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RESUMO

PENTEADO, Pierre, Rafael, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2011. Diversidade cromossomica e molecular no género Astyanax
(CHARACIFORMES: CHARACIDAE). Orientador: Rubens Pazza. Co-
orientadores: Karine Frehner Kavalco e Jorge Abdala Dergam dos Santos

A origem do género Astyanax, um dos géneros mais especiosos da
familia Characidae é apontada como polifilética, sendo seu atual status
taxonémico Incertae sedis. Esforcos de diversas areas, como morfologia,
genética e filogeografia procuram contribuir com o conhecimento no género,
que € considerado modelo bioldgico. Neste trabalho, varias espécies de
localidades distintas sdo estudadas através de diferentes abordagens.
Populacées dos complexos de espécies A. aff fasciatus (bacia do rio Sao
Francisco) e A. aff.hastatus (sistema de drenagens costeiras, Atlantico sudeste)
sao investigados com o uso de citogenética convencional e molecular. Um
novo citétipo com algumas caracteristicas compartiihadas com bacias
circunvizinhas é descrito para a populacao de A. aff fasciatusda Bacia de Sao
Francisco. No desenvolvimento de novas ferramentas para futuros estudos,
seis primers de microssatélites, um marcador molecular bastante informativo,
previamente isolado a partir de Astyanax mexicanus,foram testados em cinco
espécies, distribuidas no sistema de drenagens costeiras do Oceano Atlantico.
Um primer ndo amplificou através de reacéo de PCR, e pelo menos um primer
se mostrou polimdrfico para todas as espécies testadas. Uma populagédo de A.
aff.hastatus coletada em Angra dos Reis foi estudada citogeneticamente teve o
fragmento de mtDNA do gene ATPase 6/8 sequenciado. Seus haplétipos foram
incluidos em uma arvore filogenética com outras espécies de distribuicio
costeira. Os dados obtidos reforcam a hipbtese de que esta populagédo € na
realidade é uma espécie distinta.



ABSTRACT

PENTEADO, Pierre, Rafael, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, May, 2011.
Chromosomal and molecular diversity in the genus Astyanax
(Characiformes: Characidae). Advisor: Rubens Pazza. Co-Advisors: Karine
Frehner Kavalco and Jorge Abdala Dergam dos Santos

The origin of the genus Astyanax, one of the most specious genera of the
family Characidae is appointed as polyphyletic, with its current taxonomic status
Incertae sedis.Morphologic, genetic and phylogeographic studies contribute to a
better knowledge on the genus, which is considered a model. In this work,
several species of different locations were studied using different approaches.
Populations of the species complex A. aff fasciatus (Sao Francisco River Basin)
and A. aff.hastatus(Coastal streams, Atlantic southeast) were investigated with
the use of classic and molecular cytogenetics. A new cytotype with some
shared features with the surrounding basins is described for the population of A.
aff fasciatusfrom San Francisco Basin. Six SSR primers, a very informative
molecular marker, previously isolated from Astyanaxmexicanus, were tested in
five species distributed in the system of coastal drainages of the Atlantic Ocean.
No amplification was achieved with one primer, while at least one primer was
polymorphic in all species. Finally, the same population of A. aff.hastatus
cytogenetically studied, collected in Angra dos Reis had the gene fragment of
mtDNA ATPase 6 / 8 sequenced and included in a phylogenetic tree previously
proposed for other coastal species population. Our data supports the
hypothesis previously proposed that this population is actually a distinct

species.
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INTRODUGCAO GERAL

Ictiofauna Neotropical e grupo taxonémico de estudo

A ictiofauna neotropical é extremamente diversa, compreendendo cerca
de 6000 das 13000 espécies de agua doce no mundo (REIS et al. 2003). No
Brasil, 2587 espécies de peixes pertencem a 39 familias e 517 géneros que
ocorrem exclusivamente em ambientes de &gua doce. Entre os peixes
teledsteos, o clado chamado superordem Ostariphysi compreende cinco ordens
(Gonorynchiformes, Cypriniformes, Siluriformes, Characiformes e
Gymnotiformes) (JAVONILLO et al.,2009).

Characidae é a familia de Characiformes com o maior numero de
espécies, e sua distribuicdo que se estende do sul dos Estados Unidos da
América passando pela América Central até América do Sul. Segundo
ESCHMEYER &FONG (2009), a familia compreende mais de 1100 espécies,
sendo que destas mais de 240 foram descritas na ultima década, e conta com
uma vasta diversidade de formas corporais, tamanhos minimo e maximo na
maturidade e nichos ecolégicos (WEITZMAN &MALABARBA, 1998).
Popularmente, as espécies da familia sdo conhecidas como lambaris, piabas,
piranhas, pacus, dourados, tabaranas, matrinchds, piabanhas, pirapitingas,
piraputangas, piracanjubas e peixes-cachorro. Desde a classificagdo do
trabalho de sistematica original de LINNAEUS em 1758, algumas espécies
pertencentes a familia passaram por revisdes taxondémicas, como por exemplo
Astyanax bimaculatus e Charax gibbosus, originalmente inseridas no género

Salmo(JAVONILLO et al,2009). A revisdo realizada por WEITZMAN



&MALABARBA (1998), aponta a origem polifilética para alguns grupos
anteriormente validos, como a subfamilia Tetragonopterinae, no qual o género
Astyanax estava tradicionalmente inserido.

Por sua vez, o género AstyanaxBAIRD &GIRARD, 1854, consiste de
pequenos peixes, popularmente conhecidos como lambaris ou piabas. As
caracteristicas morfolégicas que distinguem o género na familia sdo: duas
séries de dentes multicuspidados na pré-maxila, sendo a fileira interna
consistindo de cinco dentes, pré-maxilar ndo protratil, linha lateral completa e
nadadeira caudal ndo coberta por escamas, nadadeira adiposa geralmente
presente e altura do corpo cerca de trés vezes ou menos o comprimento
padrao (BRITSKI et al., 1988). As espécies nao sao migradoras, possuem
fecundacao externa e auséncia de cuidado parental (VAZZOLER e MENEZES,
1992).

O género tem ampla distribuicdo, desde a regidao da Patagbnia, no norte
da Argentina, até o estado do Texas, no sul dos Estados Unidos da América
(EIGENMANN, 1921). Esta vasta distribuicdo provavelmente deve-se a sua
grande capacidade se ajustar as condigbes ambientais diferenciadas e também
ao amploespectro de interagdao nas assembléias de peixes (ORSI et al., 2004).
A revisao mais recente do género aponta 90 espécies consideradas validas
atualmente (LIMA et al., 2003). Entretanto, esse numero estad subestimado,
uma vez que varias novas espécies tém sido descritas (GARUTTI &VENERE,
2009; BERTACO &LUCINDA, 2005; VARI & CASTRO, 2007; HALUCH
&ABILHOA, 2005, entre outros) seja por constituirem taxons ainda
desconhecidos ou por fazerem partede grupos maiores, mas com diferenciacao

morfolégica, e que tém passado por revisdestaxondmicas. A. altiparanae, por



exemplo, € uma designacao recente dada as populacdées doAlto rio Parana do
grupo conhecido anteriormente como A. bimaculatus (GARUTTI e
BRITSKI,2000).

GARUTTI (1995) afirma que o género Astyanax tem uma distribuicdo
estruturada, sugerindo um grande nivel de endemismo: mesmo dentro de uma
mesma bacia hidrografica ha mudultiplas formas com distribuicdo geogréfica
relativamente restrita, embora seja mais bem sucedido em habitats mais
preservados (ORSI et al., 2004). De fato, observa-se que populacoes deste
género apresentem estruturacdo genética ao longo de um rio (LEUZZI et al.,
2004; PAIVA et al., 2006; PAMPONET et al.,, 2008), embora em estudos
anteriores tenham observado baixa variabilidade entre populacées dos rios
Parana e lguacu, caso em que os autores sugerem que devam mantidas sob

uma mesma denominacao especifica (PRIOLI etal., 2002).

Marcadores Citogenéticos

O nudmero dipldide no género Astyanax vai de 2n=36 a 2n=50
cromossomos, e a grande variabilidade cariotipica observada torna dificeis
quaisquer inferéncias sobre a evolugdo cromossdmica do grupo, sobretudo nas
espécies com alto grau de polimorfismos (PAZZA e KAVALCO, 2007). No
género Astyanax sao observados complexos de espécies, onde tanto os
nameros dipléides quanto as férmulas cariotipicas sédo variaveis, relativos a
pelo menos trés grupos: A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO &BERTOLLO,
1991); A. fasciatus (JUSTI, 1993; PAZZA etal., 2006) e A. altiparanae

(FERNANDES e MARTINS-SANTOS, 2004). Nos complexos de espécies A.



scabripinnis e A. fasciatus é observado alto grau de variabilidade citogenética,
envolvendo aspectos como suas macroestruturas cariotipicas, numeros
dipléides, presenca de cromossomos supranumerarios ou Bs e polimorfismos
de blocos heterocromaticos e das regides organizadoras nucleolares (RONSs)

(KAVALCO, 2008),assim como triploidias (PAZZA e KAVALCO, 2007).

Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sao proteinas ou seqiéncia de DNA polimérficos
que podem ser usados como indicadores de variacao do genoma (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). Os microssatélites (SSR ou STR) consistem de
pequenas sequéncia de 1 a 4 nucleotideos repetidos em tandem. Sao
marcadores codominantes e altamente polimoérficos (ELLEGREN, 2004), que
apresentam como aspecto limitante a grande quantidade de trabalho
necessaria para o desenvolvimento prévio dos marcadores (CHISTIAKOV, et
al., 2006). Por esse motivo, pode-se tirar proveito de loci de microssatélites
previamente isolados em uma espécie, e usa-los em outro taxon proximamente
relacionado. A amplificacdo cruzada de SSRs possibilita sobrepor a informacéao
genética de uma espécie para outra e consequentemente o uso desses
marcadores para genética de populacdes, andlise de parentesco e outras
aplicagbes sem a necessidade de investimento no isolamento de

microssatélites polimorficos (CAIRNEY et al. 2000).



Justificativa

A bacia hidrografica do rio Sao Francisco é uma das mais importantes do
pais, primariamente pela sua extensdo e riqueza de ictiofauna. Apesar da
relevancia dessa bacia hidrografica, estudos citogenéticos no complexo de
espécies Astyanaxaff. fasciatus, distribuida por toda a sua extensdo, sao
escassos. A literatura apresenta dois citétipos, de estudos distintos, ambos
realizados na década de 90 (JUSTI, 1993; HERAS, 1998). Porém, estes
estudos nao incluiram analises de citogenética molecular.

As caracteristicas fisicas da costa sudeste brasileira podem ter ajudado
na fixacdo das caracteristicas genéticas observadas nos lambaris que habitam
a regiao. Estudos recentes de utilizando seqtienciamento de DNA demonstram
que esta abordagem pode ser especialmente relevante para a compreensao da
evolucao das espécies que ocorrem nessa regiao. Assim, KAVALCO (2008),
usando a regido mitocondrial da ATPase 6/8, obteve uma arvore evolutiva que
indica que algumas espécies de Astyanax precisam passar por estudos mais
refinados para que possamos compreender melhor as suas relagdes evolutivas
(Figura 1.1). Situacdes de polifilia entre diferentes citétipos de A. hastatus
indicam que seqléncias de outros genes mitocondriais e outros marcadores de
DNA nuclear, como os microssatélites (amplamente empregados em estudos
filogeograficos), precisam ser empregados para a obtencdo de dados mais

robustos sobre a historia natural do grupo.



Figura 1.1 - Espécies de Astyanax em drenagens costeiras. Arvore de MP
consenso, Clado3 KAVALCO et al. (2008)



Objetivos Gerais

Contribuir com o conhecimento da diversidade genética de populacbes de
peixes pertencentes ao género Astyanax, procedentede diferentes bacias

hidrograficas, através de metodologiascitogenéticas e moleculares.

Objetivos especificos

- Realizar estudos citogenéticosdas espécies de A. aff hastatus e A. aff
fasciatuscoletadas no sistema de bacias dos rios costeiros e bacia do
Rio Sao Francisco, respectivamente;

- Testar e padronizar reagdes de PCR de loci de microssatélites
previamente isolados de Astyanax mexicanus em amplificacoes
cruzadas em outras espécies do género distribuidas em bacias
brasileiras;

- Sequenciar o fragmento mitocondrial ATPase6/8 de uma populagédo de
A. hastatus proveniente de Angra dos Reis e analisar seu parentesco

filogenético em relagédo a outras populagdes.



Material e Métodos

Seis exemplares de Astyanax aff. fasciatusprovenientes do rio
Pandeiros, bacia do rio Sdo Francisco no municipio de Januaria — MG, e 6
invividuos de Astyanax aff. hastatus provenientes do rio Arird, bacia dos rios
costeiros, no municipio de Angra dos Reis — RJ foram coletados utilizando-se
tarrafas e anzoéis. Apdés a captura foram levados ao laboratério onde
permaneceram em aquarios aerados e com alimentagdo disponivel até o
momento de estudo, quando foram anestesiados e dissecados para a obtencao
dos cromossomos mitéticos (para a analise citogenética) e extracdo de DNA
(para as analises moleculares). Todos os exemplares foram enumerados,
fixados em formol 10%, lavados e transferidos para etanol 70%. Alguns
exemplares foram enviados para identificacdo por especialistas e depdsito em
Museu de Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A obtencdo de cromossomos a partir da porcao anterior do rim foi
realizada de acordo com BERTOLLO et al. (1978), pela técnica de air drying,
qgue consiste no tratamento com colchicina, hipotonizacédo e fixacao de células
em divisdo celular e posterior armazenamento em freezer (-20°C). Gotas da
suspensao celular foram pingadas em laminas de vidro e observadas em
microscopio Optico de luz apds coloragdo com Giemsa. As melhores metéfases
foram capturadas em um microscopio 6ptico Olympus BX 41®, através do
sistema QColor 3®, também da Olympus, e o cariétipo foi montadode acordo

com o tamanho e tipo cromossémico segundo LEVAN et al. (1964).



As seguintes metodologias foram seguidas para a execug¢ao do trabalho:

Deteccdo da distribuicdo da heterocromatina constitutivafoi realizada
segundo de acordo com SUMNER, 1972.

Hibridacao Fluorescente in situ - FISH realizada de acordo com PINKEL et
al., (1986), com modificacbes baseadas em PAZZA et al.,(2006).

As sondas disponiveis (rDNA 18S e rDNA 5S) foram marcadas
fluorescentemente com uridina biotinilada (BAUTP) segundo o protocolo do Kit
de Nick Translation Bionick Labeling System, da Invitrogen®.

O DNA gendmico foi extraido com kit de extragdo de DNA INVITEK® de
acordo com as instrug¢des do fabricante.

As reacgdes de PCR foram realizadas num termociclador Palm Cycler

(CorbettR), de acordo com o marcador molecular desejado:

Microssatélites:

Foram usados primers para seis loci de microssatélites previamente isolados

de Astyanax mexicanus (STRECKER, 2003)

DNA mitocondrial — ATPase 6/8:
O segmento ATPase 6/8 foi amplificado usando os primers ATP 8.2_L8331
(5" AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC) e CO3.2_H9236

(5" GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC) (SIVASUNDAR, 2001).



Analise dos dados

Ap6s checagem da amplificacdo via gel de agarose 1%, o produto de
reacdo foi encaminhado para servico de purificacdo e seqienciamento. As
seqUéncia obtidas foram visualizadas e editadas utilizando-se o software
MEGA 5 (TAMURA et al 2011), e verificadas no GenBank
(www.ncbi.nim.nih.gov) através do programa “Blastn”, com o objetivo de
confirmar sua similaridade com sequUéncia mitocondriais de outros peixes. Em
seguida, as sequéncias de DNA foram alinhadas utilizando o algoritmo
ClustalW v1.6 (Thompson et al., 1994), pelo software Mega 5 (TAMURA et al.,
2011) utilizando-se penalidades para os alinhamentos par-a-par e multiplos
para abertura de gaps (20) e extensao de gaps (6,66).

As andlises filogenéticas foram realizadas através do programa MEGA 5,
utilizando-se

Para oestabelecimento de comparagdes com a literatura foi estimada
distancia p,utilizando-se para tal o programa MEGA 5 (TAMURA et al. 2011), e
para construcado de rede de haplétipos foi usado o software TCS 1.21,

(CLEMENT et al., 2000), sendo o limite de conexdes calculado em 95%

10



Resultados

Os resultados séo apresentados em trés capitulos:

Capitulo 1 — Diversidade citogenética de espécies alopatricas do género

Astyanax
Capitulo 2 — Amplificacao cruzada de seis /oci microssatélites isolados de
Astyanax Mexicanus para espécies do género com distribuicao Sul-

Americana

Capitulo 3 - Relacoes evolutivas entre espécies do género Astyanax de

bacias costeiras brasileiras
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Diversidade citogenética de espécies alopatricas do género
Astyanax
Cytogenetic diversity of allopatric species of genus Astyanax

Pierre Rafael Penteado, Karine Frehner Kavalco e Rubens Pazza

Resumo

Astyanax € um dos géneros mais amplamente distribuidos ao longo da regiao
Neotropical, devido a sua estrutura e densidade populacional. Essas
caracteristicas fazem o género ser extremamente especioso, contando com
mais de cem espécies descritas atualmente. O objetivo do presente trabalho é
auxiliar no levantamento da diversidade genética no género, analisando 2
populacées de diferentes espécies (Astyanax aff. hastatus, Astyanax aff.
fasciatus), encontradas nas bacias de rios costeiros, Bacia do Rio Sao
Francisco, respectivamente. As andlises citogenéticas constituem de
cariotipagem convencional, deteccdo de heterocromatina constitutiva e
localizacdo de genes ribossdmicos 5S e 18. Astyanax aff. hastatus apresentou
2n=50 (6M+8SM+4+32A), heterocromatina escassa distribuida em regides
pericentroméricas de poucos cromossomos. Hibridizacao in situ revelou que
rDNA 18S esta distribuido em regides pericentroméricas de seis cromossomos
acrocéntricos e em regido instersticial em um par de cromossomos
submetacéntricos. Em relacdo aos sitios derDNA 5S, foram encontradosem
dois cromossomos submetacéntricos, e em quatro cromossomos
acrocéntricos. Adicionalmente, também foi verificando hibridizagao bitelomérica

em um par de cromossomos acrocéntricos. Astyanax aff. fasciatus apresentou
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2n=48 (8M+22SM+12ST+6A), heterocromatina também distribuida em regides
pericentroméricas de poucos cromossomos. A FISH evidenciou sitios de rDNA
5S intersticiais em um par de cromossomos metacéntricos € na regiao
pericentromérica de um par de cromossomos acrocéntricos. A situacao

taxonémica dos diferentes complexos de espécies é discutida.

Abstract

Astyanax is one of the genus most widely distributed throughout the Neotropical
region, due to its structure and population density. These features make the
genus is extremely specious, with over one hundred species currently
described.The objective of this work is to assist in the survey of genetic diversity
in the genre, analyzing two populations of different species (Astyanax aff.
hastatus, Astyanax aff. fasciatus), found in Coastal River basins, Sdo Francisco
River Basin, respectively.Cytogenetic analysis constitute of conventional
karyotyping, detection of constitutive heterochromatin and the location of
ribosomal genes 5S and 18. Astyanax aff.hastatus showed 2n = 50 (6M +8 +4
SM +32 A), sparse heterochromatin distributed in pericentromeric regions of a
few chromosomes. In situ hybridization revealed that 18S rDNA is distributed in
the pericentromeric regions of acrocentric chromosomes and in six instersticial
region in a pair of submetacentric chromosomes.For sites of 5S rDNA were
found in two submetacentric chromosomes, and four acrocentric chromosomes.
Additionally, bitelomeric hybridization has also been verified in a pair of
acrocentric chromosomes. Astyanax aff.fasciatus showed 2n = 48 (8M +22 SM

+12 ST +6 A), heterochromatin distributed in pericentromeric regions offew
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chromosomes. In situ hybridization showed interstitial 5S rDNA sites in a pair of
metacentric chromosomes and the pericentromeric region of one pair of
acrocentric chromosomes. The taxonomic status of the both ;complex species

is discussed.

Introducao

O género Astyanax tem ampla distribuicdo na regido neotropical
(EIGENMANN, 1921), e a revisdo mais recente do género aponta 90 espécies
consideradas validas atualmente (LIMA et al., 2003). Entretanto, esse numero
estd subestimado, uma vez que varias novas espécies tém sido descritas
(GARUTTI & VENERE, 2009; BERTACO & LUCINDA, 2005; VARI & CASTRO,
2007; HALUCH & ABILHOA, 2005, entre outros) seja por constituirem taxons
ainda desconhecidos ou por fazerem partede grupos maiores, mas com
diferenciacdo morfolégica, € que tém passado por revisbestaxondmicas
(KAVALCO et al., 2011). O numero diploide no género Astyanax vai de 2n=36 a
2n=50 cromossomos, e a grande variabilidade cariotipica observada torna
dificeis quaisquer inferéncias sobre a evolugdo cromossémica do grupo,
sobretudo nas espécies com alto grau de polimorfismos (PAZZA e KAVALCO,
2007). Ainda no mesmo género sao observados complexos de espécies, onde
tanto numeros dipléides quanto férmulas cariotipicas sao variaveis, relativos a
pelo menos trés grupos: A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO e BERTOLLO,
1991); A. fasciatus (JUSTI, 1993; PAZZA et. al, 2006) e A. altiparanae

(FERNANDES e MARTINS-SANTOS, 2004). Nos “complexos” A. scabripinnis
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eA. fasciatus é observado alto grau de variabilidade, sobretudo no tocante as
suas macroestruturas cariotipicas, numeros dipldides, presenca de
cromossomos  supranumerarios ou Bs e polimorfismos de blocos
heterocromaticos e das regides organizadoras nucleolares (RONs) (KAVALCO,
2008). Outro grupo numa situacao taxonémica semelhante e recém proposto é
A. hastatus, formado por distintas espécies cripticas, “uma vez que é possivel
identificar diferencas em cada citétipo e limites biol6gicos entre os exemplares,
pela auséncia de hibridismo detectado pelos marcadores citogenéticos
empregados” (KAVALCO et al, 2009).

No presente estudo, realizamos analises citogenéticas de duas
“espécies”, provenientes de 2 bacias hidrogréaficas, a fim de contribuir com a

compreensao da evolugao cariotipica no grupo.

Material e Métodos

A populagédo de A. aff hastatus foi coletada Rio Arird, Bacia dos Rios
Costeiros, municipio de Angra dos Reis -RJ. A. aff. fasciatus foi coletado no Rio
Pandeiros, Bacia do Rio Sdo Francisco, no municipio de Januaria — MG (Figura
2.1). Para as preparagdes citogenéticas foi utilizada a metodologia de GOLD et
al. (1990). Para determinacdo do numero e morfologia dos cromossomos foi
utilizada a coloracdo convencional por Giemsa, com andlise em microscopio
Optico, separando cromossomos em grupos de acordo com a razao de bracgos
proposta por LEVAN et al. (1964). A caracterizacdo das heterocromatinas foi
feita pelo bandamento C (SUMNER, 1972). A identificacdo dos loci de rDNA

18S (HATANAKA e GALETTI JR., 2004) e 5S (MARTINS e GALETTI Jr., 1999)
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e de DNA repetitivo As-51, isolado a partir de A. scabripinnis (MESTRINER et
al.,, 2000), foi realizada através do protocolo de FISH modificado segundo

PAZZA et al. (2006).

Figura 2.1 — Locais de coleta das populacdes estudadas: a) Rio Pandeiros b)
Rio Arird

Resultados

A. aff. hastatus

A andlise da populacdo de Astyanax aff. hastatus evidenciou 2n = 50, com
férmula cariotipica igual a 6M+8SM+4ST+32A) e numero fundamental (NF)
igual a 68 (Figura 2.2a). A técnica de banda-C revelou pequenas marcacoes,
principalmente em regides pericentroméricas de varios cromossomos (Figura
2.2b). Em relagdo ao rDNA 18S, foram obtidas marcagdes pericentroméricas
nos pares n? 12, 15 e 23 de cromossomos acrocéntricos; no par n® 7 de
cromossomos submetacéntricos, foi observada marcacgoes instersticiais (Figura
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2.3). Multiplos sitios de rDNA 5S foram encontrados: no brago menor do
cromossomo n® 9, e em regides pericentroméricas dos pares de cromossomos
acrocéntricos 11 e 15. Adicionalmente, também foi verificando hibridizacéo

bitelomérica no par de cromossomos acrocéntricos n®13 (Figura 2.4).

A. aff. fasciatus

O numero dipldide encontrado foi de 48 cromossomos (8M+22SM+12ST+6A),
com NF= 90 (Figura 2.5a). A heterocromatina encontrou-se distribuida
principalmente em regides pericentroméricas de poucos cromossomos, bem
como em regidbes subteloméricas de um par de subtelocéntricos,
provavelmente associado com as Ag-RONSs (Figura 2.5b). A FISH evidenciou
sitios de rDNA 58S intersticiais em um par de cromossomos metacéntricos e na
regiao pericentromérica de um par de cromossomos acrocéntricos (Figura
2.6a). Sitios de rDNA 18S foram encontrados em apenas um par de

cromossomos subtelocéntricos, no brago menor (Figura 2.6b).
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Figura 2.2 a) Cariétipo de Astyanax aff. hastatusb) Heterocromatina

constitutiva

Figura 2.3. Cariotipo de A. aff hastatus,
evidenciando sitios de rDNA 188S.

Figura 2.4 . Cariétipos A. aff. hastatus, localizacdo do gene 5S. O primeiro, com
marcacao bitelomérica no par n® 13.
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Figura 2.5 a) Cariétipo em giemsa de A. aff. fasciatus. b) Heterocromatina

constitutiva

Figura 2.6. FISH em A. aff. fasciatusa) Sitios de rDNA 5S. b) Sitios de
rDNA 18S
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Discussao

Sistemas de rios tropicais de grande porte, como a Bacia do Rio Sao
Francisco, permitem que algumas espécies de peixes se isolem
geograficamente nas cabeceiras de seus tributarios, através de barreiras
intrapopulacionais fisicas, quimicas ou biéticas, permitindo que estas evoluam
dentro do proprio sistema (LOWE-MCCONNELL, 1969).

GARUTTI (1995) afirma que o género Astyanax tem uma distribuicdo
estruturada, sugerindo um grande nivel de endemismo: mesmo dentro de uma
mesma bacia hidrografica ha mudultiplas formas com distribuicdo geogréfica
relativamente restrita. Em vista disso, supde-se que os lambaris ndo formem
um grupo uniforme, havendo variagcbes de populacdo para populacéo,
provavelmente por este grupo habitar uma grande variedade de
microambientes (GARUTTI & BRITSKI, 2000), embora seja mais bem sucedido
em habitats melhor preservados (ORSI et al., 2004).

JUSTI (1993), estudando populacbées de Astyanax fasciatus ao longo do
Rio Sado Francisco, encontrou o0s seguintes citbtipos: 2n=48
(8M+10SM+24ST+6A) no cérrego da Porta, a jusante da barragem de Trés
Marias, e 2n=46 (6M+24SM+8ST+8A), na calha principal, no municipio de Trés
Marias. HERAS (1998) descreve dois diferentes citétipos para a mesma bacia:
2n=48 (10M+14SM+14ST+10A), também coletado no local previamente
estudado por JUSTI (1993), em Cérrego da Porta, e um cit6tipo proveniente de
um unico individuo, sendo 2n=46 (8M+22SM+8ST+8A). Quanto aos citétipos

obtidos na calha principal pelos autores, ambos possuem 2n=46, mas com
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formula diferente, provavelmente resultado da classificacdo de cromossomos
M/SM (HERAS, 1998).

Adicionalmente, em relacdo aos citotipos 2n=48, com férmulas distintas,
HERAS (1998), destaca que provavelmente os cromossomos analisados
possuem uma relacdo de bracos que encontra-se proxima ao limite dos
intervalos estabelecidos na literatura, ocasionando diferencas nas andlises. A
alternativa encontrada para as comparacdes se tornarem viaveis foi agrupar os
cromossomos, com um grupo constituido por metacéntricos e
submetacéntricos, e outro constituido por subtelocéntricos e acrocéntricos.
Porém, esse tipo de abordagem pode dificultar ainda mais estudos de distintos
citétipos pertencentes a mesma bacia ou bacias distintas (HERAS, 1998).
Comparativamente, ndo € o caso desse terceiro citétipo descrito no presente
trabalho, uma vez que o seu local de coleta (Rio Pandeiros) é
consideravelmente distante da barragem de Trés Marias. Desse modo, os
dados indicam que este é um citétipo distinto dos demais, a despeito da
dificuldade nas classificacdes; considerando que as populagcbes permaneceram
isoladas geograficamente, mas que mantiveram seus numeros dipléides
constantes, pode-se inferir que suas diferencas se devem a rearranjos nao-
robertonianos, do tipo inversdées pericéntricas, como ja descrito no género
(PAZZA & KAVALCO, 2007), ao longo do tempo decorrido de um ou mais
eventos vicariantes.

Astyanax fasciatus, que foi primeiramente descrito por Cuvier (1819), tem
como localidade tipo “Rios do Brasil”. Desse modo, a distribui¢cdo inicialmente
proposta para a espécie é extremamente vasta, e como se mostrou

posteriormente a descricdo original, através de analises morfométricas e
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citogenéticas, de fato representa um “complexo de espécies” (JUSTI, 1993;
CENTOFANTE et al, 2003; ARTONI et al. 2006; PAZZA et. al, 2008), que tem
distintos cit6tipos distribuidos em varias bacias hidrograficas. ARTONI et. al,
(2006), analisando populacbes da bacia hidrografica do Rio Tibagi,
encontraram 3 citotipos, sendo um 2n=48, e dois com 2n=50, com diferentes
férmulas cariotipicas. Os locais de coleta, as Furnas do Parque Estadual de
Vila Velha, sao bastante conspicuos, por terem se formado no Pleistoceno com
nenhuma ligagdo com outros corpos de agua, consideradas regides endémicas
para Astyanax.

PAZZA et al. (2008b), analisando populacbées das bacias do rio
Paranapanema (Angatuba-SP), e do Rio Mogi-Guacu (Araras-SP),
encontraram citétipos com 2n=46 e 2n=48, respectivamente. Este segundo
citétipo (8M+22SM+12ST+6A) € semelhante ao encontrado no presente
trabalho, na populacédo de Pandeiros. Apesar de iguais, as férmulas cariotipicas
poderiam ser resultados de convergéncia, devido ao grande isolamente
geografico entre os pontos de coleta. A outra hipdtese seria a conservagao dos
caracteres cromossdmicos, que é suportada pela localizacao dos sitios 5S, que
€ a mesma em ambas as populacdes. A conservacao dos sitios também pode
ser observada na populacdo de Angatuba, que possui 2n=46. Esse é um
padrdo constante em varias espécies do género (ALMEIDA-TOLEDO et. al,
2002), especialmente em relacdo aos sitios do par de cromossomos
metacéntricos. Tal padrao também foi observado por PAZZA et. al., (2006), em
que a localizacdo dos sitios obtidos pela FISH se mostrou constantes, mesmo
com a variacdo cromossOmica numéricaao longo da bacia. PAZZA et al.

(2008a), estudandopopulagdes de A. aff. fasciatus, citétipos de acordo com

22



PAZZA et al., (2006), (citétipo A, 2n = 48 cromossomos (8M+22SM+12ST+6A -
NF=90) e cit6tipo B, 2n = 46 cromossomos (12M+20SM+10ST+4A - NF=88),
observaram blocos heterocromaticos conspicuos em regides teloméricas de
varios cromossomos. Este padrdo diverge do observado na populacao de Rio
Pandeiros, que apresenta pouca heterocromatina, distribuida em regides
pericentroméricas dos cromossomos.

MORELLI et al.,(1983), realizou estudo anterior de uma populacao de
Astyanax fasciatus na bacia do Rio Mogi-Guacu, estabelecendo 2n=46, sem
férmula cariotipica definida. Além dessa populacdo, outra coletada no Rio
Juquia, possivelmente (devido a incertezas taxon6micas) de A. fasciatus, foi
observado 2n=48. Os autores evidenciaram que provavelmente a evolucao
cariotipica ocorreu de uma maneira ndo conservadora, ja que existem espécies
com 2n=46 a 2n=50 em um grupo (A. fasciatus, A. bimaculatus e A.
scabripinnis) e A. schubarti, com 2n=36 em outro. Historicamente, é possivel
observar a evolucdo da taxonomia do género, como a revisdo de A.
bimaculatus, estabelecimento de complexos de espécies para A.scabripinnis e
A. fasciatus, além de estudos que apontaram a origem polifilética de Astyanax
(WEITZMAN & MALABARBA, 1998),

Astyanax aff. hastatus, recentemente considerado um grupo de espécies
cripticas, tém 3 citétipos validos atualmente (KAVALCO et al., 2009), sendo
todos descritos para a Bacia do Rio Guapimirim. Dos 3 citétipos, o tipo “B” se
destaca dos demais, por possuir um NF fundamental maior em relagdo aos
outros, devido a presenca de poucos Cromossomos acrocéntricos, numa
analise comparativa(B = 9 pares, A=14 pares e C=16 pares). Adicionalmente,

0os autores sugerem que essa populacdo é parte de uma espécie distinta,
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dados que também sdo suportados por analises moleculares (KAVALCO,
2008). O citétipo apresentado no presente trabalho, equivale ao “citétipo tipo C”
previamente descrito, porém é de uma bacia hidrografica distinta, com
consideravel distancia geografica. Apesar de mesmo citétipo e heterocromatina
constitutiva, a populacdo do Rio Arird apresentou 8 sitios de rDNA 18S, em
contraste com 6 sitios observados por KAVALCO et al (2009), diferenca essa
que pode ter sido resultado de translocagcées envolvendo loci do rDNA 18S.
Entretanto, esse padrdao é observado em outros sitios rDNA 18S no género,
com sitios teloméricos e também intersticiais. Quanto aos loci rDNA 5S, ainda
ndao ha comparativos no grupo A. aff hastatus por se tratar da primeira
descricao para a espécie. Porém, nas espécies de Astyanax com distribuicao
continental, pelo menos o lI6cus situado na regido pericentromérica de um par
metacéntrico parece ser conservado (ALMEIDA-TOLEDO et al, 2002;
KAVALCO et al., 2004; KAVALCO et al.,, 2007). Para espécies costeiras, o
padrao é outro, ja que para o marcador 5S caracteristico € ausente (KAVALCO
et al., 2004). KAVALCO et al. (2004) postulam que é possivel que esses sitios
tenham se perdido ao longo do tempo, na formagao deste subgrupo. Os dados
obtidos contrastam com o que ja foi descrito para o subgrupo, sendo quatro
sitios a mais do que o comumente observado para A. ribeirae (KAVALCO,
2010)e dois sitios a menos que A. intermedius e A. giton, ambos com 10 sitios
(KAVALCO et al.,, 2004). Porém, a auséncia de dados sobre rDNA 5S em
outras populacoes de A. aff. hastatus, dificulta inferéncias sobre as relagbes
com demais espécies baseadas nesse marcador citogenético.

A presenga de NOR bitelomérica é um fendmeno ainda n&o

completamente compreendido na citogenética de peixes, e pode ser observada
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em alguns taxa nao relacionados, como Hoplias (BORN E BERTOLLO, 2000),
Poecilia (GALETTI JR & RASCH, 1993), Astyanax (PACHECO et al., 2001)
entre outros. Esses dados, no entanto, representam apenas o rDNA 18S ou
28S. Para 5S, ainda nao foi observado em nenhuma espécie, sendo
provavelmente produto de uma inversao pericéntrica, de carater intra-individual,

uma vez que ndo foi observada em outros individuos ou outras metafases.
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Encontram-se no final do trabalho.
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Amplificacao cruzada de seis loci microssatélites isolados de
Astyanax mexicanus para espécies do género com distribuicao
Sul-Americana

Cross-amplification of six microsatellite loci isolated from Astyanax

mexicanus to species of genus with south american distribution

Pierre Rafael Penteado, Karine Frehner Kavalco, Rubens Pazza

Resumo

Microssatelites, marcadores moleculares que consistem de sequéncias de
nucleotideos repetidos em tandem, sdo amplamente usados em estudos
genéticos e populacionais. Uma desvantagem desse marcador é a respeito da
prospeccao dos primers para os loci desejados, que sao caras e trabalhosas.
Uma alternativa vidvel é utilizar loci previamente isolados de espécies
proximamente relacionadas, chamada amplificacdo cruzada. No presente
estudo, primers isolados de Astyanax mexicanus foram testados em cinco
espécies do género Astyanax. As reacdes de PCR seguiram protocolo
previamente descrito. Apenas o loci Ast1 amplificou em todas as espécies, e
mostrou-se polimoérfico em pelo menos uma espécie, A. hastatus.Demais

aspectos especificos e potenciais aplicacdes sado discutidos.
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Abstract

Microsatellites, molecular markers that consist of sequences of
nucleotides repeated in tandem, are widely used in genetic studies and
population. A disadvantage of this marker is about the development of the
primers for the desired loci, which are expensive and laborious.

A viable alternative is to use loci previously isolated from closely related
species, called cross-amplification. In this study, primers isolated from Astyanax
mexicanus were tested in five species of the genus Astyanax. PCR reactions
followed the protocol previously described. Only AST1 loci amplified in all
species, and were polymorphic in at least one species, A. hastatus. Other

specific aspects and potential applications are discussed.

Introducao

Marcadores moleculares sao proteinas ou seqiéncia de DNA polimérficos
que podem ser usados como indicadores de variacao do genoma (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998). Os microssatélites (SSR ou STR) consistem de
pequenas sequéncia de 1 a 4 nucleotideos repetidos em tfandem. Séao
marcadores codominantes e altamente polimoérficos (ELLEGREN, 2004), que
apresentam como ponto negativo a grande quantidade de trabalho necessaria
para o0 desenvolvimento prévio dos marcadores (CHISTIAKOV, 2006).
Alternativamente, pode-se tirar proveito de loci de microssatélites previamente
isolados em uma espécie, e usa-los em outro taxon proximamente relacionado.

A amplificacédo cruzada de STR’s possibilita sobrepor a informacao genética de
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uma espécie para outra e consequentemente o uso desses marcadores para
genética de populagdes, andlise de parentesco e outras aplicagdes sem a
necessidade de investimento no isolamento de microssatélites polimérficos
(CAIRNEY et al. 2000).

Astyanax é um dos géneros de peixes com maior distribuicdo pela regiao
neotropical, que abrange desde a regido da Patagdnia, no norte da Argentina,
até o estado do Texas, no sul dos Estados Unidos da América (EIGENMANN,
1921). Adicionalmente, € um género estremamente especioso, sendo que a
revisdo mais recente do género aponta 90 espécies consideradas validas
atualmente (LIMA et al., 2003). A. mexicanus, popularmente conhecido como
tetra cego mexicano ou tetra cego das cavernas, tém sido alvo de estudos
aprofundados abordando suas caracteristicas biolégicas e genéticas
(DOWLING et.al, 2002; STRECKER et. al, 2003b; PROTAS et. al, 2007). Em
Astyanax, a uUnica espécie a ter loci de microssatélites descritos é A.
mexicanus, (STRECKER, 2003a) que posteriormente teve aplicagbes em
estudos de populagcbes cavernicolas e de superficie na América do Norte
(STRECKER, 2003b). Como o género Astyanax é extremamente especioso,
testes de amplificacdo cruzada podem abrir caminhos para estudos

aprofundados em populag¢des do género na América do Sul.

Material e Métodos

Para o presente trabalho, foram realizados testes de transferibilidade
de primers para seis loci de microssatélites previamente isolados de Astyanax

mexicanus (STRECKER, 2003). As reagbes de PCR foram realizadas num
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termociclador Palm Cycler (Corbett®), com um volume total de com volume
total de 30 pul, contendo 70ng de DNA molde, 3ul de solugdo tampao (20 mM
Tris-HCI pH 8.4 e 50 mM KCI), 0.1 mM de dNTP, 1.5 mM de MgCl, 2.5 uyM de
cada primer, 1.0 U Tag-polimerase. As condicoes das reacdes foram:
desnaturacao inicial 95°C por 1 minuto (1 repeticao), seguidos de 95°C por 15
segundos (desnaturacdo), anelamento a 50-57°C por 30 segundos e
elongamento 72°C por 30 segundos (40 repeticdes) e extensao final a 72°C por
1 minuto. Para o anelamento, foi usado de gradiente de temperatura, a fim de
obter a temperatura ideal para cada primer em cada espécie. Para extracéo do
DNA genémico foi usado Kit de extragdo de DNA INVITEK®, de acordo com as
instrucdes do fabricante. As espécies escolhidas para os testes tém distribuicao
costeira: A. hastatus (2 populacdes), A. ribeirae, A. giton, A. intermedius e A.
parahybae (figura 3.1)(Tabela 3.1). Para controle positivo, foi usado DNA de A.
mexicanus. ApOs a reacao os produtos da reacao foram visualizados em gel de

agarose 3%.
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Figura 3.1 - Pontos de coleta.

Ponto Localidade Espécie coletada Coordenadas
geograficas
1 Santana do Japuiba - RJ A. hastatus 223339,95424051,1W
2 Cachoeira do Macacu-RJ A. hastatus 2229 06,1 S 4239 40,3 W

A. intermedius
3 Cunha - SP A. giton 22 52,225 S 44 51,041 W
A. parahybae

4 Iporanga - SP A. ribeirae 243229S483009W

Tabela3.1 — Locais de coleta das populacdes testadas.
Resultados

As reacbes de PCR evidenciaram que apenas o lécus Ast1 amplificou
em todas as espécies e mostrou-se polimérfico em pelo menos uma delas (A.
hastatus). Todos os primers amplificaram com temperatura de anelamento um
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grau acima do descrito por STRECKER (2003).0s resultados por locus por
espécie estdo resumidos natabela3.2 abaixo. O lécus Ast1i mostrou-se
polimérfico em pelo menos 1 espécie (A. hastatus). O locus Ast9 apresentou
problemas de amplificacéo, inclusive no controle (DNA de Astyanax mexicanus)
exigindo novas tentativas que evidenciaram a auséncia de amplificagdo nas
cinco espécies de distribuicdo costeira, porém com amplificacdo em 3 espécies

de distribuicao continental.

Locus A. hastatus A. intermedius A. giton A. ribeirae A. parahybae
Ast1 Sim Sim Sim Sim Sim
Ast2 Sim Sim - Sim Sim
Ast4 Sim = Sim Sim
Ast9

Ast10 Sim Sim

Ast13 - Sim Sim Sim Sim

Tabela3.2 - Transferibilidade dos loci de microssatélites em 5 espécies do
género Astyanax. “Sim” indica homologia dos /oci.

Discussao

Apesar da vasta diversidade observada na ictiofauna neotropical, loci de
microssatélites tém sido isolados e descritos para poucas espécies de peixes
neotropicais nos ultimos anos: SANCHES & GALLETI JR, 2006 para Brycon
hilarii;, BARROSO et al.,2003, para Brycon opalinus; CALCAGNOTTO et

al,.2001, para Piaractus mesopotamicus;BEHEREGARAY et al.,2004, para
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Paracheirodon axelrodi e BEHEREGARAY et al.,2005 para Hemigrammus
bleheri, entre outros). Em geral, sdo espécies que tém potencial econémico na
alimentacdo humana, aquariofilia ou necessitam de ferramentas mais refinadas

para auxiliar em estudos que visam conservacao.

Adicionalmente, a amplificacdo cruzada entre espécies intimamente
relacionadas proporciona a possibilidade de sobrepor a informacgéao genética de
uma espécie para outra, e consequentemente o uso dos marcadores
microssatélites para estudos populacionais, analises populacionais sem a
necessidade de se investir no desenvolvimento de microssatélites polimérficos
para cada espécie (CHISTIAKQV et al., 2010). Nesse esforco, pode-se citar o
isolamento de marcadores microssatélites para Prochilodus argenteus, com
consequentes testes de amplificacdo cruzada em P. costatus e P. lineatus
(BARBOSA et al.,, 2008); mesmo entre géneros distintos, como o estudo
desenvolvido em populagdesde Brycon moorei sinuensis, realizado com loci

isolados previamente em Piaractus mesopotamicus (LOPEZ, 2006).

Os loci testados nas espécies de Astyanax tiveram resultados diversos,
sendo que AST1 demonstrou amplificacdo em todas as espécies testadas.
Entretanto, como outros loci tiveram resultados diversos na amplificacdo nas
mais variadas espécies, futuros estudos deverdo levar em conta a viabilidade
dos marcadores em relacdo as espécies. O tamanho dos alelos, que
ultrapassou a variacao observada por STRECKER (2003), provavelmente pode
ser explicada pela distdncia genética entre o grupo das espécies testadas e

Astyanax mexicanus.
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E necessario cautela para realizar inferéncias procurando explicar
relacdes entre A. mexicanus e demais espécies sul-americanas baseadas
apenas na amplificacdo cruzada aqui apresentada. Os resultados, mesmo
agrupando as espécies por bacias hidrograficas, ainda nao permitem
vislumbrar possiveis rotas de colonizagdo das espécies na América do Sul.
Porém, futuros estudos usando estes mesmos marcadores devem desvendar
mais sobre as estruturas das populagbes do género, admitindo abordagens

filogeogréficas a fim de se entender a distribuigdo inicial do género.

Referéncias

Encontram-se no final do trabalho.
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Relacoes evolutivas entre espécies do género Astyanax de
bacias costeiras brasileiras

Evolutionary relationships among species of Astyanax from Brazilian coastal
basins

Pierre Rafael Penteado, Karine Frehner Kavalco e Rubens Pazza

Resumo

O conhecimento sobre a taxonomia do género Astyanaxdistribuido em
bacias costeiras brasileiras ainda é escasso, e estudos recentes revelaram a
presenca de um complexo de espécies, A. aff.hastatus, indicando que ainda ha
muito a se investigar na regido. No presente estudo, o fragmento do gene
ATPase 6/8, de um populacao de A. aff.hastatus coletada no Rio Arir6, Angra
dos Reis, Rio de Janeiro, € seqlienciado, e incluido no dendrograma proposto
para outras espécies com distribuicio em bacias circunvizinhas.
Adicionalmente, as distancias genéticas foram estimadas, através do algoritmo
de distanciap e também através do algoritmo proposto pelo teste de evolugcao
molecular.Foram analisadas 781 bases, e o modelo de evolugdo molecular que
melhor explicam os dados é TN93+G.A recém estudadapopulagéo inclusa no
dendrograma trata-se de uma espécie distinta, situada como grupo irméao das
demais espécies do complexo. Outra populacdo, com mesma denominagao
mostra-se bastante divergente do complexo, sendo agrupada com as espécies
A. intermedius e A. giton. Adicionalmente, uma populacdo de A. ribeirae surge
agrupada com trés populacées de A. aff.hastatus, o que pode enriquecer o

conhecimento sobre o complexo de espécies.
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Abstract

The knowledge about the taxonomy of the genus Astyanax distributed in
Brazilian coastal basins is still scarce, and recent studies revealed the presence
of a species complex, A. aff. hastatus, indicating that much remains to be
investigated in the region. In this study, the gene fragment of ATPase 6 / 8 of a
population of A. aff. Hastatus, collected in RioArir6, Angra dos Reis, Rio de
Janeiro, is sequenced, and included in the dendrogram proposed for other
species with distribution in surrounding basins. Additionally, the genetic
distances were estimated using distance palgorithmal, through the proposed
algorithm for the test of molecular evolution and also through the proposed
algorithm by the test of molecular evolution. Were analyzed 781 bases, and the
model of molecular evolution that better explain the data is TN93 + G. The
newly studied population included in the dendrogram comes up for an distinct
species, situated as sister group to other species within the complex.Another
population with the same name appears to be quite divergent from the complex,
being clustered with the species A. intermedius and A. giton. Additionally, an
population of A. ribeirae appear clustered with three populations of A. aff.

hastatus, data that can enrich the knowledge of the species complex.

Introducao

Considerado modelo para estudos citogenéticos e evolutivos (STRECKER
et. al, 2003b; PAZZA & KAVALCO,2007; PROTAS et. al, 2007) o género
Astyanax, ainda apresenta lacunas no conhecimento da sua diversidade sendo
taxonémicamente considerado como Incertae sedis, devido a sua origem

polifilética WEITZMAN & MALABARBA (1998). Possui uma ampla distribuicao
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pela regido Neotropical, incluindo a costa Sudeste brasileira,que através de
suas caracteristicas fisicas pode ter ajudado na fixacdo das caracteristicas
genéticas observadas nos lambaris que habitam a regido. Entretanto, estudos
recentes de sequenciamento de DNA demonstram que ainda ha muito a ser
estudado neste grupo, sobretudo com relacdo as espécies que ocorrem
exclusivamente em rios que drenam para costa brasileira. KAVALCO (2008),
usando a regido mitocondrial da ATPase 6/8, obteve uma arvore evolutiva que
indica que algumas espécies de Astyanax precisam passar por estudos mais
refinados para que possamos compreender melhor as suas relacdes
evolutivas. Situacdes de polifilia entre diferentes citétipos de A. aff.hastatus
indicam, parafilia entre populacbes de A. ribeirae indicam que as relacdes
evolutivas do género ainda nao estdo esclarecidas para essa regido.
Adicionalmente, ainda existem populagcdes desconhecidas, que podem

enriquecer o conhecimento sobre o género.

Material e Métodos

Uma populagdo de A. aff.hastatus foi coletada no Rio Arird, Bacia dos
Rios Costeiros, e para a analise foram escolhidos aleatoriamente 6 individuos.
Os tecidos usados para extracdo de DNA encontram-se depositados na
colegdo de tecidos do Laboratério de Genética Ecologica e Evolutiva. As
espécies previamente analisadas encontram-se na tabela 4.1. Para isolamento
do DNA, foi usado Kit de extragcdo de DNA INVITEK® acordo com as instrugcdes
do fabricante. Apds a quantificacéo, este foi diluido para concentracao final de
10ng/ ul. O segmento ATPase 6/8 foi amplificado usando os primers ATP

8.2 18331 (5 AAAGCRTYRGCCTTTTAAGC) e CO3.2 H9236 (5
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GTTAGTGGTCAKGGGCTTGGRTC) (SIVASUNDAR, 2001), assim como 0s
demais individuos previamente estudados (KAVALCO, 2008). As reacdes de
PCR foram realizadas num termociclador Palm Cycler (Corbett®), contendo 3
plde solucdo tampao - (20 mM Tris-HCI pH 8.4 e 50 mM KCI), 0.1 mM de dNTP
(cada dNTP), 2 uM de cada primer, 1.0 U de Tag-polimerase, 1.5 mM de MgCl
e 80 DNA, num volume final de 25 ul. O perfil de PCR usado foi baseado em
trés etapas: primeiramente, desnaturacao a 95°C, por 4 minutos, anelamento a
54°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos (1 repeticdo); seguidos de 95°C por
15 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos (39 repeticdes); e por
fim, 95°C por 15 minutos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 10 minutos (1
repeticdo). Apds checagem da amplificacdo via gel de agarose 1%, o produto
de reagdo foi encaminhado para servico especializado de purificacdo e
sequenciamento. As sequéncia obtidas foram visualizadas e editadas
utilizando-se o software MEGA 5 (TAMURA et al.2011), e verificadas no
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) através do programa “Blastn”, com o objetivo
de confirmar sua similaridade com sequéncia mitocondriais de outros peixes.
Em seguida, as sequéncia de DNA foram alinhadas utilizando o algoritmo
ClustalW v1.6 (THOMPSON et al., 1994), pelo software MEGA 5 (TAMURA et
al., 2011) utilizando-se penalidades para os alinhamentos par-a-par e multiplos
para abertura de gaps (20) e extensao de gaps (6,66).

As analises filogenéticas foram realizadas através do programa MEGA 5
(TAMURA et al, 2011), que incluem teste para modelo de evolucao
molecular,construgcdo de dendrograma através da abordagem de Maxima
Verossimilhancga e calculo da distancia genética, no qual foi usada a distancia p

nao corrigida, e também através do método de TAMURA & NEI (1993), de
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acordo com o teste de modelos de substituicdo nucleotidica. Para a construgéao
de rede de haplétipos mitocondriais foi utilizado o software TCS v.1.21

(CLEMENT et al., 2000), sendo o limite de conexdes calculado em 95%.

- . Bacia Coordenadas
Espécies Localidade . g ponto o
Hidrografica geograficas
Distrito de Guapimirim/Rios 223811,6 S
Ypiranga/RJ Costeiros Y 4p42423W
® Santana do Guapimirim/Rios f 223339,9S
.E Japuiba/RJ Costeiros P 4240511 W
@ Co
© . Guapimirim/Rios 222906,1S
; Rio Macacu/RJ Costeiros pr 4239 40,3 W
©
< Cachoeiras de Guapimirim/Rios m 222906,1 S
Macacu/RJ Costeiros 42 39 40,3 W
Anara dos Reis Rio Ariré/Rios aar 225414,2 S
9 Costeiros 9" 4419592wW
. Ribeira de 243601 S
FEgiEtieiel lguape PP 475032wW
A. ribeirae
Ribeira de 243229 S
Pogo Grande/SP lguape pPg 4830 09 W
A. a 2252225 S
intermedius Cinel - &P Fairlivs o Sl i 44 51,041 W
. . ) 2252225 S
A. giton Cunha - SP Paraiba do Sul 4451041 W

Tabela 4.1 — Local de coleta das espécies/populacoes estudadas

Resultados

O sequenciamento do fragmento da ATPase 6/8 permitiu a anélise de 781
bases, e 0 modelo de evolugdo molecular que melhor explicam os dados foi 0
TN93+G. As distancias evolutivas entre e dentro dos grupos encontra-se na
tabela 4.2. O dendrograma de méaxima verossimilhanca encontra-se na Figura

4.1, e a rede de haplétipos na Figura 4.2.
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Tabela 4.2 - Distancias genéticas entre haplétipos do género Astyanax de

distribuicdo costeira estimadas para cada populacdo amostrada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 d(p) d(TN)
1 0,1049 0,1003 0,1005 0,0981 0,0996 0,0366 0,0214 0,1013 0,0006 0,0006
2 0,0957 0,0062 0,0058 0,0106 0,0598 0,1180 0,1049 0,0605 0,0107 0,0109
3 0,0918 0,0061 0,0014 0,0062 0,0557 0,1135 0,1004 0,0568 0,0020 0,0021
4 0,0920 0,0058 0,0014 0,0049 0,0544 10,1138 0,1006 0,0555 | 0,0006 0,0006
5 0,0900 0,0104 0,0061 0,0049 0,0523 0,1113 0,0982 0,0560 | 0,0031 0,0031
6 0,0918 0,0569 0,0532 0,0519 0,0501 0,1118 0,1025 0,0539 | 0,0020 0,0020
7 0,0356 0,1075 0,1038 0,1040 0,1020 0,1028 0,0272 0,1107 | 0,0348 0,0357
8 0,0210 0,0962 0,0923 0,0925 0,0905 0,0946 0,0266 0,1004 | 0,0138 0,0139
9 0,0926 0,0573 0,0539 0,0527 0,0532 0,0516 0,1015 0,0923 0,0005 0,0005

1- A. hastatus pf 2- A. hastatus rm 3- A. hastatus yp 4- A. hastatus pr 5- A. ribeirae pg

6- A. ribeirae pp 7- A. giton 8- A. intermedius 9- A. hastatus agr.

Valores abaixo da diagonal correspondem a distancia p. Valores acima da diagonal

correspondem a distancia obtida pelo método de TAMURA & NEI (1993).

39



Figura 4.1 — Dendrograma obtido através de Maxima Verossimilhanga, pelo modelo de
TAMURA & NEI (1993)
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Figura 4.2 — Redes de haplétipos. Cada linha represenha um passo mutacional. Ovais
representam haplétipos amostrados. Pequenos circulos representam haplétipos nao
amostrados. Limite de similaridade igual a 12 passos mutacionais ou 95%.
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Discussao

O dendrograma construido através do método de maxima
Verossimilhanca demonstra que a populacédo de A. aff. hastatusproveniente de
Angra dos Reis (ponto agr), trata-se de uma espécie distinta das demais,
posicionando-se como grupo irmao do clado contendo as outras populacées de
A. aff. hastatus(pontos pr e rm). Também nesse mesmo clado encontram-se
ambas as populagdes amostradas de A. ribeirae, que sao parafiléticas entre si,
sendo que a populacdo do ponto pg provavelmente pertence ao grupo A. aff
hastatus. Em outro ramo, no grupo irmé&o do clado citado que abriga as demais
populacdes A. aff hastatus esta a populacao pf, considerada previamente como
parte do mesmo complexo, mas que se assemelha mais aos espécimes de A.
giton e A. intermedius, no que diz respeiro a caracteres citogenéticos. Apesar
dessa proximidade, dados provenientes da citogenética podem ser usados
para distinguir as populagdes situadas neste clado (KAVALCO, 2004;
KAVALCO, 2008). A populacao pf tem um citétipo diferenciado em relagao aA.
giton e A. intermedius, e também com as demais populacdes do mesmo
complexo;possui o citétipo “B” (KAVALCO, 2010), e apresenta numero
fundamental elevado em comparagdo aos demais, que se deve a presenca de
poucos cromossomos do tipo acrocéntrico (PENTEADO et. al, capitulo 1 deste
volume).

Por fim, as situagbes de parafilia envolvendo A. giton e A. intermedius
podem refletir incertezas na sequUéncia analisada ou ainda problemas no
préprio seqlenciamento, sendo necessario futuros esforcos para resolver a

questao.
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As redes de haplétipos, que foram construidas com 33 haplétipos, nao
agrupou sete deles, representando individuos de A. giton, A. ribeirae.eA. aff.
hastatus.Uma sub-rede € formada exclusivamente pelos individuos da
populacao ag, (A. aff. hastatus), com até onze passos mutacionais entre os
haplétipos (limite de até 12 passos mutacionais).O maior agrupamento reflete o
grande clado observado no dendrogama, com passos mutacionais variando de
um a oito, com formacgéo de dois subgrupos, um formado apenas por individuos
do ponto pg (A. ribeirae), enquanto que no outro por individuos de trés pontos,
pr,yp, rm (A. aff. hastatus), o que sugere uma recente diferenciacdo entre as
populacdes,sendo que estes dois subgrupos estdo separados por apenas trés
passos mutacionais. Por outro lado, a populagao pp (A. ribeirae), representada
por apenas dois haplétipos nao ficou conectada a este grupo por estar acima
do limite de conexdes estabelecido de 95%. Finalmente, haplétipos
representando a populacao pf (A. aff. hastatus), estdao correlacionados a um
haplétipo formado por um individuo de A.intermedius, mesmo que no limite
maximo de doze passos mutacionais, reforcando a formacao de grupos irmaos
entre a populacdo pf e a populacdo de A. intermedius evidenciados pelo
dendrograma de maxima verossimilhanca.

HEBERT et. al (2004), estudando aplicac6es de DNA barcoding em aves,
questiona qual é o limite que poderia ser adequado para sinalizar
geneticamente espécimes como espécies provisérias, na analise das distancias
genéticas. Atenta que deve ser um limiar suficientemente alto para separar
apenas espécimes que provavelmente pertencem a espécies diferentes. A
proposta para esse limite € que a variacao interespecifica deve ser dez vezes

maior que a variacao intraespecifica da média para o grupo em estudo. Em seu
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grupo de estudo (aves), os autores demonstram que a definicdo de um limite
como critério vai ignorar espécies com curtas historias evolutivas, ainda
expostas a eventos de hibridizacdo, mas sera uma ferramenta de rastreamento
util especialmente para grupos que ainda necessitam que uma intensa analise
taxonémica, como diversos taxa de peixes neotropicais.

A analise das distancias genéticas baseadas na sequéncia do gene
ATPase 6/8 das populacbdes analisadas revela basicamente 0 mesmo cenario
exibido pelo dendrograma de Maxima Verossimilhanga. Para os valores de
diversidade genética intraespecifica, apenas as populacbes rm (A. aff.
hastatus) e A. intermediusapresentaram valores superiores ou igual a 1%. Os
valores de diversidade intraespecifica de A. giton, provavelmente sao devidos a
problemas resultantes do sequienciamento, sendo relativamente altos (3% a
4%). A populacdo de A. aff.hastatus(pf), que aparece isolada na arvore
filogenética, tem um percentual de diferenciagcdo das demais populacées em
torno de 9 a 10%, exceto em relagdo a A. giton e A. intermedius, com
diferenciacao intraespecifica de 0,06%. Segundo o critério estabelecido por
HEBERT et. al (2004), seguramente trata-se de uma espécie distinta das
demais populagcdes do grupo A. aff. hastatus. A populacdo ag, deA.
aff.hastatus, também com um diferenciagcdo intraespecifica baixa (0,05%),
mostra-se distante das demais popula¢des contidas no clado de seu grupo
irmao, com uma diferenca média de 5,4%. De forma analoga, as populacdes de
A. ribeirae, que tem origem polifilética na arvore filogenética, possuem grande
distancia entre si (5 a 5,2%), enquanto a distancia intraespecifica apresentada
€ muito baixa (0,2% e 0,3%). A populacao pg, previamente considerada como

A. ribeirae, apesar das analises moleculares indicarem que pertence ao grupo
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A. aff. hastatus, possui um cariétipo distinto, composto por
4A4M+10SM+6ST+30A. (KAVALCO et. al, 2010). Considerando-a como
pertencente ao grupo, representa assim um quarto citétipo para o complexo.
Por fim, as 3 populagdes restantes permanecem proximas entre si. Desse
modo, o complexo A. aff. hastatus, proposto através de analises citogenéticas
(KAVALCO et. al, 2010), continua véalido mesmo quando ferramentas
moleculares sdo empregadas. Contudo, duas populacbes analisadas
previamente consideradas pertencentes a A. aff. hastatus, (pf, Santana do
Japuiba; ar, Angra dos Reis) destoam dessa condi¢cdo, devendo ser alvos de

estudos morfolégicos para futuras revisées taxonémicas.
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Conclusoes Gerais

O presente estudo apresenta um terceiro citoétipo do grupo A. aff.
fasciatus, para a bacia do Sao Francisco, e analisa marcadores citogenéticos
moleculares até entdo ndo usados na mesma, permitindo inferéncias
taxonémicas em relacdo a bacias hidrograficas circunvizinhas.

Para A. aff. hastatus, apresenta andlises ja realizadas com outras
populacdes do mesmo complexo, e apresenta sitios biteloméricos para rDNA
5S, um fendbmeno até entdo ndo observado em peixes.

A riqueza da biodiversidade € constantemente renovada com descobertas
sobre espécies até entdo desconhecidas, porém também se da através da
revisdo da taxonomia. Estas andlises entram nessa segunda categoria,
enriguecendo a diversidade ja reconhecida do grupo A. aff. fasciatus, e

corroborando o recém status proposto para A. aff. hastatus.
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