al. (2011)
através de estudos com base na andlise filogenética de sequéncias de DNA de dois
genes mitocondriais e trés genes nucleares, e também por Thomaz et al. (2015), a
partir da analise molecular utilizando dados de sequéncias de DNA a partir de sete
fragmentos de genes, onde é proposta uma nova filogenia para a subfamilia
Stevardiinae, com M. nigripinnis fazendo parte desta subfamilia, sendo a hip6tese

mais aceita atualmente.

A partir das informacfes ainda incertas sobre sua posicdo filogenética,
Markiana nigripinnis mostra-se um excelente material para os estudos citogenéticos
que, juntamente com os dados morfolégicos, taxondbmicos e moleculares, podem
contribuir para melhor esclarecer a relagcdo de parentesco dessa espécie com 0sS

demais membros da familia Characidae.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos de citogenética convencional e molecular foram utilizados para
caracterizar a estrutura cromossémica de Markiana nigripinnis, sendo coletados trés
exemplares pertencentes ao Rio Miranda, localizado na bacia do Rio Paraguai,
situado no municipio de Corumbé, Mato Grosso do Sul, sob aprovacdo do Comité de

Etica no Uso de Animais CEEA n° 56/07, processo n® 26135/07.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos pela técnica de suspensao celular
(Bertollo et al. 1978) e a classificacdo cromossOmica teve por base a relacdo entre
bracos proposta por Levan et al. (1964). A deteccdo das regides organizadoras de
nucléolo foi realizada segundo protocolo proposto por Howell & Black (1980). A
heterocromatina constitutiva foi detectada pela técnica de bandamento-C, descrita por
Sumner (1972). Regides CG e AT ricas foram detectadas com cromomicina Az e 4’,6
diamidino-2- phenylindole (DAPI) respectivamente, de acordo com Schmid (1980). A
FISH foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986), com modificacdes, e a sonda
de rDNA 18S, isolada de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti, 2004), foi
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marcada com biotina-16-dUTP (Roche) e detectada utilizando avidina-FITC
(fluoresceina conjugada a isotiocianato-avidina) e a sonda de rDNA 5S, obtida a partir
do genoma de Imparfinis shubarti (Gouveia et al. 2016) foi marcada digoxigenina 11
dUTP e detectada com Anti-Digoxigenina Rodamina conjugada. Os cromossomos

foram contra corados com DAPI 2pg/mL.

Resultados

Os exemplares de Markiana nigripinnis analisados apresentaram namero
diploide constante de 2n=52 e férmula cariotipica de 32 submetacéntricos (sm)+ 20
subtelo-acrocéntricos (st-a), com constricdo secundéria intersticial no braco longo de
um par de cromossomos submetacéntricos, o par 3, coincidentes com a regido
organizadora de nucléolo, observados apds impregnacdo com Nitrato de Prata.
(Figura 1A).

Quanto ao padrdo de Bandamento C, blocos heterocromaticos foram
observados em algumas regides pericentroméricas e principalmente, intersticiais de
cromossomos sm e st-a (Figura 1B). A coloracdo sequencial de banda C com
fluorocromos base-especificos CMA3 e DAPI, revelou blocos CMA3s* coincidentes com
0 par da constricdo secundaria, enquanto que alguns cromossomos st-a apresentam
regibes pericentroméricas e intersticiais DAPI*, correspondente aos blocos

heterocrométicos (Figura 1C, D).

A hibridacao in situ fluorescente (FISH) utilizando sonda de DNAr 5S revelou
um par de cromossomos marcados (Figura 2A). J& com a sonda de DNAr 18S foi
evidenciado um par portador na regido intersticial do braco longo, provavelmente

correspondente ao par 3 (Figura 2B).

Discusséo

Os estudos de Mirande (2010) sugerem que o0 género Markiana faz parte de
umn clado formado por algumas espécies do género Astyanax (exceto
A. latens e A. paris), Hyphessobrycon anisitsi e Psellogrammus kennedy devido a
condicdo sinapomorfica ndo-exclusiva de auséncia completa ou presenca de um unico
dente maxilar, sendo o Unico carater de suporte para o clado Astyanax. Entretanto,

estudos de analises filogenética e molecular propdem uma nova filogenia para a
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subfamilia Stevardiinae, com a inclusdo de M. nigripinnis (Oliveira et al. 2011; Thomaz
et al. 2015). Neste estudo algumas caracteristicas citogenéticas em M. nigripinnis

podem reforcar a inclusdo desta espécie em Stevardiinae.

O ndmero diploide em M. nigripinnis (2n=52), mostrou— se diferente do
observado para o género Astyanax, que varia de 2n= 36 em Astyanax schubarti, a
2n=50 em A. scabripinnis, A. fasciatus, A. altiparanae e A. jacuhiensis (Souza e
Moreira- Filho, 1995; Artoni etal. 2006; Ferreira Neto, etal. 2009; Pacheco et al. 2010),
assim como para Hyphessobrycon anisitsi, com 2n=50 (Mendes et al. 2011). Porém
Markiana demostrou um 2n compativel com o observado para algumas das espécies
dos géneros Bryconamericus, Knodus e Piabina, pertencentes a subfamilia
Stevardiinae (Tabela 1). O complemento cromossdémico 2n=52 parece ser comum e
compartilhado por grande numero de espécies nessa subfamilia, podendo ser

considerada uma caracteristica relevante para Stevardiinae.

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) sédo consideradas bons
marcadores citotaxondmicos, podendo ser utilizadas para formular hipéteses
filogenéticas (Pescatori, 2006), sendo identificadas tanto por analises com

impregnacdo com Nitrato de Prata quanto por FISH, com sonda de DNAr 18S.

Algumas subfamilias de Characidae apresentam um padrdo de RONs simples,
como em Bryconinae (Almeida-Toledo et al. 1996; Margarido e Galetti Jr., 1996)
multiplas como Serrasalminae (Galetti Jr, Silva, Cerminaro, 1985), ou apresentam
tanto RONs simples como mudltiplas, como é o caso de Astyanax (Rocon-Stange e
Almeida-Toledo, 1993).

Markiana nigripinnis apresentou um sistema de RONs simples, que foi
confirmado com DNAr 18S e também com a coloracdo por fluorocromos base-
especifico CMAas. Para os integrantes do clado Astyanax é predominante um sistema
de RONs multiplas como em A. schubarti, A. lacustres, A. fasciatus, A. bockmanni e
A. altiparanae (Fernandes e Martins-Santos, 2006) e Hyphessobrycon anisitsi
(Mendes et al. 2011).

Em alguns integrantes de Stevardiinae, como para o género Bryconamericus,
tem sido descrito a presenca de RONs simples ou multiplas (Pescatori, 2008).
Paintner-Marques et al. (2003), relataram para uma populacdo de Bryconamericus aff.

lheringii do rio Agua da Floresta, bacia do rio Tibagi (PR), a presenca de RONs
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simples, na qual foram identificadas em regides teloméricas sobre o braco curto de
um par de cromossomos submetacéntricos grandes. Capistano et al. (2008)
estudando a populacédo do riacho Tatupeba- PR revelou também um padrdo de RONs

simples, marcando apenas um par de cromossomos submetacéntricos.

Ainda que a presenca de RONs simples no género Bryconamericus ndo ser
frequente, populagdes de Bryconamericus stramineus analisadas por Pescatori (2008)
no Ribeirdo Alambari, Corrego Jacutinga e Ribeirdo Horteld, apresentaram um
sistema de RONs simples, encontradas na regido telomérica no braco curto de um par
de cromossomos submetacéntricos grandes, reforcando também a existéncia de um

padréo simples para este género.

Apesar de muitas espécies de Stevardiinae analisadas citogeneticamente
apresentarem um predominio de RONs multiplas como o género Bryconamericus
existem varias espécies e populacbes descritas que apresentam ocorréncia RONs
simples como para uma populacédo de Piabina argentea coletada na Bacia hidrografica
do rio S&o Francisco (Peres, 2005). Pazian et al. (2012) também analisaram
populacdes distintas de P. argentea e algumas apresentaram RONs simples. No
género Knodus, onde Krinski et al. (2008) relata a ocorréncia de RONs multiplas em
Knodus cf. Chapadae, porém a presenca de um padrdo de RONs simples ja ter sido

descrito na espécie Knodus breviceps por Troy (2004).

Através da técnica de bandamento C fazendo-se a andlise da heterocromatina
constitutiva de M. nigripinnis foi observada a presenca de um padrdo de blocos
heterocrométicos preferencialmente em regides intersticiais e também alguns blocos
pericentromeéricos. Para o género Astyanax a distribuicdo da heterocromatina € bem
variavel, sendo encontrada em regides pericentroméricas e intersticiais em A.
altiparanae (Pacheco et al. 2001; Domingues et al. 2007) e terminais como em A.

fasciatus (Pazza et al. 2008)

De acordo com Wasko e Galetti (1998) a distribuicdo da heterocromatina
constitutiva € variavel nas espécies de Bryconamericus e parece nao ter uma
tendéncia geral quanto a sua localizacdo, podendo ser encontradas em regides

centromeéricas e teloméricas e também como pequenos blocos intersticiais.

Peres (2005) descreveu para Piabina argentea bandas C positivas para regiao

das Ag-RONs e também para a regido pericentromérica de alguns cromossomos em
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exemplares da populagdo do rio S&o Francisco. A presenca de algumas bandas
pericentromeéricas também foi observada na populacdo Knodus cf. Chapadae do
Ribeirdo Buriti, pertencente a bacia do alto Rio Paraguai, além bandas centroméricas,

gue também foram observadas em Knodus breviceps (Troy, 2004).

Em Characiformes, grande parte das espécies estudadas exibem um namero
de no maximo quatro sitios de DNAr 5S, preferencialmente localizados na regido
intersticial, como visto em M. nigripinnis, sendo considerado uma regido estratégica
estando relacionada com a manutencdo e preservacao do gene, pois essa regiao
estaria menos susceptivel a rearranjos cromossémicos (Martins e Galetti Jr., 2001).
Para Astyanax, estudos relatam populagdes com um par cromossomico portador do
gene DNAr 5S e em outras com quatro cromossomos portadores do DNAr 5S (Vicari,
2006), com o segundo ou terceiro par metacéntrico constantemente marcado na

regido pericentrométrica (Fernandes, 2006; Peres et al. 2008).

Embora as analises de Mirande (2010), sugiram um agrupamento de Markiana
com Astyanax e alguns outros géneros, as caracteristicas citogenéticas observadas
para M. nigripinnis mostram grande similaridade com as informacdes ja descritas para
alguns integrantes da subfamilia Stevardiinae. Essas informac¢des corroboram com os
dados morfologicos, espermaticos e moleculares reafirmando o posicionamento de M.

nigripinnis dentro da subfamilia Stevardiinae.
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Anexos

Tabela 1: Numero dipléide e formula cariotipica disponivel para algumas espécies pertencentes a
subfamilia Stevardiinae.

ESPECIE 2n Férmula Cariotipica LOCALIDADE REFERENCIA
Bryconamericus | 52 8m+22sm+10st+12a Rio Agua da Paintner-Marqueset al. (2003)
aff. Iheringii Floresta (PR)
Bryconamericus | 52 12m+18sm+8st+14a Corrego Capistano et al. (2008)
aff. Iheringii Maringa (PR)
Bryconamericus | 52 10m+24sm+6st+12a Ribeirdo Trés Paintner-Marques et al. (2002)
aff. exodon Bocas (PR)
Bryconamericus | 52 6m+12sm+14st+20a Ribeirdo Hortelad Pescatoriet al. (2008)
stramineus (SP)
Bryconamericus | 52 | 10m+18sm+12st+12a Ribeirdo Pescatoriet al. (2008)
stramineus Alambari (SP)
Bryconamericus 52 12m+16sm+16st+8a Corrego Pescatoriet al. (2008)
stramineus Jacutinga (SP)
Knodus cf. 52 | 14m+14sm+14st+10a Ribeirdo Buriti/ Krinski et al. (2008)
chapadae MT
Knodus breviceps | 52 | 1ém+12sm+12st+12a | Rio das Mortes/ Troy (2004)

MS
Piabina argentea | 52 8m+14sm+16st+14a Trés Marias/ Peres (2005)

MG
Piabina argentea | 52 26m-sm+26st-a Rio Mogi Portela et al. (1988)

Guacgu/SP

Piabina argentea | 52 2m+10sm+16st+24a Rio Piracicaba/ Wasko (1996)

SP




A
- [ Y
NOR
- - >
Sm 1 N ) * ﬁ ‘\, :‘ I ‘ ¥ A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I RITRITTI R
11 12 13 14 15
i ‘!. 4 Ad aan 22 2 TETY A
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
10pum

Figura 1: A- Cariétipo de Markiana nigripinnis com coloracdo convencional com Giemsa; B- Metafase somatica submetida a técnica
de banda C; C e D- Metafases soméaticas com coloracdo de CMA3 e DAPI, respectivamente. No Box par cromossémico AgNOR.
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Figura 2: Metéfases sométicas de Markiana nigripinnis com hibridag@o fluorescente in situ: A- Sonda de DNAr 5S e B- Sonda de DNAr 18S.
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Consideracdes Finais

Neste trabalho os dados citogenéticos forneceram informacdes importantes para as
duas espécies da familia Characidae aqui estudadas. De modo geral, podem ser

destacadas as seguintes consideracdes sobre o presente estudo:

1. Os exemplares de Astyanax aff. fasciatus das trés diferentes localidades
apresentaram o numéro diploide conservado (2n=46), entretanto mostraram

variacao estrutural resultando em formulas cariotipicas diferentes;

2. A diversidade cariotipica observada na populacdo de Astyanax aff. fasciatus do
Ribeirdo Trés Bocas/PR sugere que inversbes pericéntricas estao

influenciando a evolucdo cariotipica nessa populacao;

3. O padréao de distribuicdo e composicdo da heterocromatina em Astyanax aff.
fasciatus podem ser utilizados como marcadores para diferenciacao cariotipica

entre as diferentes populacoes;

4. Os dados cromossomicos de Astyanax aff. fasciatus corroboram com a

proposta de um complexo de espécies.

5. A caracterizagdo citogenética de Markiana nigripinnis foi realizada pela primeira
vez, mostrando similaridade com as informacdes ja descritas para alguns

integrantes de Stevardiinae, diferindo para aquelas descritas para Astyanax.

6. Os dados citogenéticos sugerem que M. nigripinnis estaria melhor relacionada

dentro da familia Stevardiinae.



