FREDERICO MACHADO DE PINHO

ANALISES CITOGENETICAS EM DUAS ESPECIES DO
GENERO Astyanax BAIRD & GIRARD, 1854 (TELEOSTEI:
CHARACIFORMES) NAS BACIAS DOS RIOS PARAIBA DO

SUL E ITABAPOANA

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em
Biologia Animal para a obtenc¢do do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

Pinho, Frederico Machado de, 1980-

P654a Anilises citogenéticas em duas espécies do género

2017 Astyanax Baird & Girard, 1854 (Teleostei: Characiformes) nas
bacias dos rios Paraiba do Sul e Itabapoana / Frederico Machado

de Pinho. — Vigosa, MG, 2017.
viii, 44f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Astyanax (Peixe). 2. Citogenética. 3. Animais costeiros.
I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia

Animal. Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Animal.
II. Titulo.

CDD 22 ed. 639.37




FREDERICO MACHADO DE PINHO

ANALISES CITOGENETICAS EM DUAS ESPECIES DO GENERO
Astyanax BAIRD & GIRARD, 1854 (TELEOSTEI:
CHARACIFORMES) NAS BACIAS DOS RIOS PARAIBA DO SUL
E ITABAPOANA

Dissertagao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagao em Biologia Animal para a
obtencgao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 16 de outubro de 2017

i e 5 Yo

Karine Frehner Kavalco Natalia Maria de Freitas Vicente

Jorge Abdala D8rgam dos Santos

(Orientador)




AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Eliane e Carlos Alberto, meus irmaos Rafael e Aninha, meu

primo-irmao Guilherme e familiares pelo apoio e suporte de sempre.

A Sarah, pelo amor, companheirismo, confidéncias, paciéncia, pranchas e
principalmente pela Maria Flor.

Ao Professor Jorge Dergam pela orientagé@o, confianga e conselhos.

Aos amigos do Beagle, Sanely, Bruno, Manu, Késsia, Cinthia, Christian, Nat,
Ariana, Cassia, Mariane, Filipe, pela disponibilidade. A Marininha e Fred, por
serem meus “coorientadores” nesse projeto, Nat Tranvezoli pela ajuda com o

Photoshop.

Aos amigos de mestrado, Professor Renato Feio, Douglas, Henrique,
Fernandinho, Jonas, Pedro Soneca, Carlinha, Sofia, Marceldo, Anderson
Tibeico pelo companheirismo, as telas azuis nas disciplinas, botecos,

churrascos.

Aos amigos do lzabela, da UFV e aos amigos do campo, Gabriel Alkmin,
Jodo Carlos, Gustavo Mascarenhas (Bradock), Giancarlo, Alexandre Pirani,
Sass4, Thais Porfirio, Gabriel Arvelino (Sorin), Felipe Borges, Marcio Batista,

Bertoldo, que de vérias formas influenciaram na minha formacao.

A meu mestre Zé Paulo e amigos da capoeira, pelos ensinamentos nas

“rodas da vida”.

Ao Raul e equipe da Vert Ambiental pela disponibilizagdo dos peixes usados
nesse trabalho.

A CAPES pelo suporte financeiro, a Universidade Federal de Vigosa pela
estrutura oferecida e ao Programa de Pés-graduagao em Biologia Animal.

i1



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt \Y
RESUMO ...ttt ettt enenen s s s s e e e e Y
ABSTRACT ...ttt s ettt en e ae et ae st eneeee s et eeeseseseneenenanns Vil
1. INTRODUGAO GERAL......cocveuceeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
2. INTRODUGAD.......oieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et n s s s en s s enanns 7
3. MATERIAL E METODOS .....oovieeeeeeeeeeeeeeeeseeteeeteaeeeeesnnnen s s enen s 8
4. RESULTADOS .....ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee sttt essesannenen s s s s annas 10
5. DISCUSSAO.........co oot ee ettt en st enseneenens 13
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseee e, 20

11



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Exemplares das espécies: a) Astyanax intermedius; b) Astyanax
FACNUATUS ...ttt e ettt e e e e e e et e e e e e eeeeaae 38
Figura 2. Mapa de localizagdo de coleta dos espécimes..........cooccuvvveeeennnn. 39
Figura 3. a) Cariotipo de Astyanax intermedius corado com Giemsa; b) FISH
com sonda GAs em A. intermedius; e ¢) FISH com sonda CA(5 em A.
1= =T |V TSR 40
Figura 4. a) Cariétipo de Astyanax taeniatus corado com Giemsa; b) Banda
C em A. taeniatus; c) variacdo de Ag-Nor em A. taeniatus; d) variagdo de
AgNor em A. taeniatus; e€) FISH 18S rDNA em A. taeniatus; f) FISH 5S rDNA
em A. taeniatus; g) FISH com sonda GAs) em A. taeniatus; h) FISH com
sonda CA(is) em A. taeNiatUs. ............ccceeiiiiiiiiiiiiiiiee e 43
Figura 5. Filogenia sugerida por Silva (2017), evidenciando a existéncia de

dois grandes grupos de 1ambaris.. ..........eeeiiiiiiiiiiii s 44

iv



RESUMO

PINHO, Frederico Machado de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
outubro de 2017. Analises Citogenéticas em Duas Espécies do Género
Astyanax Baird & Girard, 1854 (Teleostei: Characiformes) nas Bacias
dos Rios Paraiba do Sul e Itabapoana. Orientador: Jorge Abdala Dergam
dos Santos.

O género Astyanax, o mais diverso da familia Characidae, possui 146
espécies validas que constituem um grupo bastante complexo do ponto de
vista taxondémico e citogenético. Dentro deste taxon, dados morfolégicos,
citogenéticos e moleculares sugerem a existéncia de complexos de
espécies, exemplificados nos grupos Astyanax fasciatus, Astyanax
bimaculatus, Astyanax scabripinnis e Astyanax hastatus. Esses complexos
sao caracterizados por grandes variagdes nas suas férmulas cariotipicas,
nameros diploides, morfologias cromossémicas, padrées de bandeamento C
e regides organizadoras de nucléolos (RONs). Esse trabalho caracterizou
citogeneticamente duas populagdes de Astyanax de bacias costeiras: uma
populacdo de Astyanax intermedius proveniente da sub-bacia rio Preto,
bacia do rio Paraibuna na bacia do rio Paraiba do Sul, em Minas Gerais e
Astyanax taeniatus proveniente da bacia do rio Itabapoana nos estados do
Rio de Janeiro e Minas Gerais. Foram utilizadas técnicas de citogenética
classica: coloracdo convencional (Giemsa), Banda C e AgNOR, além de
técnicas citogenéticas moleculares: hibridizacao in situ fluorescente (FISH)
com sondas 18S e 5S rDNA e de DNA repetitivo GA(15) € CA(15). Ambas as
espécies analisadas apresentaram numero diploide 2n = 50; o estado de
carater mais comum dentro do género; Astyanax intermedius apresentou
férmula cariotipica 6m + 8sm + 4st + 32a e Astyanax taeniatus apresentou
6m + 8sm + 36a. Em Astyanax taeniatus, a banda C evidenciou pouca
heterocromatina e as marcagdes foram predominantemente nas regides
subteloméricas em cromossomos meta e sub-metacéntricos, € na regiao
pericentromérica de alguns cromossomos acrocéntricos; caracteristicas que

a diferenciam de outras espécies do género, as quais em geral apresentam



marcacdes nas regides distais dos bracos longos e nas regides
pericentroméricas dos cromossomos. As marcagdes com AgNOR, nesta
espécie, foram multiplas e variaveis, variando entre quatro e dez marcacgoes,
padrdao também observado em outras espécies de Astyanax, mesmo que,
em algumas espécies essa marcacao se apresente em apenas um par. Os
padroes de FISH obtidos com sondas 18S e 5S rDNA, apresentaram
marcagdes multiplas em Astyanax taeniatus, acumuladas em quatro e cinco
pares cromossémicos, respectivamente, uma caracteristica comum em
Astyanax. Dez marcagdes com a sonda 5S rDNA também foram observadas
em outras espécies do género, embora que um numero menor de
marcacdes também aconteca com outros Astyanax. Ocorreu sintenia entre
essas duas sondas no par 12, um carater compartiihado com outras
espécies do género. As marcacbes da sonda 18S rDNA confirmaram
parcialmente as marcagées AgNOR, uma vez que com o tratamento com o
nitrato de prata foram evidenciadas marcacgdes adicionais. As sondas de
DNA repetitivo GA(5) e CA(5) ocorreram predominantemente nas regides
subteloméricas e pericentroméricas em cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos; nos cromossomos acrocéntricos, as marcagbes
ocorreram nas regides subteloméricas e pericentroméricas em ambas as
espécies, além de marcacoes intersticiais em Astyanax taeniatus, padrao
similar ao observado em Astyanax taeniatus da bacia do rio Doce. Estes
resultados corroboram a grande diversidade citogenética e grande
complexidade existente dentro do género Astyanax nas bacias costeiras do

sudeste brasileiro.
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ABSTRACT

PINHO, Frederico Machado de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2017. Cytogenetic Analysis in two Species from Genus
Astyanax Baird & Girard, 1854 (Teleostei: Characiformes) from the
Paraiba do Sul and Itabapoana River Basins. Adviser: Jorge Abdala
Dergam dos Santos.

The genus Astyanax is the most diverse one within the Characidae family. It
currently comprises 146 described species and consists in a fairly complex
group from the taxonomic and cytogenetic perspectives. The genus includes
several complex groups such as the Astyanax fasciatus, Astyanax
bimaculatus, Astyanax scabripinnis and Astyanax hastatus groups. These
groups have great variation in their karyotype formula, ploidy number,
chromosomal morphology, C banding pattern and nucleolus organizer region
(NORs). This work aims to provide the cytogenetic characterization of
Astyanax populations from two coastal basins of Brazil: Astyanax intermedius
from Rio Preto sub-basin, Rio Paraibuna basin within Rio Paraiba do Sul
basin, Minas Gerais State; and Astyanax taeniatus from Rio Iltabapoana
basin, Rio de Janeiro and Minas Gerais States. Characterization consisted in
classical methods of cytogenetic study: conventional coloration (Giemsa), C
Banding, and AgNOR. In addition, we also performed molecular cytogenetic
methods: in situ fluorescence (FISH) with probes of rDNA 18S and 5S, and
repetitive DNA GA(15) and CA(5. Both analyzed species presented diploid
number of chromosomes 2n = 50, which is the most common character state
within the genus. Astyanax intermedius presented caryotipical formula 6m +
8sm + 4st + 32a, whereas Astyanax taeniatus had formula 6m + 8sm + 36a.
In the C banding, Astyanax taeniatus shows little heterochromatine with
blocks located predominantly in the subtelomerical regions of meta and sub-
metacentric chromosomes, and in the pericentromerical region of some
acrocentrical chromosomes. These later characters help distinguishing
Astyanax taeniatus from the remaining species of the genus, which generally
present heterochromatic blocks on the distal regions of the long arms and on
the pericentromeric positions of chromosomes. AgNORs sites varied from
four to ten, pattern also observed in other species of Astyanax (although in
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some species this marking can also be seen on a single pair). The pattern
from the FISH using 18S and 5S rDNA presented multiple sites in the pairs
four and five of Astyanax taeniatus, respectively. Multiple sites from 18S are
characteristic among Astyanax. Ten sites of 5S rDNA have already been
observed in other species of the genus, even though fewer sites may also
occur in some species. We observed synteny between these two probes on
pair 12. Markings from 18S partially confirmed the ones acquired from
AgNOR, given that silver nitrate treatment evidenced additional markings.
Probes of repetive DNA GA@sy e CAgs) occurred predominantly on
subtelomeric and pericentromeric regions of metacentric and submetacentric
chromosomes. Additionally to the intersticial markings observed in Astyanax
taeniatus, the acrocentric chromosomes presented markings on subtelomeric
and pericentromeric regions of the chromosomes, a pattern also observed in
the A. taeniatus from Rio Doce basin. Our results corroborate the great
cytogenetic diversity and complexity observed in the genus Astyanax from

the coastal basins of Southeast Brazil.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os peixes fazem parte do grupo mais numeroso entre os vertebrados,
representados por mais de 32000 espécies descritas (NELSON et al., 2016).
Desse total, 41% habitam estritamente ambientes de agua doce. A regiao
Neotropical possui a mais diversa e rica ictiofauna de agua doce do mundo,
com cerca de 50% da fauna conhecida (REIS et al., 2003). A ictiofauna de
agua doce da América do Sul é a mais rica do mundo; Schaeffer (1998),
baseado na compilacdo do numero de espécies nominais descritas nas
Ultimas décadas do século XX, considera que o numero total de espécies
dessa regiao biogeografica possa chegar a 8000.

De acordo com Ribeiro (2006), a ictiofauna de drenagens costeiras do
leste do Brasil é de grande significado biogeografico. Essas drenagens sao
independentes, pequenas ou médias (CASTRO, 1999), isoladas das bacias
hidrograficas continentais pela Serra do Espinhaco e da Mantiqueira
(RIBEIRO, 2006; BUCKUP, 2011). Essas drenagens apresentam uma
grande heterogeneidade ambiental em extensdes relativamente curtas,
caracterizadas por uma baixa riqueza de espécies de peixes continentais e
elevado endemismo (BUCKUP, 1999).

A elevada diversidade de espécies endémicas possivelmente foi
determinada por processos geolégicos locais, grandes mudancas climaticas
e sucessivas transgressoes e regressdes marinhas durante o Quaternario
(WEITZMAN et al., 1988). Bizerril (1994) relatou que 95% das espécies de
peixes pertencentes as bacias costeiras sdo endémicas, sendo 23,4% de
géneros endémicos. Pouco se conhece sobre a ictiofauna destas drenagens,
as poucas e esparsas contribuicdes, geralmente, sdo sobre descricées de
novas espécies (SARMENTO-SOARES et al., 2005; BERTACO et al., 2007)
ou tratam-se de inventarios taxonémicos englobando poucas drenagens ou
pequenos trechos destas (SARMENTO-SOARES & MARTINS-FILHO, 2009;
SARMENTO-SOARES & MARTINS-FILHO, 2014) e escassos e restritos
trabalhos de citogenética (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; KAVALCO
et al.,, 2004; KAVALCO et al., 2007; ALVES-SILVA & DERGAM, 2015;
COUTINHO-SANCHES & DERGAM, 2015; TRAVENZOLI et al., 2015;

CUNHA et al., 2016). Fazem parte das bacias costeiras do leste brasileiro os
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rios situados entre a foz do rio Sdo Francisco (BA) e o rio Cubatdo (SC)
(RIBEIRO, 2006).

A fauna neotropical de peixes de agua doce é composta em sua
maioria por peixes da superordem Ostariophysi. Essa superordem
compreende cinco ordens: Gonorynchiformes, Cypriniformes, Siluriformes,
Characiformes e Gymnotiformes. Aproximadamente 77% das espécies
pertencem as ordens Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes. Dentre
essas ordens, as familias mais diversificadas sdo Characidae, Loricariidae e
Gymnotidae, respectivamente (JAVONILLO et al., 2009).

A ordem Characiformes compreende 23 familias com 2166 espécies
descritas (ESCHEMEYER & FONG, 2017) e abrange quase um terco da
ictiofauna sul-americana, apresentando grande diversificacdo de habitats e
regimes alimentares (VAZ et al, 2000). Os exemplares dessa ordem
possuem notavel diversidade de tamanhos, variando de espécies com
poucos milimetros até espécies com mais de um metro de comprimento
(WEITZMAN & VARI, 1988). A familia Characidae € a mais complexa e
diversa, abrangendo aproximadamente 52% das espécies desta ordem
(ESCHEMEYER & FONG, 2017). Essa familia conta com 145 géneros e
1112 espécies validas, porém, este numero pode estar subestimado, em
virtude do grande e crescente numero de descricdes de novas espécies.
Somente nos udltimos 10 anos (2007-2017) 221 novas espécies foram
descritas nesta familia (ESCHMEYER & FONG, 2017). Seus representantes
contam com uma vasta diversidade de formas e nichos ecoldgicos
(WEITZMAN & MALABARBA, 1998), geralmente sdo de pequeno porte e
apresentam uma grande variedade de regimes alimentares (SAZIMA, 1983),
sendo encontrados em diversas drenagens nas principais bacias
hidrograficas brasileiras e em populacdes isoladas em riachos (BUCKUP et
al., 2007).

Dentre os representantes da familia Characidae, o género Astyanax
destaca-se como o0 mais diverso, possuindo 146 espécies validas
(ESCHEMEYER & FONG, 2017). Popularmente conhecidos como lambaris
ou piabas, essas espécies sao vastamente distribuidas na América do Sul,
ocorrendo do sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina
(EIGENMANN, 1921), desde pequenas lagoas com aguas paradas até rios
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de grande porte com areas de correnteza e em diferentes altitudes
(FROESE & PAULY, 2017). S&o animais onivoros e importantes como
substrato tréfico para espécies maiores (ANDRIAN et al., 2001) e possuem
grande capacidade de se ajustarem as condi¢des ambientais e ao amplo
espectro de interagdes nas assembleias de peixes (ORSI et al., 2004). Além
da importancia na cadeia alimentar e no equilibrio ecologico, também sao
apontados como dispersores de sementes (VILELLA et al, 2002),
demonstrado pela capacidade consideravel de locomogéo ao longo do rio e
pela ampla dispersdo e variedade de habitats que ocupam (LOPEZ, 1978;
UIEDA, 1984; MESCHIATTI, 1995; BERTACO et al, 1998). Vilella et al.
(2002) comprovaram a presenga de sementes vegetais aparentemente
intactas presentes no conteudo estomacal de diferentes espécies de
Astyanax provenientes do rio Maquié, bacia do rio Tramandai (RS).

O género Astyanax pertencia & subfamilia Tetragonopterinae (GERY,
1977), porém, por nao apresentar evidéncias consistentes sobre seu
monofiletismo, atualmente é classificado como género incertae sedis (LIMA
et al., 2003), sendo um grupo amplamente estudado em trabalhos de
citogenética e evolugcdo (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; SOUZA &
MOREIRA-FILHO, 1995; PAZZA & KAVALCO, 2007; VICARI et al., 2008;
TENORIO et al., 2013; ABELINI et al., 2014). Astyanax se apresenta com
um grupo complexo taxonomicamente e citogeneticamente, revelando
espécies muito semelhantes morfologicamente e com grande variabilidade
cariotipica.

No género Astyanax, o numero diploide varia de 2n = 36
cromossomos em Astyanax schubarti (MORELLI et al., 1983; DANIEL-SILVA
& ALMEIDA-TOLEDO, 2001) e Astyanax correntinus (PAIZ et al., 2015) a 2n
= 50 cromossomos em Astyanax scabripinnis, Astyanax bimaculatus,
Astyanax hastatus, entre diversos outros (PAZZA & KAVALCO, 2007;
VICARI et al., 2008; KAVALCO et al., 2009). Neste género sdo observados
complexos de espécies em alguns grupos, que sao caracterizados por
grandes variagées nas férmulas cariotipicas, numeros diploides, morfologia
cromossémica, padrdo de bandeamento C, localizacdo e variagcdo das
regides organizadoras de nucléolos (RONs) (PAZZA & KAVALCO, 2007;
VICARI et al., 2008; PERES et al., 2012). Esses complexos acontecem ao
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menos em quatro grupos: A. fasciatus (PAZZA et al., 2006), A. bimaculatus
(FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2004), Astyanax scabripinnis
(MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991) e Astyanax hastatus (KAVALCO et
al, 2009). No complexo fasciatus, é observada heterogeneidade
cromossémica, diversidade na morfologia cromossémica e grande variacao
no numero diploide (2n = 45-50) (MORELLI et al., 1983; PAZZA et al., 2008).
Porém no complexo bimaculatus ndo sdo observadas variagdes numéricas,
0 numero diploide se matem constate (2n = 50), no entanto apresentam
citétipos diferentes, nimero e localizacao diferentes das NORs e variagdes
na heterocromatina (FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2004; PAZZA &
KAVALCO, 2007; FERREIRA-NETO et al., 2009).

O complexo scabripinnis € formado por um grupo de peixes que
compreende ao menos 17 espécies (VICARI et al., 2008), incluindo Astyanax
intermedius. Com relagdo a caracteres morfolégicos e cromossémicos, as
espécies do complexo sdo bastante diversificadas (MOREIRA-FILHO &
BERTOLLO, 1991). Nesse complexo, o numero diploide possui variacdo
entre 2n = 46 (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991), 2n = 48 (MOREIRA-
FILHO & BERTOLLO, 1991; SOUZA et al., 1996; MIZOGUCHI & MARTINS-
SANTOS, 1998; MAISTRO et al., 2000; ALVES & MARTINS-SANTOS, 2002,
FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2003; VICARI et al., 2008) e 2n = 50,
sendo 2n = 50 o mais comum (MORELLI et al., 1983; MOREIRA-FILHO &
BERTOLLO, 1991; MAISTRO et al., 1998; FERRO et al., 2001, ALVEZ &
MARTINS-SANTOS, 2002; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2005;
KAVALCO et al., 2007; PERES et al., 2008; VICARI et al., 2008). O carater
2n = 50 cromossomos €é considerado ancestral nesse complexo e rearranjos
do tipo translocacéo robertsoniana estariam relacionados com a origem de
nameros diploides menores (VICARI et al., 2008). As populagcdes do
complexo scabripinnis geralmente estdo restritas a pequenos riachos ou
cabeceiras de pequenos tributarios (BRITSKI, 1972), constituindo
populacdes isoladas.

Astyanax scabripinnis intermedius, foi descrita originalmente por
Eigenmann em 1908, através de exemplares coletados nas bacias dos rios
Paraiba do Sul, Mucuri, ltapemirim e Velhas (LEZAMA et al., 2011). E

considerada morfologicamente intermediaria entre Astyanax scabripinnis e
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Astyanax taeniatus. Sua localidade tipo sdo os rios Paraiba e Santa Clara
(LIMA et al., 2003). Sua distribuicdo € descrita para as bacias do rio Paraiba
do Sul, rios costeiros do estado do Rio de Janeiro (BUCKUP, 2003) e rio
Doce (LEZAMA et al., 2011). O numero diploide encontrado nessa espécie é
2n = 50 (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003, KAVALCO et al., 2004;
KAVALCO et al., 2007).

Astyanax taeniatus foi descrito em 1842 por Jenyns, sendo sua
localidade tipo o tributario costeiro Socego, no Estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Também ocorre na Bacia do rio Paraiba do Sul, na drenagem dos rios
costeiros do Rio de Janeiro e Espirito Santo (LIMA et al., 2003), na bacia do
rio Doce (VIEIRA, 2006) e nas bacias dos rios Sado Mateus e Mucuri
(POMPEU, 2010). O numero diploide encontrado nessa espécie é 2n = 50,
porém, um estudo preliminar indica férmulas cromossémicas diferentes para
esta espécie (CUNHA et al., 2016).

Considerando o grande e crescente numero de estudos citogenéticos
com populacées de Astyanax, a importancia biolégica e biogeografica das
bacias costeiras e também o grande numero de incertezas e duvidas ainda
existentes nesse género, este estudo visou contribuir com informagdes de
citogenética classica e molecular nas espécies Astyanax intermedius e
Astyanax taeniatus coletados nas bacias dos rios Paraiba do Sul e
ltabapoana respectivamente, visando integrar os padrdes de variacdo aqui
levantados com outros trabalhos publicados no género e contribuir para uma
compreensao mais objetiva das espécies do género nas bacias costeiras do

sudeste brasileiro.
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2.  INTRODUCAO

De acordo com Ribeiro (2006), a ictiofauna de drenagens costeiras do
leste do Brasil € de grande relevancia biogeografica. Essas drenagens sao
independentes, de pequeno ou médio porte (CASTRO, 1999) e apresentam
uma grande heterogeneidade de ambientes em extensdes relativamente
curtas, caracterizadas por uma baixa riqueza de espécies de peixes e
elevado endemismo (BUCKUP, 1999). Bizerril (1994) relata que 95% das
espécies de peixes pertencentes as bacias costeiras sdo endémicas, sendo
23,4% de géneros endémicos. Este elevado endemismo ¢é atribuido
principalmente as espécies de peixes de pequeno porte, como peixes do
género Astyanax, as quais de modo geral possuem baixa capacidade de
deslocamento, nao realizando migracdes extensas durante suas vidas
(BIZERRIL, 1994).

Pouco se conhece sobre a ictiofauna destas drenagens, as poucas e
esparsas contribuicbes, geralmente, sdo sobre descricbes de novas
espécies (SARMENTO-SOARES et al., 2005; BERTACO et al., 2007) ou
tratam-se de inventarios taxondmicos englobando poucas drenagens ou
pequenos trechos destas (SARMENTO-SOARES & MARTINS-FILHO, 2009;
SARMENTO-SOARES & MARTINS-FILHO, 2014). Nesta regido, os estudos
citogenéticos sdo escassos e restritos a poucas espécies (KAVALCO et al.,
2009; PEREIRA et al.,, 2013, COUTINHO-SANCHES & DERGAM, 2015;
ALVES-SILVA & DERGAM, 2015; TRAVENZOLI et al., 2015; CUNHA et al.,
2016).

Astyanax € um grupo altamente complexo taxonomicamente e
citogeneticamente, revelando espécies morfologicamente muito semelhantes
e com grande variabilidade cariotipica. Neste género, o numero diploide
varia de 2n = 36 em A. schubarti (MORELLI et al., 1983; DANIEL-SILVA &
ALMEIDA-TOLEDO, 2001) e A. correntinus; (PAIZ et al., 2015) a 2n = 50
cromossomos em A. scabripinnis, A. bimaculatus, A. hastatus, dentre varios
outros (VICARI et al., 2006; PAZZA & KAVALCO, 2007; KAVALCO et al.,
2009). O numero diploide 2n = 50, se apresenta como o0 padrdo mais
observado entre as espécies do género (FERNANDES & MARTINS-
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SANTOS, 2006; PAZZA & KAVALCO, 2007; VICARI et al., 2008; FERREIRA
NETO et al., 2009; MARTINEZ et al., 2012; CUNHA et al., 2016).

A diversidade cariotipica também ocorre entre individuos da mesma
espécie, com variagdes numéricas e estruturais. No género Astyanax, sao
observados complexos de espécies em alguns téaxons, onde formulas
cariotipicas, numeros diploides, morfologia cromossémica, padrdao de
bandeamento C, localizagao e quantidade de NORs, sao bastante variaveis
dentro de cada espécie nominal (PAZZA & KAVALCO, 2007; VICARI et al.,
2008; PERES et al., 2012). Esses complexos acontecem ao menos em: A.
fasciatus (PAZZA et al., 2006), A. bimaculatus (FERNANDES & MARTINS-
SANTOS, 2004), A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991) e
A. hastatus (KAVALCO et al., 2009). O complexo scabripinnis é formado por
um grupo de peixes que compreende ao menos 17 espécies (VICARI et al.,
2008), incluindo Astyanax intermedius.

Estudos citogenéticos se mostraram ferramentas Uteis para deteccao
de espécies cripticas além de fornecerem informacbes para estudos
evolutivos e compreensdao de processos que levam a especiacéao
(RIESEBERG, 2001). Afinidades moleculares das populacdes aqui
estudadas com populacdes de A. intermedius e A. taeniatus (SILVA, com.
pess.) levaram-nos a considerar cada populacao como Astyanax intermedius
da bacia do Paraiba do Sul e Astyanax taeniatus da bacia do ltabapoana.
Considerando o grande e crescente numero de estudos citogenéticos em
populacdes de Astyanax, a importancia bioldgica e biogeografica das bacias
costeiras, bem como o grande numero de incertezas e duvidas ainda
existentes nesse género, este estudo visou contribuir com informagdes de
citogenética classica e molecular em duas populacbes de peixes do género

Astyanax.

3. MATERIAL E METODOS

Vinte e um espécimes de Astyanax intermedius (FIGURA 1a) foram
analisados: dois machos, onze fémeas e oito com sexo indeterminado.
Esses peixes foram coletados em um afluente do rio Preto, sub-bacia do rio
Paraibuna, pertencente a bacia do rio Paraiba do Sul (UTM 23K, 619.375 E,
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7.561.990 S). Essa drenagem fica localizada no municipio de Rio Preto,
Minas Gerais (FIGURA 2).

Setenta e seis espécimes de Astyanax taeniatus (FIGURA 1b)
provenientes da Pequena Central Hidrelétrica Calheiros (PCH Calheiros)
(UTM 24K, 217.176 E, 7.675.487 S) e da regidao das cabeceiras do rio
ltabapoana (UTM 24K, 200.711 E, 7. 703.232 S) foram analisados: 29
machos, 42 fémeas e cinco com sexo indeterminado (FIGURA 2). Os pontos
de coleta ficam localizados nos municipios de Bom Jesus do ltabapoana, Rio
de Janeiro e Caiana em Minas Gerais, respectivamente.

Os cromossomos mitdticos metafasicos foram obtidos através de
células do rim anterior conforme BERTOLLO et al. (1978). Primeiramente, os
peixes foram anestesiados e eutanasiados em solugdo aquosa de Oleo de
cravo com concentracdao de 300 mg.L-1 (LUCENA et al, 2013) conforme
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Vigosa, autorizagcdo numero 84/2015. Os exemplares de ambas
as espécies, apos processadas, foram fixados em formaldeido 10%,
transferidos para solugcdo de etanol 70% e se encontram em processo de
tombamento na colecéao ictiolégica do Museu de Zoologia Joao Moojen da
Universidade Federal de Vigosa.

Para a caracterizacdo da férmula cromossdédmica e do numero
diploide, os cromossomos obtidos foram corados com coloragcédo
convencional (Giemsa na concentracdo de 10%). Os cromossomos foram
classificados de acordo com a razdo entre o tamanho dos bracos (RB),
sendo definidos como: metacéntricos (RB = 1,0 a 1,70), submetacéntricos
(RB = 1,71 a 3,00), subtelocéntricos (RB = 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB
> 7,01) (LEVAN et al., 1964). O numero de bragos cromossémicos (Numero
Fundamental, NF) foi determinado de acordo com a razdo de bracos
cromossdmicos, onde 0s cromossomos acrocéntricos foram considerados
com um braco e os demais com dois bragos.

O padrao de distribuicaio da heterocromatina constitutiva foi
evidenciado pela banda C (SUMNER, 1972, com modificagdes), corados
com DAPI e as regibes organizadoras de nucléolos (RONs) foram
localizadas através da impregnagcdo por nitrato de prata (AgNORs)
(HOWELL & BLACK, 1980). A hibridizagao in situ fluorescente (FISH) foi
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utilizada para localizacdo dos genes de DNA ribossomal e também na
deteccédo de padrdes de marcacdo de DNA repetitivos microssatélites. Para
a localizagcao dos genes de DNA ribossomal foram utilizadas as sondas 18S
rDNA e 5S rDNA, obtidas por PCR a partir do DNA nuclear da espécie
Hoplias malabaricus e primers especificos (NS1= 5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3 e NS8= 5- TCCGCAGGTTCACCTACGGA-
3’). Para a localizagéo do DNA repetitivo foram utilizadas as sondas GA(1s) €
CA¢s) (PINKEL et al., 1986, com modificagées). As sondas ribossomais
foram marcadas com Digoxigenina utilizando o kit Dig-Nick Translation Mix
(Roche Applied Science) e as sondas microssatélites foram marcadas
comercialmente na sua extremidade 5’ com o fluoréforo Cy3 (Sigma).

As metafases foram registradas através de uma camera Olympus
DP73 acoplada em microscépio epifluorescente Olympus BX53 e capturadas
com o software Olympus CellSens®. Os cari6tipos foram analisados e
medidos com auxilio do software Image Pro Plus®. Todas as metodologias e
técnicas descritas foram utilizadas na caracterizagdo da espécie Astyanax
aff. taeniatus; ja na espécie Astyanax aff. intermedius foram utilizadas as
técnicas de coloracdo convencional (Giemsa) e FISH com as sondas GAss)
e CAs).

4. RESULTADOS

Os espécimes de Astyanax intermedius apresentaram numero
diploide 2n = 50 com férmula cariotipica 6m + 8sm + 4st + 32a e numero
fundamental, NF = 68, sem diferenciacdo entre machos e fémeas (FIGURA
3a). A sonda de DNA repetitivo microssatélite GAsy apresentou marcacoes
preferencialmente nas regidbes subteloméricas em cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos, j& em cromossomos
acrocéntricos, o padrao de marcacao foi variado, ocorrendo nas regides
subteloméricas, pericentroméricas e em regides intersticiais (FIGURA 3b).

A sonda CA(15) evidenciou marcagdes nas regides pericentroméricas e
na regido  subtelomérica em cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Em cromossomos subtelocéntricos, as regides marcadas

foram a extremidade do braco menor, a regido pericentromérica e a regiao
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subtelomérica. Em cromossomos acrocéntricos, assim como na sonda
GA(5, 0 padrdo foi variado, apresentando cromossomos com marcagoes
nas regides subteloméricas e pericentroméricas (FIGURA 3c).

Os espécimes de Astyanax taeniatus, por sua vez, apresentaram 2n =
50, com férmula cariotipica 6m + 8sm + 36a e numero fundamental, NF = 64,
sem diferenciacao entre machos e fémeas (FIGURA 4a). O bandeamento C
evidenciou pouca heterocromatina constitutiva, localizada nas regides
subteloméricas, principalmente em cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, e na regido pericentromérica em Cromossomos
acrocéntricos (FIGURA 4b). Com o bandeamento das NORs com nitrato de
prata (AgNORs) foram observadas marcagbes mudltiplas, com variagdo
intrapopulacional, apresentando de quatro a dez sitios localizados nas
regides teloméricas dos cromossomos (FIGURAS 4c e 4d).

A técnica de FISH com a sonda 18S apresentou marcagdes multiplas,
marcando quatro pares de cromossomos na espécie Astyanax taeniatus. Os
pares marcados foram os pares 12, 15, 22 e 25, todos s&o acrocéntricos e
as marcacoes foram identificadas na regiao pericentromérica (FIGURA 4e).
As marcagdes de AgNORs coincidiram parcialmente com as marcagdes de
FISH, uma vez que marcagdes adicionais foram observadas com o nitrato de
prata. O 5S rDNA foi localizado na regido pericentromérica em cinco pares
cromossémicos: todos acrocéntricos, pares 12, 16, 19, 21 e 24 (FIGURA 4f).
A técnica de FISH utilizando as sondas 18S e 5S rDNA evidenciou ainda
sintenia destas regides no par 12.

O FISH com a sonda GA(sy em Astyanax taeniatus evidenciou
marcacgdes nas regides subteloméricas de ambos os bragos cromossémicos
em cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, além de uma
marcagcao na regido intersticial do primeiro par metacéntrico. J& em
cromossomos acrocéntricos, marcagdes subteloméricas, pericentroméricas e
intersticiais foram observadas, assim como em Astyanax intermedius
(FIGURA 4g). As marcagdes com a sonda CA(s) foram evidenciadas nas
regidbes pericentroméricas e subteloméricas em ambos o0s bragos em
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos; nas extremidades dos

bragos menores; em cromossomos acrocéntricos, as marcagoes foram
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evidenciadas nas regides subteloméricas, pericentroméricas e em regides

intersticiais, similar ao observado com a sonda GA 5 (FIGURA 4h).
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5. DISCUSSAO

Ambas as espécies estudadas, Astyanax intermedius e Astyanax
taeniatus, apresentaram numero diploide 2n = 50, padrdo mais observado
entre as espécies do género (FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2006;
PAZZA & KAVALCO, 2007; VICARI et al., 2008; FERREIRA NETO et al.,
2009; MARTINEZ et al., 2012; CUNHA et al., 2016).

Astyanax intermedius é hoje considerado como membro do complexo
A. scabripinnis (MELO, 2001). O numero diploide obtido nesse estudo
corroborou outros estudos com outra populacéao dessa espécie (KAVALCO &
MOREIRA-FILHO, 2003; KAVALCO et al., 2004; KAVALCO et al., 2007). O
cardter 2n = 50 cromossomos € considerado ancestral no complexo
scabripinnis e rearranjos do tipo translocacao robertsoniana estariam
relacionados com a origem de numeros diploides menores (VICARI et al.,
2008), constituindo uma notavel diferenca do padrdo evolutivo com as
espécies pertencentes a outros complexos, como o complexo bimaculatus
onde o numero diploide se mantém constante (FERNANDES & MARTINS
SANTOS, 2006; KAVALCO et al., 2011; PACHECO et al., 2011; MARTINEZ
et al., 2012) . Dentro do complexo fasciatus, o padrao para o numero
diploide também se apresenta bastante heterogéneo. Nesse complexo,
foram registradas espécies com numero diploide 2n = 45 (DANIEL-SILVA &
ALMEIDA-TOLEDO, 2001, PAZZA et al, 2006), 2n = 46 (TORRES-
MARIANO & MORELLI, 2006; ABEL et al., 2006; PAZZA et al., 2008), 2n =
47 (PAZZA et al., 2006; DANIEL-SILVA & ALMEIDA-TOLEDO, 2001), 2n =
48 (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1986; PAZZA et al., 2008), 2n = 49
(ARTONI et al., 2006; KAVALCO et al., 2016) e 2n = 50 (ARTONI et al.,
2006; KAVALCO et al., 2016).

A férmula cariotipica apresentada no presente estudo em Astyanax
intermedius (6m + 8sm + 4st + 32a) corrobora a férmula cariotipica
encontrada em uma populacdo da mesma espécie em outras localidades
(KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; KAVALCO et al., 2004; KAVALCO et
al., 2007), porém difere da férmula apresentada por outras espécies do
complexo scabripinnis (MESTRINER et al., 2000; MAISTRO et al., 2000;
CASTRO et al., 2015). No complexo scabripinnis, predomina um grande
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namero de cromossomos metacéntricos e principalmente submetacéntricos,
enquanto que no presente trabalho, ocorre uma grande quantidade de
cromossomos acrocéntricos, conforme descrito em outras populagbes
costeiras (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; KAVALCO et al., 2004;
KAVALCO et al., 2007).

As espécies de Astyanax do complexo scabripinnis da bacia do rio
Parana tendem a formar pequenas populagbes isoladas em cabeceiras de
corregos, o que facilitaria o estabelecimento de mudangas cromoss6micas
que podem levar ao polimorfismo (BARBOSA et al., 2017), fato que poderia
explicar a variabilidade cariotipica entre populacbes neste complexo
(MOREIRA-FILHO et al., 2004; VICARI et al., 2008; ABELINI et al., 2014;
CASTRO et al., 2015; NISHIYAMA et al., 2016; SANTOS et al., 2016). E
atribuido ao isolamento geogréfico, principalmente em cabeceiras de
pequenos riachos, a ocorréncia de eventos sucessivos de rearranjos
cromossémicos, fixados independentemente nas populagbes locais,
diferenciando-as (SOUZA & MOREIRA-FILHO, 1995; ALVES & MARTINS-
SANTOS, 2002). As barreiras responsaveis por esse isolamento podem ser
fisicas (velocidade do fluxo ou tipo de leito), quimicas (verificadas na
composicdo da agua) ou bidticas (movimentos da superficie da &gua)
(LOWE-MCCONNELL, 1969), ou mesmo a competicdo com outras espécies
ou por diferentes predadores, restringindo o fluxo génico e reforcando a
condicao alopatrica entre eles (KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003).

A populacdo de Astyanax taeniatus do rio ltabapoana apresentou
formula cariotipica 6m + 8sm + 36a, diferente dos cariétipos observados em
populagdes identificados como da mesma espécie, provenientes da bacia do
rio Doce (CUNHA et al., 2016). Cunha et al. (2016) apontaram dois citétipos
diferentes em simpatria, ambos com grande numero de Cromossomos
subtelocéntricos, padrdao ndo observado nas populagdes do rio Itabapoana.

A heterocromatina constitutiva localizada na regido pericentromérica
dos cromossomos € considerada uma caracteristica basal em peixes
(MEDRADO et al., 2012), mesmo que dentro do género Astyanax esse
padrao possa ser bastante variado. Na populacao de Astyanax aff. taeniatus
aqui estudada, os blocos de heterocromatina foram evidenciados

principalmente nas regides subteloméricas e centroméricas. Nas populacdes
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de Astyanax taeniatus provenientes do rio Doce, a heterocromatina foi
observada preferencialmente na regido centromérica em todos os
cromossomos, com marcagdes adicionais na regido pericentromérica de
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos (CUNHA et al., 2016).
Dentro do complexo fasciatus, as regides distais dos bragos longos de
cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos foram
evidenciadas pelo bandeamento C (PAZZA et al.; 2008; FERNANDES et al.,
2009), diferentemente de A. altiparanae, onde os blocos de heterocromatina
se apresentaram em regides intersticiais (DANIEL-SILVA & ALMEIDA-
TOLEDO, 2001; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2004). Em
populacbes de A. scabripinnis, a localizacdo predominante dos blocos
heterocromaticos se deram nas regides teloméricas dos bragos longos de
cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos (MAISTRO et al, 2001;
MANTOVANI et al, 2000; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2003;
FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2005). Essa variacdo também foi
observada em A. hastatus, que possui pouca heterocromatina constitutiva
localizada principalmente nas regiées pericentroméricas dos cromossomos
(KAVALCO et al., 2009).

A presenca de heterocromatina em regides pericentroméricas e
subteloméricas facilitaria o intercadmbio entre cromossomos homdélogos com
posterior amplificacdo, sugerindo que a heterocromatina frequentemente
desempenhe um papel importante na evolucdo cromossémica dos peixes
(GALETTI et al., 1991; MARGARIDO & GALETTI, 1999).

As marcag¢des com o nitrato de prata variaram de 4 a 10 marcagdes
em Astyanax aff. taeniatus. A ocorréncia de AgNORs multiplas sao muito
observadas no género Astyanax (MONTOVANI et al., 2000; JORGE &
MOREIRA-FILHO, 2001; SOUZA et al.,, 2001; ALMEIDA-TOLEDO et al.,
2002; MANTOVANI et al., 2005; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2006;
PACHECO et al., 2011; FERREIRA-NETO et al., 2012; TENORIO et al.,
2013, CUNHA et al, 2016). Cunha et al. (2016), relataram marcagcdes
multiplas e variaveis em A. taeniatus proveniente da bacia do rio Doce.
Resultado similar foi relatado em A. fasciatus, A. altiparanae, A. janeiroensis
e A. paranae (ARTONI et al, 2009). FERNANDES & MARTINS-FILHO

(2006), trabalhando com A. scabripinnis, da bacia do rio lvai no Parana,
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constataram um citétipo com até 13 marcagcées com o nitrato de prata. Em
outra populacao de A. scabripinnis, de Campos do Jordado, em Sao Paulo,
foram encontradas marcagdées em dois pares de cromossomos; um par
metacéntrico e outro submetacéntrico (BARBOSA et al., 2017). No entanto,
algumas espécies como Astyanax jacuhiensis (SILVA et al., 2013), Astyanax
bimaculatus (KAVALCO et al., 2011) e A. altiparanae (PERES et al., 2008)
apresentam padrdao de marcagao simples, com apenas um par marcado por
esta técnica.

Marcagdes simples das AgNOR (em apenas um par) € a condicao
mais frequente em algumas espécies dulcicolas como nas familias,
Prochilodontidae (PAULS & BERTOLLO, 1990), Anostomidae (GALETTI et
al., 1984), Parodontidae (MOREIRA-FILHO et al., 1985) e Bryconidae
(TRAVENZOLI et al., 2015).

Os resultados aqui encontrados com a sonda 18S rDNA evidenciaram
marcagdes em quatro pares de cromossomos acrocéntricos. Estudos
realizados com o género Astyanax indicam que o numero de sitios e a
localizacdo do 18S rDNA se apresentam muito variaveis (NEO et al., 2000,
FERRO et al.,, 2001; MANTOVANI et al., 2005). Em duas populagées de A.
taeniatus foram evidenciadas marcacdées em quatro e cinco pares de
cromossomos (CUNHA et al., 2016). Em A. fasciatus, foram observadas de
quatro marcagbes (PANSONATO-ALVES et al., 2013) a dez marcagbes
(FERREIRA-NETO et al.,, 2012). Em A. scabripinnis, assim como em A.
fasciatus, as marcagdes com a sonda 18S rDNA se mostraram igualmente
variaveis, sendo relatadas desde quatro, seis, treze, quatorze e até
dezesseis marcagdes (FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2006; VICARI
et al., 2008; CASTRO et al., 2015). No entanto, em outras espécies, como
em A. altiparanae e A. jacuhiensis, foi observada uma marcacao simples
(PACHECO et al., 2011; DA SILVA et al., 2012).

No presente estudo, o numero de marcagcbes com a AgNORs foi
confirmada parcialmente pela sonda 18S rDNA; porém, o numero de
marcagdes com as AgNORs foi maior que o observado com a sonda
ribossomal. A auséncia de correlacdo entre essas duas técnicas pode ser
reflexo de marcagdes inespecificas da prata, uma vez que ela marca

indiretamente os sitios organizadores do nucléolo através da marcagao de
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proteinas argentofilicas presentes nestes sitios (HOWELL, 1987), assim as
demais marcacbes seriam provavelmente regides heterocromaticas com
proteinas acidas que tém afinidade pela prata (PACHECO et al., 2011).

Em espécies de Astyanax com distribuicdo continental tais como A.
altiparanae, A. fasciatus, Astyanax lacustris e A. scabripinnis, a0 menos 0s
loci de 5S rDNA localizados no par metacéntrico parecem ser conservados
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; KAVALCO et al., 2004, MANTOVANI et al.,
2005; PERES et al., 2008; PANSONATO-ALVES, et al, 2013), ja em
espécies com distribuicdo costeiras, como Astyanax giton, A. intermedius, A.
ribeirae, A. taeniatus e o Astyanax aff. taeniatus, o padrao varia, pois esse
marcador caracteristico no par metacéntrico € ausente (KAVALCO et al.,
2004; KAVALCO et al.,, 2010; CUNHA et al,, 2016). Nos espécimes de
Astyanax aff. taeniatus analisados neste trabalho foram visualizadas
marcagdées com a sonda 5S rDNA em cinco pares cromossOmicos, todos
acrocéntricos, localizadas em posicdo centromérica, confirmando o padrao
“costeiro”.

No entanto, multiplas marcacées com a sonda 5S rDNA tém sido
observadas em varias espécies do género Astyanax. Em uma populagcédo de
A. taeniatus, da bacia do rio Doce em Minas Gerais, foram evidenciadas oito
marcagdes com a sonda 5S rDNA (CUNHA et al., 2016), em Astyanax
scabripinnis, da regido de Campos do Jorddo, Sao Paulo, foram
evidenciadas oito marcagdes (FERRO et al., 2001). Em Astyanax ribeirae,
espécie endémica da bacia Ribeira do Iguapé, no estado de Sao Paulo,
Brasil, foram evidenciadas seis marcagbes com essa sonda (KAVALCO et
al.,, 2010). Por outro lado, em espécies do complexo bimaculatus e em
Astyanax xavante, foram registradas apenas marcacgdes simples (ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2002; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2006; PERES et
al., 2008; PACHECO et al., 2011; TOLEDO et al., 2013).

Os genes 5S e 18S frequentemente estdo situados em arranjos
independentes e em ambientes cromossdmicos distintos, representando o
cenario mais comum para o arranjo dos genes ribossomais nos peixes
(GALETTI JR. & MARTINS, 2004), embora, com menos frequente, acontega
em sintenia (HATANAKA & GALETTI, 2004; CASTRO et al, 2014;

FAVARATO et al.,, 2016). Em Astyanax aff. taeniatus, a sintenia entre esses
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dois genes aconteceu em um par de cromossomos acrocéntricos, no par 12.
No género Astyanax, a sintenia também foi observada em A. fasciatus
(ALMEIDA-TOLEDO et al, 2002; FERREIRA-NETO et al, 2012), em
Astyanax goyacensis (SANTOS et al., 2013), em A. paranae (SANTOS et
al., 2016) e em algumas populagbes do complexo bimaculatus (ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2002). A sintenia entre esses dois genes ribossémicos é
considerada uma caracteristica derivada em termos de organizacao
genbmica e evolugdo cromossdmica podendo ocasionar translocagoes
indesejaveis de sequéncias de 5S rDNA pela associacdo ao 18S rDNA, nao
permitindo a evolugdo destes genes de forma independente (MARTINS &
GALETTI JR., 2000).

A distribuicdo dos microssatélites GA(15) e CAgsy em Astyanax
intermedius e Astyanax taeniatus ocorreu preferencialmente nas regides
subteloméricas na maioria dos cromossomos, embora algumas marcacoes
adicionais centroméricas e intersticiais também tenham ocorrido em ambas
as espécies. A sonda CA(s evidenciou marcagbes pericentroméricas em
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, nas duas espécies aqui
estudadas, padrdao também evidenciado em outras populacées de Astyanax
taeniatus (CUNHA et al,, 2016). Até a data, estes sdo os Unicos dados
publicados no género Astyanax com o uso deste tipo de sondas.

Em outras espécies de Characiformes, como Hoplias malabaricus
(CIOFFI et al., 2011), Triportheus trifurcatus (YANO et al., 2014), Leporinus
conirostris e Leporinus obtusidens (POLTRONIERI et al, 2014), os
microssatélites GA5) € CA(i5 foram evidenciadas nas regides terminais de
todos ou de quase todos os cromossomos. Em Danio rerio e em Triportheus
auritus, ambas as sondas foram preferencialmente localizadas nas regioes
pericentroméricas e centroméricas (SHIMODA et al., 1999; CIOFFI et al.,
2012). Os microssatélites sdo acumulados em regibes tipicamente
heterocromaticas como telémeros, centrdbmeros e cromossomos sexuais
(MARTINS, 2007; CIOFFI et al., 2012), onde uma fracdo significativa de
DNAs repetitivos é encontrada (CIOFFI & BERTOLLO, 2012).

Uma andlise comparativa dos dados obtidos neste trabalho e em
outros estudos ja publicados corroboram a grande diversidade citogenética
dentro do género Astyanax. Porém, quando os padrbes citogenéticos séo
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analisados sob uma perspectiva biogeografica, eles também podem indicar
marcadores cromossémicos em alguns clados, conforme comprovado no
caso da familia Bryconidae da regido sudeste (TRAVENZOLI et al., 2015).
As espécies das bacias costeiras do leste do Brasil sdo as unicas, dentro
dos géneros Brycon e Henochilus, que apresentam uma NOR em um par de
cromossomos subtelocéntricos e auséncia de equilocacdo de blocos de
heterocromatina no primeiro par de cromossomos; dados moleculares
mitocondriais e nucleares sdo consistentes com este monofiletismo
(TRAVENZOLI et al., 2015). No caso da espécie Astyanax aff. taeniatus, as
caracteristicas cariotipicas sao semelhantes ao esperado das espécies de
distribuicdo costeira, sugerindo uma histéria independente das populagdes
de algumas espécies de Astyanax continentais.

Com base em dados moleculares e morfologicos, SILVA (2017)
propbe a existéncia de dois grandes grupos de lambaris no sudeste
brasileiro: o grupo “Astyanax”, o qual inclui Astyanax paranae, Astyanax
fasciatus, Astyanax altiparanae, Astyanax scabripinnis entre outros, e 0
grupo “Probolodini”, que inclui A. taeniatus, A. hastatus, Deuterodon spp. e
Deuterodon pedri, Astyanax jenynsii, Astyanax giton, Astyanax intermedius e
Astyanax ribeirae (FIGURA 5). As trés ultimas espécies foram também
indicadas como representativas do cariétipo “costeiro” por KAVALCO et al.
(2004; 2010). Enquanto as espécies do grupo “Astyanax’ apresentam
marcagbes com a sonda 5S rDNA em um par de cromossomos
metacéntricos, as espécies do grupo “costeiro”, como no caso do presente
estudo, apresentam marcagcbes com a sonda rDNA 5S restritas a
cromossomos acrocéntricos (KAVALCO et al.,, 2004; 2010) ou restritas a
cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos (KAVALCO et al., 2004;
CUNHA et al., 2016).

Tal diversidade sé pode ser mantida se os ambientes fluviais de primeira
ordem forem protegidos. A citogenética de peixes associada a estudos
ecolégicos é uma importante ferramenta para a compreensao da dispersao e
da distribuicao das espécies, verificando tendéncias evolutivas diferentes
gerando a diversificagdo no género Astyanax e dos padrdes biogeograficos

da regido neotropical.
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Figura 1. Exemplares das espécies: a) Astyanax intermedius; b) Astyanax
taeniatus. Foto: Frederico Machado de Pinho.
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Figura 2. Mapa de localizagao de coleta dos espécimes. Mapa: Frederico Machado de Pinho e Felipe Borges
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Figura 3. a) Cari6tipo de Astyanax intermedius corado com Giemsa; b) FISH
com sonda GAs em A. intermedius; e c) FISH com sonda CA(5 em A.
intermedius.
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Figura 4. a) Caribtipo de Astyanax taeniatus corado com Giemsa; b) Banda
C em A. taeniatus; c) variacao de Ag-Nor em A. taeniatus; d) variacao de
AgNor em A. taeniatus; e) FISH 18S rDNA em A. taeniatus; f) FISH 5S rDNA
em A. taeniatus; g) FISH com sonda GAs5) em A. taeniatus; h) FISH com
sonda CA5 em A. taeniatus.
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