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RESUMO

GIONGO, Patricia, Msc, Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2B4#idos
citogenéticos em peixes do género Astyanax (Teleostei, Charagiies) das bacias
dos rios Paraguai, Araguaia e Alto Parana Orientador: Rubens Pazza.
Coorientadores: Karine Frehner Kavalco e Jorge Abdala Dergam dos Santos

O género Astyanax inclui peixes de pequeno porte até 200 mm, vulgacoehezido

como lambaris, comuns nas bacias hidrograficas neotropicais. As Ulaviades
registram mais de 100 espécies nas aguas continentais brasileiras para o género
Astyanax, com relacdes filogenéticas indeterminadas dentro deaf@maracidae. Este
género revela espécies morfologicamente muito semelhantes e com grandédeaigabil
cariotipica dentro e entre bacias hidrograficas, formando um grupo altameptexam

ao nivel taxondmico e citogenético, o que foi interpretado como evidéaa@xisténcia

de complexos de espécies dentro do género. Este trabalho teve por obiétao ut
ferramentas da citogenética para estug@pulacdes do complexo “Astyanax
bimaculatud em trés bacias adjacentes brasileiras: no rio Meia Ponte (&acdkdto

Parand), no rio Mutum (Bacia Araguaia) e no cérrego Sao José e rio Sepotuba (Bacia do
Alto Paraguai). Os estudos cromossémicos seguiram 0s protocolos bas&ass par
principais técnicas citogenéticas As populacfes estudadas yEnastaltiparanae,
Astyanax aff. argyrimarginatuge Astyanax asuncionensis apresentaram numero
dipl6ide de 2n=50 e apenas uma populacdo de A. asuncionensis do corrego Sao José
apresentou 2n=48. Nenhuma das popula¢cbes estudas apresentaram difereleciaca
cromossomos sexuais.Os resultados encontrados demonstraram pequenas variacdes
cariotipicas entre as populacdes das trés bacias que sugeremreimfbedetiva ou de
gargalos derivados da complexa histéria de eventos de dispersémari@ngia

caracteristicos dessa regiao.



Xi

ABSTRACT

GIONGO, Patricia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2014.
Cytogenetic studies in fishes of the genus Astyanax (Teleostei, Characif@sh from

the Paraguay basins, Araguaia and Alto Parana riversAdvisor: Rubens Pazza. Co-
Advisor: Kerine Frehner Kavalco and Jorge Abdala Dergam dos Santos

The Astyanax genus includes small fish up to 200mm, commonly known bariam
which are widespread in Neotropical hydrographic basins. The latesivsengeeorded

over 100 species in the Brazilian continental waters for the genyanax, with the
uncertain position inside the family Characidae. This genus has species morphologically
very similar with great karyotypic variability within hydrographbasins, forming
taxonomically undefined groups that were interpreted by some authors as eviolenc

the existence of some species complex. This study aimed to dg@plgytogenetic
approach to study populations of the "Astyanax bimaculatus" complex inatijeeeent
Brazilian, as a contribution to understanding the genetic diversithieofgtoup. The
specimens were collected in the Meia Ponte River (Upper Pa&sid) Bn the Mutum

River (Araguaia Basin), in the Sdo José Stream and the Sepotuba Rpger (U
Paraguay River Basin). Chromosome studies included standard cytogertatiques.
Populations of Astyanax altiparanakstyanax aff. argyrimarginatus and Astyanax
asuncionensis showed a diploid number of 2n = 50 and only one population of A
asuncionensis stream San Jose had 2n = 48. None of the studied populations showed
differentiation of sex chromosomes. The results showed small karyotypidiomaria
among populations of the three basins that may be related to the xalgplersal and

vicariance events that characterize this region.



INTRODUCAO GERAL

Ictiofauna neotropical

Os peixes representam entre o0s vertebrados um grupo muito grande e
diversificado. Ha cerca de 28.000 espécies de peixes marinhos e fluvaitasiasm
todo planeta o que equivaleria ao niumero de espécies conhecidas de tddosigs
vertebrados (Nelson, 2006). A ictiofauna de agua doce neotropical é a mais
diversificada do mundo, estima-se uma riqueza acima de 5.000 espéciaguas
continentais brasileiras concentram cerca de 30% de todas as esi@Scid®s no
mundo (Lundberg et al., 2000, Reis et al., 2003; Buckup et al., 2007; Albert e Reis,
2011). A biodiversidade da regido neotropical esta intimamente reldaichnasua
formacdo geomorfologica que propiciou uma gama muito grande de eagénci
ecolégicas e uma consequente diversidade de adaptacdes morfol@gicpeixes
neotropicais (Lundberg et al.,1998; Lovejoy et al., 2006; Kavalco e P223; Albert
e Reis, 2011; Reis et al., 2013).

Embora nos ultimos anos o numero de trabalhos relacionados a ictiofauna
neotropical tenha crescido exponencialmente, o conhecimento ainda eistA m
fragmentado e sdo poucos os estudos que respondem a questfes mais gspacifica
padrdes evolutivos regionais da ictiofauna. Tal fato se deve a grandgdadide, ampla
distribuicdo dessa fauna e as dificuldades de acesso a muitassrggincipalmente
gquando em relagcdo aos rios amazonicos (Vari e Malabarba, 1998; Langedni e
2009).

Sistematica do complex&Astyanax bimaculatus’

A ictiofauna neotropical € dominada por peixes que tém uma asBwciag
relativamente antiga com os habitats de agua doce, como 0s pesxexdeéas
Characiformes e Siluriformes. A distribuicdo geografica desses taxons, em agua doce da
Ameérica do Sul, sugere que sua diversificagao inicial ocorreu antes da grande ruptura do
supercontinente Gondwana no Cretaceo (Lovejoy et al., 2006). Nesse seotatim
Characiformes merece destaque por representar o0 maior grupo de peixeérida Am
Sul e por ser exclusivamente de agua doce (Buckup, 1998). Estao inseridosdeesta
aproximadamente 1.800 espécies, 270 géneros e 18 Familias (Nelson, 2006e Mira
2010; Reis et al., 2013). A familia Characidae é a maior dentre as ladads
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Characiformes neotropicais (Mirande, 2010). Esta familia engloba aproximaitam
58% das espécies de Characiformes, ou seja, € a familia mais diversaddeordem
(Nelson, 2006). Este taxon é também considerado o mais complexo dentigess pe
neotropicais, pois comporta espécies com portes variados e encontrados naegrinci
bacias hidrograficas, compondo também populacdes isoladas em riachos (Budkup et a
2007). Existem evidéncias de monofiletismo em muitas subfamilias de @harac
entretanto, uma porcao relativamente grande de géneros e espéciesofts@m@rados
incertae sedis por Lima et gR003) Recentes contribuigdes filogenéticas para esta
familia propuseram uma nova relacdo de proximidade entre géneros IrSediae
originando um ramo na filogé&a de Characidac denominado “clado AstyanaX
(Javonillo et al., 2010; Mirande, 2010; Oliveira et al., 2011

As espécies do género Astyanax, Baird e Girard (1854), sdo amplamente
distribuidas por toda a América do Sul e Central (Gery, 1977), popularmente
conhecidos como lambaris, e representam peixes de pequeno porte, até 200 mm,
comuns nas bacias hidrograficas neotropicais (Garutti, 1998). Este género foi
considerado tradicionalmente como membro da subfamilia Tetragonopterinae (e.g
Britski et al., 1986). Seus representantes possuem as seguintes risticaste
morfolégicas: linha lateral completa; pméaxilar ndo protréatil; dentes com cuspides;
dentes do prénaxilares dispostos em duas seéries, a interna com cinco dengBagsc
de tamanho normal, cobrindo apenas a base dos raios da nadadeira caudatt(Btifski
1988).

O numero de espécies deste género varia de acordo com revisdesatdadif
autores, os estudos feitos por Eigenmann (1927) indicam a existéncia de
aproximadamente 74 espécies e subespécies, Géry (1977) relata havele 62
espécies e subespécies apenas em rios brasileiros, para Garutti §E298)
aproximadamente 100 espécies e subespécies. Em uma revisdofedzept® Reis et
al., (2003) séo listadas cerca de 90 espécies validas, comtaénsedis dentro da
familia Characidae (Melo et al., 2005; Lima et al., 2003; BertacorettG2007). Ja
para Froese e Pauly, (2013) o numero de espécies validas é de 137sefssae
variacdo no numero de espécies pode estar relacionada ao fato de gsespaitées
sédo descritas com base em poucos exemplares que sao coletguogcamsolados ao
longo de todo o curso do rio (Garutti, 1988).
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O género Astyanax revela espécies morfologicamente muito senesiha
formando um grupo altamente complexo ao nivel taxondmico (Garutti e Brit6ki). 20
Estudos demonstram que essa confusdo também se repete a niaeleceialecular.
As espécies nominais A. scabripinnis, A bimaculatus, A altqmegaA. fascitaus, A
hastatus sdo consideradas por diversos autores, como complexos de ddpéeies (
Filho e Bertollo, 1991; Justi, 1993; Pazza et al., 2006; Fernandes e Mamios;S
2006; Pazza e Kavalco, 2007; Pazza et al., 2008; Kantek et al., 2008pg¥edral.,
2008; Kavalco et. al., 2009a; Oliveira et al., 2011

Assim, o complexo “Astyanax bimaculattis¢ formado por um grupo de peixes
gue compreende 22 espécies, é caracterizado por uma mancha negra horizentalment
ovalada na regido umeral, duas barras verticais marrons na regido umens, e
mancha negra no pedunculo caudal prorrogado até a extremidade dos raios deanadade
caudal (Garutti e Britski, 2000; Garutti e Langeani, 2009). Garutti (1999) diggtia
grupo em dois subgrupos: o primeiro possui uma faixa lateral negra, gstersgeedo
pedunculo caudal até aproximadamente a mancha umeral e o segundo subgrupo na

possui esta faixa lateral.

De acordo com Bertaco e Garutti (2007) o primeiro subgrupo é composto por 10
espécies validas: A argyrimarginatus Garutti, 1999; A clavisesiGarutti, 2003; A
goyacensis Eigenmann, 1908; A incaicus Tortonese, 1942; A novae Eigenmann, 1911,
A rupununi Fowler, 1914, A saltor Travassos, 1960, A siapae Garutti, 2003, A
unitaeniatus Garutti, 1998 e A utiariti Bertaco e Garutti, 2007. Ja o segundo subgrupo é
repesentado por 12 espécies: A bimaculatus Linnaeus, 1758; A vittadtedn@a,

1855; A lacustris (Lutken, 1875); A. borealis Eigenmann, 1908; A. asuncionasis G
1972; A. orthodus Eigenmann 1907; A superbus Myers, 1942; A. validus Géry,
Planquette e Le Bail, 1991; A maculisquamis Garutti e Britski, 1997abfamis
(Jenyns, 1842); A altiparanae Garutti e Britski, 2000 e A janeiroengenfann,
1908.

Em revisdes taxondmicas feitas por Eigenmann (1921, 1927) vérias espécies do
género Astyanax foram consideradas como sindnimos de Astyanax bimaculatus
(Linnaeus, 1758), pois apresentavam os caracteres basicos de colosgd@pasicao
destes caracteres taxondmicos gera duvidas sobre a validade spétisse(Perest
al., 2012). Se por um lado essas variagbes dificultam inferéncias precizasa

evolugcdo do grupo (Kavalco e Pazza, 2007), por outro, aumentam a importancia de
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estudos mais especificos para este género e seus complexos (MtreieaBertollo,
1991; Mizoguchi e Martins-Santos, 1998).

Estudos citogenéticos em peixe®otropicais

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais expandiram considertdvemen
nos ultimos anos e estdo distribuidos para mais 900 espécies (Nirchio e Oliveira 2006;
Oliveira et al., 2007)

O numero cromossdmico em peixes neotropicais varia de 2mer20
Pterwlebias longipinnis (Cyprinodontiformes: Rivulidae) a 2n=1&# Corydoras
aeneus (SiluriformesCallichthyidae). Essas variacbes no numero cromossdmico
sugerem a existéncia de uma plasticidade na estrutura caritgmcavidenciada em
nenhum outro grupo de vertebrados, que pode ser percebida claramente pela presenca
de polimorfismos cromossdmicos (Nirchio e Oliveira 2006; Torres et al., 2004).
Estudos citogenéticos em peixes revelam uma ampla gama deismexs de
determinacdo do sexo (XX/XY, ZZIZW, X1X1IX2X2/X1X2Y, XX/XY1Y2,
ZZIZW1W2), além da existéncia de cromossomos supranumerarios (crornesBpm
(Nirchio e Oliveira, 2006).

A citogenética € uma das ferramentas mais interessantes fpalar eglestdoes
ligadas a genética de peixes, esta ciéncia tem experimegiatoles avancos
interagindo com outras areas como a biologia molecular, a taxonomevaugao.
Assim, esta ciéncia tornou-se um instrumento muito interessargeap@solucédo de
problemas relacionados a evolucédo das espécies e de estudos popsiléOiveira et

al., 2009a; Krinski et al., 2012).

Os estudos com citogenética de peixes neotropicais estdo concernados
peixes de agua doce, principalmente nas ordens Characiformes e Silur{iOfiveisa
et al., 2009a). As espécies de peixes neotropicais estdo divitiddsis grupos, um
com alta mobilidade e popula¢cdes compostas de um grande numero diuoxlijiie
mantém constituicbes cromossémicas estaveis e outro grupo caaactgyor espécies
com reduzida mobilidade e baixa densidade populacional demonstrando amplas

variacoes cariotipicas interespecifica e intraespecifica (€ij\2009a).

Os peixes da ordem Characiformes refletem a nivel citogenético aexinhaple

de suas relacOes filogenéticas. Apresentam uma ampla variacdo am rdipioide,


http://fishbase.org/summary/OrdersSummary.php?order=Cypriniformes
http://fishbase.org/summary/OrdersSummary.php?order=Cypriniformes
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sendo observados casos de 2n=28 em Hemigrammus (Characidae) até 2n= 102 em
Potamorhina altamazonica (Curimatidae) e também na forma cariotipita éntre
espécies de um mesmo género (Morelli et al.,1983; Falcdo et al., 168%),entre
populacdes da mesma espécie (Moreira-Filho; Bertollo, 1991). Os padrbes de aume
estrutura cromossémicos permitem determinar dois grupos de peixes: umgqgeipo
apresenta grande variabilidade interpopulacional e o outro com pequeatalidade

(Artoni et al., 2000). A familia Characidae também demonstra acriwelossémico os
problemas na composicdo do grupo. Os cariotipos dos peixes da familia Glearawcid

se mostrado bem heterogéneos dentro de cada subfamilia, com granbiédealea
cariotipica de 2n=28 em Hemigrammap. (Characidae) a 2n=52 em Cheirodon
stenodon (Cheirodontinae) com predominancia de 2n=48 e 2n=50 (Oliveira et al. 1988;
Oliveira et al. 2009a). Dentro desta familia o género Astyanax édasnmais
complicados apresentando numero diploide variando de 2n=36 a 2n=50, com
heteromorfismos, polimorfismo nos blocos de heterocromatina e das regifes
organizadora de nucléolos, além de cromossomos supranumerarios. As espécies do
género Astyanax formam um grupo altamente complexo ao nivel taxonémico e
citogenético, revelando espécies morfologicamente muito semelhantes graxude

variabilidade cariotipica.

Estudos citogenéticos sobre o género Astyanax nas bacias amazénica, do Parana-
Paraguai, do Rio Grande e do S&o Francisco evidenciam uma variedatipicariie
2n=36 a 2n=50 com morfologia cromossdmica bastante diversificada, mas com
predominio de cromossomos submetacéntricos (Oliveira et al., 1988ir&)I2@05).
Quanto aos padrbes de bandamento, o género pode apresentar padrées de marcacac
simples e multipla em sua maioria entre duas e quatro marcagésaajleralizadsa
por impregnacdo com nitrato de prata (Ag-RONs). Em termos de banda SSudsse
mostram que a heterocromatina esta localizada, preferencialmente, gi@ess re
teloméricas, porém podem também ocorrer nas regides pericentroméricagaMorei
Filho e Bertollo, 1991; Porto et al., 1992; Maistro et al., 2000; Mestrindr, &2080;
Matoso et al., 2002; Centofante, 2003; Fernandes e Martins-Santos, 2004; Domingues,
2005; Peres, 2005; Abel et al., 2006; Artoni et al., 2006; Fernades e Mariios;Sa
2006; Santos e Morelli, 2006; Kantek et al., 2008; Rosa et al., 2009; Kaveadtq et
2010; Pacheco et al. 2010; Kavalco et al., 2011; Mendes et al., 2011,vBaiSil.,
2012; Medrado et al., 2012; Peres et al., 2012; Kavalco et al., 2013).
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A aplicacao de fluorocromos base - especificos como £MBAPI evidenciam
regides ricas em bases GC e AT, respectivamente, sdo muito adgzegn estudos
citogenéticos de peixes. A CMAevidencia sitios coincidentes com a Ag- RONs em
estudos realizados em varias espécies de Astyanax, enquantd afégentou-se no
geral como um contra-corante (Kavalco et al., 2004; Mantovani et al., 200dc&at
al., 2007; Rosa et al., 2009; Mendes et al., 2011; Da Silva et al., 2@t et al.,
2012; Medrado et al., 2012). Porém Tendrio et al., (2013) encontraram blocos DAPI

positivos emA. argyrimarginatug Astyanax sp.

Estudos de citogenética molecular utilizando a técnica de fluoEsde situ
hybridization (FISH), evidenciam um padrdo de marcagdes com sonda AeldiNe
5S altamente variado quanto a numero e regido cromossomica. A songatil@ada
no auxilio da definicdo do real numero de sitios de rDNA independentedeaesiea
atividade, e confirmando um padrédo geral de RONs multiplas parapésiess do
género Astyanax (Almeida-Toledo et al., 2002; Mantovani et al., 2005; Fesand
Martins-Santos, 2006; Kavalco e Almeida-Toledo, 2007; Kantek et al.; 2@@3a fet
al., 2008; Kavalco et al., 2009a, b; Kavalco et al., 2010; Mendes 20al; Pacheco
et al.,, 2011). Porém algumas espécies pertencentes ao complexo ‘“Astyanax
bimaculatu’d evidenciam marcagoes simples (Kavalco et al., 2011; Pacheco et al.,
2011 Da Silva et al., 2012; Peres et al., 2012; Paiz, 2013). O padrdo densitazslos
com rDNA 5S apresenta-se altamente variado para diversas espécistyanax
(Almeida-Toledo et al.,, 2002; Mantovani et al., 2005; Fernandes e MartmssSa
2006; Kavalco e Almeida-Toledo, 2007; Kantek et al., 2008; Pazza e2(S,;
Kavalco et al., 2009a; Kavalco et al., 2010; Kavalco et al., 20¥hdik et al., 2011;
Pacheco et al., 2011; Peres et al., 2012; Paiz, 2013).

Analises citogenéticas para o complexo “Astyanax bimaculatus” mostraram
diferencas interpopulacionais, para formulas cariotipicas, nUmeros fundamentais, padréao
RONs, Banda C, Fluorocromos base-especificos e FISH (Tabela 1). Asesspeéci
complexo “Astyanax bimaculatus” apresentam citétipos com 2n=50, com uma férmula
cromossOmica que inclui um par de grandes cromossomos metacéntricomdordes
carater considerado simplesiomérfico (Ferreira-Neto et al., 2009; Keetaddg2009a
O padrao geral obtido através da técnica de impregnacdo por nitratatdefoi de
RONs mudltipla. Outra caracteristica comum neste género refedeacorréncia de
multiplos sitios de rDNA 18S, confirmado por fluorocromos base-especificos (&errei
Neto et al., 2009; Kavalco et al., 2009b; Mendes et al., 2011; Pachetop 2614
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Kavalco et al., 2011; Peres et al., 2012). O padréo simples para rDEpré&®nta-se

como uma caracteristica derivada (Kavalco et al., 2009b; Kavalab, &011; Paiz,
2013), pois a ocorréncia de dois pares de cromossomos portadores deste DNA
ribossémico é relatado com maior frequéncia em Characiformes (Ma@aketo Jr.,

2001) e em outras espécies de Astyanax (Pazza et al.,, 2006; Kavato 2004,
Almeida-Toledo et al., 2002). As regibes heterocromaticas apreseataiistribuidas

de forma bastante variada e concentradas nas regides pericent®r{ilendga 2004;
Pacheco et al. 2011, Ferreira-Neto et al., 2009; Kavalco et al., 200%%c#&at al.,

2011; Mendes et al., 2011; Giongo et al., 2012; Peres et al., 2012, Paiz, 2013).

Os estudos citogenéticos para as espéciesrmdplexo “Astyanax bimaculatu’s
sdo muito interessantes, pois este complexo, da mesma forma que &ss edpéc
género, apresentam condicao sistematica indefinida (Oliveira 20@8a; Martinez et
al., 2012). Os padrdes obtidos sado potencialmente importantes para compl@menta

auxiliar o entendimento dos padrdes de diversificacdo do grupo.
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Tabela 1 Dados cariotipicos do complexo “A bimaculatud compilados da literatura. * registro de cromossomo B, T: Telomérica, C: @amgrica, P:
Pericentromérica, |: intersticial, BT: Bitelomérica

; Férmula Cariotipice
Espécies Localidade NF RONs 18S 5S CMA, banda

Referéncia
sm st  a c

rio/cérregol/lago. (Bacia) m

A bimaculatus rio Meia Ponte. (Parand) 50 26 24 76 Jin e Toledo, (1975)

A altiparanae rio Paranapanema (Parana) 50 10 22 6 12 88 C Daniel-Silva e Almeida-Toledo (2001
A altiparanae rio Maringa. (Parana) 50 10 22 6 12 88 Pacheco (2001)

A altiparanae rio Tibagi (Parana) 50 6 22 8 14 86 - - - - Pacheco (2001)

A altiparanae rio Tibagi (Parana) 50 10 22 6 12 88 Pacheco (2001)

A altiparanae rio Tibagi (Parand) 50 10 22 8 10 90 Pacheco (2001)

A altiparanae rio Couro de Boi (Parana) 50 8 20 10 12 88 Pacheco (2001)

A altiparanae rio Trés Bocas (Parana) 50 10 28 4 8 92 Pacheco (2001)

A altiparanae rio Claro (Parand) 50 10 26 4 10 90 1-4 Pacheco et al., . (2001);

A altiparanae rio Claro (Parand) 50 10 24 4 12 88 1-4 Pacheco et al., . (2001);

A altiparanae rio Claro (Parand) 50 10 22 4 14 86 1-4 Pacheco et al., . (2001);

A altiparanae rio indios (Parana) 50 30 4 10 90 10 7 (N Fernandes e Martins-Santos (2004)
A altiparanae rio Parana (Parana) 50 26 6 12 88 2 5 C 1 Fernandes e Martins-Santos (2004)
A asuncionensis  rio Claro (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC, T  Troy (2004)

A asuncionensis Ribeirdo das Flexas (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC, T  Troy (2004)

A asuncionensis  rio Mutuca, (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC, T  Troy (2004)

A asuncionensis rio dos Peixes (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC, T  Troy (2004)

A asuncionensis  rio Cuiaba, (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC, T  Troy (2004)

A asuncionensis rio Aricd Mirim (Paraguai) 50 14 18 12 6 94 2-4 2-3 PC T Troy (2004)

A asuncionensis  rio Coxipozinho (Paraguai) 50 10 22 10 8 92 2 PC, T  Troy (2004)

A altiparanae rio Tatuteba (Parand) 50 6 26 6 12 88 3 4 2 Fernandes e Martins-Santos (2006)
A altiparanae rio Kecaba (Parana) 50 6 26 6 12 88 1 7 2 Fernandes e Martins-Santos (2006)
A altiparanae rio Maringa (Parana) 50 6 26 6 12 88 3 4 2 Fernandes e Martins-Santos (2006)
A altiparanae rio Parana (Parand) 50 6 26 6 12 88 2 4 2 Fernandes e Martins-Santos (2006)
A altiparanae rio Iguacu (Parana) 50 6 30 8 94 2 2 2 (N Domingues et al., . (2007)

A altiparanae rio Tibagi (Parana) 50 6 28 8 92 2-4 7 2 C, I Domingues et al., . (2007)

A asuncionensis rio Correntes (Paraguai) 50 8 26 8 92 3 - - - - Fernades (2007)




A bimaculatus rio Sao Joao (Pardo) 50 8 20 18 6 94 2 2 (N Fava (2008)

A bimaculatus lagoa Marola( Doce) 50 6 20 18 6 94 2 2 C,T,l Fava (2008)

A bimaculatus lagoa Juiz de Fora (Doce) 50 6 20 18 6 94 2 2 C, T, Fava (2008)

A bimaculatus lagoa Curi (Doce) 50 6 20 18 6 94 2 2 C, Fava (2008)

A bimaculatus lagoa Tiririca (Doce) 50 6 20 18 6 94 2 2 C,T,I Fava (2008)

A bimaculatus corrego Sdo Bartolomeu (Doce) 50 6 20 18 6 94 2 2 C, T, Fava(2008)

A bimaculatus rio Carangola (Paraiba do sul) 50 6 20 18 6 94 2 2 C, 1, Fava (2008)

A altiparanae* rio Campo Novo (Parand) 50 12 18 12 8 92 F PC, Hashimoto e. al., (2008)

A altiparanae rio Monjolinho (Parana) 50 8 20 12 10 90 2 Peres et al., (2008)

A lacustris rio Sao Francisco (Séo Francisco) 50 20 16 6 94 Peres et al.,(2008)

A altiparanae rio Pantano (Parand) 50 6 28 4 12 88 2-3 2 2 .CI_:'/PC’ Ferreira-Neto et al., (2009)
A altiparanae rio Feijéo (Parand) 50 6 30 8 6 94 2 4 2 _CE/PC, Ferreira-Neto et al., (2009)
A altiparanae rio Jordao (Parana) 50 6 28 8 8 92 2-4 6 2 .(I_:/PC’ Ferreira-Neto et al., (2009)
A bimaculatus corrego Taboquinha (Parana) 50 4 13 5 3 94 6 3 C Santos (2010)

A aff. Bimaculatus rio Sete Barras (Parand) 50 8 24 12 6 94 2 3 2 PC Kavalco et al., et al., (2011)
A aff. Bimaculatus Cachoeiras de Macacu (costeira) 50 8 24 12 6 94 2 2 2 PC Kavalco et al., (2011)

A altiparanae rio Paraitinga (Parand) 50 8 20 10 12 88 2 3 2 T, I Kavalco et al., et al., (2011)
A altiparanae rio Pilar do Sul (Parana) 50 8 22 14 6 94 2 4 2 T, I Kavalco et al., et al., (2011)
A altiparanae corrego Agua dos Patos (Parana) 50 8 22 6 12 2-4 4 2 24 Pacheco et al., et al., (2011)
A altiparanae lago Igapé (Parana) 50 8 28 10 1-3 2 2 Pacheco et al., et al(2011)
A altiparanae rio Mogi-Guagu (Parana) 50 6 12 20 12 2 Martinez et al., et al., (2012)
A altiparanae rio Tieté (Parana) 50 6 12 20 12 2 4 Martinez et al., et al., (2012)
“A. bimaculatus” rio S&o Francisco (Sao Francisco) 50 8 34 2 6 94 2 2 2 Peres et al., et al., (2012)
“A. bimaculatus” rio Grande (Parana) 50 8 32 2 8 92 2 2 2 Peres et al., (2012)

“A. bimaculatus” Cachoeira do Rio Piumhi (Sdo Francisc50 8 32 2 8 92 2 2 2 Peres et al., (2012)

“A. bimaculatus” rio Piumhi (S&o Francisco) 50 8 32 2 8 92 2 2 2 Peres et al., (2012)

“A. bimaculatus” rio Piumhi (S&o Francisco) 50 8 34 2 6 94 2 2 2 Peres et al., (2012)

“A. bimaculatus” rio Piumhi (S&o Francisco) 50 8 33 2 7 93 2 2 2 Peres et al., (2012)

“A. bimaculatus” rio Piumhi (S&o Francisco) 50 8 31 2 9 91 Peres et al., (2012)
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“A. bimaculatus” rio Piumhi (S&o Francisco) 50 8 30 2 10 90 Peres et al., (2012)
A abramis rio Iguagu (Parana) 50 4 30 8 8 92 2 2 4 (B:_’I_PC’ Paiz (2013)

A asuncionensis  rio Iguagu (Parand) 50 8 24 6 12 88 2 2 2 C,PC, T Paiz (2013)

A argyrimarginatus corrego Jaragua (Tocantins -Araguaia)50 6 16 20 8 92 2 2 4 2 PC, Tenorio et al., (2013)

. corrego Dois L.

A aff. Bimaculatus de Agosto (Tocantins -Araguaia) 50 4 14 24 8 92 2 2 4 14 PC T Tenorio et al., (2013)
A xavante corrego Avoadeira (Tocantins -Araguaib0 8 16 18 8 92 6 6 2 24 PC, T  Tendrio et al., (2013)
A altiparanae corrego monjolinho (Parana) 50 6 18 20 6 94 2 2 4 14 :DC i Tenorio et al., (2013)
A elachylepis CUlEyD RIS (WOENE = = & 25 g a2 @z 2 2 2 6 rc' T Tenério et al., (2013)

Araguaia)




11

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento diversidade citogenética do complexo
“Astyanax bimaculatusna microbacia do rio Sepotuba (Alto Paraguai), rio Meia Ponte

(Alto Parand) e do cérrego Mutum (Araguaia).

Objetivos Especificos

. Determinar o numero e a morfologia cromossdémica dos espécimes coletados;

. Evidenciar as regides organizadoras de nucléolos e as regides heterocromaticas;

. Localizar os sitios de rDNA 1855S nas populacdes estudadas.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo e espécies coletadas

As coletas foram realizadas em trés bacias hidrograficas (ParAgagiiaia

Tocantins e Alto Parand) (Figura 1).

Figura 1: Area de estudo do complexistyanax bimaculatus” em trés bacias adjacentes.
Populacdo de Astyanax altiparanae, rio Meia PoB@&ci@ do Parand), no municipio de
Aloandia-GO (1); populacdo de A aff. argyrimargirg rio Mutum (Baciado Araguaia), no
Municipio de Redencdo-PA (2); populacdo de A asumaisis, rio Sepotuba (Bacia do
Paraguai) no municipio de Tangara da Serra (3)ulpg@o de A asuncionensis, cérrego Sao
José (Bacia do Paraguai) no municipio de Tangafdeda (4); populacdo de A asuncionensis,
corrego Buciuval (Bacia do Paraguai) no municigordngara da Serra (5).
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As coletas na bacia do Alto Parana ocorreram rio Meia Ponte no Munieipio d
Aloandia— GO, foram coletados 10 espécimes Astyanax altiparanae, em parceria com o
Laboratério de Genética Ecolégica e Evolutiva da Universidade Fedkerdicosa -
Campus de Rio Paranaiba-MG (Tabela 2).

Na bacia do Tocantins-Araguaia as coletas foram realizadas ngacdftgum
no municipio de Redencde PA, onde foram coletados 17 espécimes Astyanax
argyrimarginatus, em parceira com os Laboratérios de SistematicaciNil e
Genética Ecoldgica e Evolutiva da Universidade Federal de Vi€asapus de Vigosa

e Rio Paranaiba, respectivamente (Tabela 2).

As coletas na bacia hidrografica do Paraguai ocorreram no corregm<sgo J
corrego Bocaiuval e rio Sepotuba, no municipio de Tangara da Serfa Fdvam
coletados 129 espécimes de Astyanax asuncionensisecursos do Projeto “O Mato

Grosso como regido chave para a fauna aquatica neotrdpitaAN" (Tabela 2).

Tabela 2 Esforco amostral por sexo e localides de coleta.

Coordenada Bacia

Espécie Municipio  n/sexo Geografica Local Hidrografica

8°3'27.69"S cérrego Tocantins-
49°55'14.87"0 Mutum Araguaia
Aloandia- 3479 17°44'22.83"S  rio Meia

Astyanax Redencao -
argyrimarginatus PA

53 129

Astyanax altiparanax Alto Parana

GO 49°25'58.77"0 Ponte
Astyanax Tangarada 1248 14°39'2.85"S cérrego Alto Paraquai
asuncionensis Serra -MT 419 57°26'12.74"0  Sao José 9
Astyanax Tangarada 6399 14°38'25.70"S corrego :
asuncionensis Serra -MT 57°38'13.14"0  Bocauival AD PEIEE
Astyanax Tangarada 183 14°30'5.05"S rio

Alto Paraguai

asuncionensis Serra -MT 439 57°34'37.07"0O  Sepotuba

Preparacao de cromossomos mitéticos

A técnica a sequir, utilizada para obtencdo de cromossomos mitéiodsscrita
por Egozcue (1971) e modificada por Bertollo et(a978). Este método consiste em
um tratamento quimico, com colchicina, para interromper a anafasée&cai®tseguir,
as células do tecido sdlido sdo separadas mecanicamente com serindga
hipodérmica e, posteriormente, hipotonizadas. O processo de hipotonizacdo proporciona
um aumento consideravel do volume celular, facilitando o rompimento de suas
membranas quando a suspensdo € gotejada na superficie de umaAafixagdo,
passo final da preparagdo, impede o rompimento das células quanderaisdaicéo

hipotdnica, mantendo satisfatoriamente a integridade da estrutura cronoassmi
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evitando distanciamento excessivo dos cromossomos em relag@maar@tafasica. A

metodologia € composta pelos seguintes passos:

1) Injetar intra - abdominalmente, entre as nadadeiras peitorais ieagélv

solucéo aquosa de colchicina 0,025% na proporcao de 1mL/100g de peso do animal.

2) Deixar o peixe em aquario por 40 minutos e depois sacrificar o laaima

retira o rim anterior.

3) Depositar o 6rgdo em um recipiente pequeno com 10 mL de KCI (Cloreto

de Potassio) na concentracdo de 0,075M.

4) Fragmentar o tecido com o auxilio de uma seringa de vidro sem agulha

aspirando e espirando suavemente o material.
5) Colocar a solugdo em uma estufa a 37°C por 30 minutos.

6) Transferir o material para um tubo de centrifuga, acrescentar 2mL de

fixador Carnoy (metanol: &cido acético 3:1) e centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm.
7) Descartar o sobrenadante.

8) Adicionar 10 mL de fixador, ressuspender o material com uma pipeta de

Pasteur e centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm.
9) Repetir 0 passo 8 por mais duas vezes.

10) Descartar o sobrenadante, acrescentar 2 mL de fixador, ressuspender
novamente e transferir panzbo tipo “eppendorf” que deve ser conservado em Freezer
(-20°C).

A solucéo obtida foi pingada sob uma lamina aquecida a 60°C em uma distanci
de 1 metro de altura e seca ao ar.

Outro método utilizado no presente trabalho, para obtencdo de cromossomos
metafésicos, trata-se de um tratamento colchicinico in vitrocéhlolas que se
apresentam em constante divisdo, descrita por Moreira-Filho e Bertollo (I390).

passos estao detalhados abaixo.
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1) Retirar a porcao anterior do rim e colocar em 15mL de solucdo hipotonica
de KCL 0,075M e dissociar com pincas de dissecac¢ao e seringas ddesgrovidas
de agulha.

2) Em seguida colocar 0,5mL de colchicina na concentracdo de 0,0062% e

incubar a suspenséo celular a 36-37°C por aproximadamente 30 minutos.

3) Apols esse tempo ressuspender o material e transferido para um tubo de
centrifuga, com auxilio de uma pipeta Pasteur.

4) Adicionar 0,3 mL de fixador Carnoy a suspensao celular e centrifugar
durante 10 minutos a 900 rpm.

5) Descartar o sobrenadante, adicionar 8 mL de fixador Carnoy, ressuspendero
o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur e centrifugacdo a 90porpi®
minutos.

6) Repetir os passos 5 por mais duas vezes.

7) Ap6és a ultima centrifugacao e a eliminagcédo do sobrenadante, adzmhar
de fixador e ressuspender o material com cuidado.

8) Armazenar a suspensdo celular em ttipo “eppendorf’ em freezer (-
20C).

Deteccao de Regides Organizadoras de Nucléolos através da impregnacdo com

Nitrato de Prata: Ag- RONs (Howelle Black, 1980) com modificacdes.

1) Colocar sobre a lamina 2 gotas de agua destilada, 2 gotas deageléat

gotas de nitrato de prata 50%;
2) Cobrir com laminula;

3) Levar a estufa 60°C em camara Uumida por aproximadamente 5 minutos

ou até obter uma colora¢do castanha;
4) Lavar em agua para retirar a laminula e o excesso de nitrato de prata.

5) Esperar secar e analisar.
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Deteccao de heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972) com modificagdes.

1) Deixar a lamina por 3 minutos em HCI (&cido cloridrico) em

concentracdo 0,2N a 42°
2) Lavar em agua destilada,;
3) 30 segundos em Ba(OHhidroxido de bario) a 42°C;
4) Lavar rapidamentemHCI em concentracdo 0,2N a £2°
5) Lavar em agua destilada;

6) Deixar 1 hora em 2xSSC (solucdo salina de citrato de sd@lio)

temperatura ambiente;
7) Lavar em agua destilada,;
8) Secar e corar com DAPI por 30 minutos.

9) Lavar a lamina rapidamente em tampao de Mcllvaine, secavntam

com sacarose 50%.

Dupla coloracdo com fluorocromos base-especificos (Cromomicing £CMA3) e 4,
-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ) (Verma e Babu, 1995) com modificacdes
(Fernandes, 2004).

1) Colocar as laminas em tampao de Mcllvaine por 5 minutos;
2) Secar em temperatura ambiente;

3) Colocar soke a lamina 15QL de CMA; (0,5 mgmL) cobrir com

laminula por 45 minutos no escuro;
4) Retirar a laminula e deixar em tampao Mcllvaine por 5 minutos;
5) Retirar as laminas do tamp&o e deixar secar no escuro;

6) Mergulhar as laminas em solucéo de DAPI (0,6mig/por 30 minutos.

7) Retirar as laminas da solucdo de DAPI e mergulha-las em tampéao

Mcllvaine por 5 minutos:
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8) Retirar as laminas do tampéao e deixar secar no escuro;

9) Pingar sobre a lamina duas gotas de sacarose 50% e cobrir com laminula

limpa e seca,;

10) Incubar as laminas no escuro em estufa a 37°C por no minimo 3 dias e

no maximo por 10 dias para analisar.

Hibridacédo fluorescente in situ— FISH (Pinkel et al., 1986 com alteracdes (Pazzat
al., 2006).

As sondas disponiveis de DNAr 18S e 5S foram marcadas fluorecentemente com
uridina biotinilada (BAUTP) segundo o protocolo do Kit de Nick Translation Bioni

Labeling, da Invitrogen®:

Marcacéo da sonda:
1) Pipetar em tubo de InH_ no gelo;
i. 5uL 10x dNTP mix;

. _ puL(1png) DNA;

iii. _ uLagua destilada (g.s.p. 4%

iv. 5uL 10X Enzima Mix,
2) Fechar o tubo e centrifugar rapidamente (spin 15.000g);
3) Incubar a 16°C por duas horas;
4) Adicionar 7,5 L de stop-buffer;

5) Precipitar o DNA com gL de acetato de sodio 3M e 100de etanol
absoluto gelado. Misturar invertendo o tubo, levar a freeZ8°C por duas horas, ou
overnight;

6) Centrifugar a 15.0a9 por dez minutos;

7) Cuidadosamente remover o sobrenadante e secar o pellet;
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8) Ressuspender o pellet embD de agua autoclavada;
9) Repetir 0s passos 5 e 6;

10) Ressuspender em 8 de tampao TE [10mM Tris-HCI(pH 7.5)1mM
EDTA] e armazenar a 20°C. Caso utilize a sonda no mesmo dia, pode adégjoia

destilado no lugar do TE.

Preparacéo das laminas:

1) Pingar 1 a 3 gotas da suspensédo celular sobre uma lamina limpa e

aguecida a 60°C em agua destilada e deixar secar ao ar.

Tratamento com RNAse:

1) Incubar as laminas em 90 de RNAse 0,4% em 2xSSC, por uma hora

em camera Umida a 37°C.

2) Lavar trés vezes em 2xSSC por 5 minutos;

3) Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatura ambiente.
Pos-fixacéo

1) Poés-fixar as laminas em formaldeido 1% em PBS 1x/50mM de cloreto

de magnésio durante 10 minutos, em temperatura ambiente;

2) Lavar as laminas durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatura

ambiente;

3) Desidratar o material em série alcodlica de etanol 70% (agits3b),

e 100%, por 5 minutos cada;

Pré-hibridacéo

1) Desnaturar o DNA das laminas em formamida 70% em 2xSSC por 5

minutos a 70°C;
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2) Desidratar o material em série alcodlica de etanol 70%, 85% e 100%,

por 5 minutos cada;

3) Deixar secar ao ar, enquanto prepara-se a solucao de hibridacao.
3.6.6— solucéo de hibridacao

Adicionar aos 8QuL de sonda marcada:

1) 200pL de formamida pura;

2) 80pL de sulfato dextrano 50% (concentragédo de 10%);

3) 40uL de 20xSSC.
Hibridac&o da sonda

1) Levar a solucédo de hibridac&o ao banho fervente por 10 minutos e levar

ao gelo imediatamente depois;

2) Colocar 4QuL da solugéo de hibridacdo sobre uma laminula e inverter a

[Amina sobre a laminula;

3) Deixar as laminas com o material voltado para baixo em cam#da

a 37°C overnight.

Lavagens

1) Lavar as laminas em 2xSSC a temperatura ambiente por 5 minutos

apenas para tirar a laminula. Escorrer bem as laminas sem deixar secar;
2) Lavar as laminas 2 vezes em 0,1xSSC a 42°C, por 5 minutos cada;
3) Lavar 1vez em 2xSSC a 42C por 5 minutos;

4) Lavar em solucdo de Tween 20/20xSSC durante 5 minutos, a

temperatura.
Deteccéao do sinal

1) d)incubar as laminas em tampéo NFDM por 15 minutos;
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2) Lavar 2 vezes em Tween 20/20xSSC por 5 minutos cada, em

temperatura ambiente;

3) Incubar as laminas com @0 de FITC-avidina, durante 30 minutos em

camara umida e escura, a temperatura ambiente;

4) Lavar 3 vezes Tween 20/20xSSC por 5 minutos cada, em temperatura

ambiente;

5) Incubar com 9QL de anti-avidina (conjugada com biotina) durante 30

minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

6) Repetir o passo 4 (lavagem);

7) Repetir o passo 5 (anti-avidina);

8) Repetir o passo 4 (lavagem);

9) Repetir 0 passo 5 (anti-avidina);

10) Repetir o passo 4 (lavagem);

11) Repetir o passo 3 (FITC);

12) Repetir o0 passo 4 (lavagem);

13) Desidratar em série alcoolica de etanol 70%, 85% e 100%, por 5

minutos cada e secar ao ar.

Montagem das laminas:

As laminas devem ser montadas com 25uL da solucdo de DAPI @oeant

antifade. Alternativamente pode-se utilizar o antifade da marca vector®,

Andlise dos dados

As laminas foram analisadas no laboratério de Biologia Geral da Udages
do Estado de Mato Grosso, no laboratério de Genétiokbdica e Evolutiva da UFV-
CRP e no laboratoério de Sistematica Molecular de Vertebrados da-Wigbsa, em

microscopio Optico acoplado a um sistema de captura digital.



21

Os caridtipos foram montados com auxilio do software image-pro plus 4.5,
especificos para analise de imagem. A morfologia cromossémicafifuddesegundo
Levan et al. (1964), com modificacdes, baseada na razdo entre {RBDS
Metacéntricos (RB=1,00 a 1,70), Submetacéntricos (RB=1,71 a 3,00), Subtelocéntricos
(RB=3,01 a 7,00) e telocentricos (RB a partir de 7,01).
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo utilizar ferramentas da citogenpéca estudar A
asuncionensis na microbacia do Sepotuba. Os espécimes foram coletados gos corre
Sao José e Bocaiuval e no Rio Sepotuba, na regido de Tangara daNbatwaGrosso.

A partir da coloracdo convencional foi possivel observar a ocorréncia de cinco citotipos.
O citétipo A foi encontrado no Rio Sepotuba com numero cromossémico 2n=50,
namero fundamental (NF) igual a 94 e morfologia cromossémica de
14m+10sm+18st+8a. No corrego Séo José, foram encontrados trés citotipos, o citotipo
B com 2n=50, 4m+20sm+14st+12a e NF=88, o citétipo C com 2n=50,
26m+14sm+22st+8a e NF=92, e o citétipo D com 2n=48, 6m+10sm+16st+16a e
NF=80. O citétipo E do corrego Bocaiuval apresentou 2n=50, 6m+10sm+20st+14a e
NF=86. A impregnacdo com nitrato de prata revelou marcacdes singde®gides
teloméricas dos cromossomos submetacéntricos e o bandamento C evidengesu regi
heterocromaticas nas regibes teloméricas, centroméricas e penegitas. Os
resultados evidenciam uma variacao interpopulacional da macroestariotgpica em
Astyanax asuncionensis.

Palavras-chave:Astyanax asuncionensis, Alto Paraguai, citogenética.
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Abstract

This study aimed to use cytogenetic tools to study A asuncienéosn Sepotuba
microbasin. The specimens were collected in Bocaiuval and Sao tfeatn$&and in
Sepotuba River, in Tangarda da Serra-Mato Grosso region. Based on conventional
staining, it was possible to determine the occurrence of fiveypgs. The cytotype A

was detected in Sepotuba River with presented chromosome number 2n=50,
fundamental number (FN) equal to 94 and karyotypic morphology of 14m +10sm +18st
+8a. In Sdo José stream, three cytotypes were observed, the cytotyiie B1=50,
4m+20sm+12st+14a and FN=88, the cytotype C with 2n=50, 6m+14sm+22st+8a and
FN=92, the cytotype D with 2n=48, 6m+10sm+16st +16a and FN=80. The cytotype E
found in Bocaiuval stream presented 2n=50, 6m+10sm+20st+14a and FN=86. The
silver nitrate staining revealed single nucleolus organizer regtoesomeric regions of
submetacentric chromosomes, and C-banding showed heterochromatic sites at
telomeric, centromeric and pericentromeric regions. The results show an
interpopulational variation of the karyotype macrostructure in Astyanax asungsnens

Key words: Astyanax asuncionensis, Alto Paraguai, cytogenetics.
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Introducao

O género Astyanax inclui peixes de pequeno porte de até 200mm, vulgarme
conhecido como lambaris, e comuns nas bacias hidrograficas neotrdiasausti,
1998). As Ultimas revisdes registram cerca de 100 espécies nas caguimentais
brasileiras para o género Astyanax, com a posi¢cao indeterminada @nsedis) dentro
da familia Characidae (Lima et al., 2003; Bertaco e Garutti, 2007).

O género Astyanax revela espécies morfologicamente muito setesligaoom
grande variabilidade cariotipica dentro da mesma bacia, formando um gamperda#
complexo ao nivel taxondmico e citogenético. Este fato fez com que agtores
engquadrassem algumas espécies desse género como um complexo eg, pspeeisse
conceito suportaria essas variacbes. Assim, complexos dentro do gétgaoar
foram determinados para A scabripinnis, A bimaculatus, A. altiparahdascitaus,
A hastatus e outras espécies do género (Moreira-Filho e Bertollo, 199Indesrra
Martins-Santos, 2004; Fernandes e Martins-Santos, 2004; Pazza e Kavalc®a22a7,
et al., 2008; Medrado et al., 2008; Kavalco et al., 2009a). Dessa formatudese
citotaxondmicos no género vem contribuindo de forma substancial no entendimento das
questdes genéticas e evolutivas envolvidas na diferenciacdo cronussfmgrupo
(Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Mizoguchi e Martins-Santos, 1998; Oliveiral.et
2009a).

Estudos citogenéticos para o género Astyanax evidenciam uma digersida
cariotipica de 2n=36 em Astyanax schubarti (Daniel-Silva e Wan@oledo, 2001,
2005) a 2n=50 em Astyanax scabripjms bockmani, A. altiparanae A. fasciatus
(Oliveira et al., 1988; Souza e Moreira-Filho, 1995; Artoni et al., 2006; Ka\etlal.,
2009b; Ferreira-Neto et al.,, 2009) com morfologia cromossbmica e padrdes de

bandamento diversificados.

Os estudos citogenéticos realizados por Troy (2004) para espécie A
asuncionensis na microbacia do rio Cuiaba (bacia do Paraguai) na regido de Chapada do
Guimaraes, de Céceres e de Cuiaba demonstram uma conservacdo da estrutura
cariotipica com numero dipléide 2n=50, sendo a formula cariotipica igual a
14m+18sm+12st + 6ae N F=94. Porém, Oliveira (2009b), em suas revisdes, registra
variacbes no numero cromossémico (2n=48) e na Foérmula Cariotipica para a A

asuncionensis no rio Miranda em Mato Grosso do Sul (Bacia do Paraguai).
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O presente trabalho teve por objetivo caracterizar citogenetitameasuncionensia

fim de entender a diversidade cromossémica encontrada no género.

Material e Métodos

Foram coletados 50 espécimes de A. asuncionensis (13 machos e 37 fémeas) na
microbacia do Rio Sepotuba (rio Sepotuba, cérrego Séo José e corrego Bpamuva
municipio de Tangara da Serra, Mato Grosso (Figura 1). A metodologiadsilpara
obtencdo de cromossomos mitéticos seguiu o protocolo proposto por Bertollo e
colaboradores (1978). As regides organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas
atraves da impregnacao por nitrato de prata, conforme Howell e Black (198&)rdn

de distribuicdo da heterocromatina foi determinado a partir do bandamentai@gdseg

a técnica de Sumner (1972). Os cariotipos foram montados com auxiliowdaresftie

analise de imagem e a morfologia cromoss6mica foi determinada de acordo com a razéo

de bracos (RB) proposta por Levan et(2964).

Figura 1: Area de estudo de A asuncionensis: em preto, bawionica; em vermelho, bacia
do Paraguai Parana; em azul, microbacia do Sepatirbalo vermelho, area de estudo na
regido de Tangara da Serra.
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Resultados

Os resultados mostram a ocorréncia de cinco citétipos em Astyanax
asuncionensis da microbacia do rio Sepotuba (Tabela 1 e Figura 2).
Tabela 1 Resultados obtidos com técnicas citogenéticas aajdic para Astyanax

asuncionenses. T: Telomérica, C: Centromérica,eficéhtromérica, BC: Brago Curto e BL:
Brago Longo.

Ponto de coleta 2n NF C?g(rﬁgosfgglrﬁica RONs Heterocromatine Citétipo
Rio Sepotuba 50 94 14m +10sm+18st+8: 2 T-BL A
corrego Sao José 50 88 4m+20sm+14st+12e 2 T-BC, T-BL B
corrego Sao José 50 92 6m+l4sm+22st+8a 2 C, P-BC, BL C
corrego Sao José 48 80 6m+10sm+16st+l6ec 1 C, T-BC, BL D
corrego Bocaiuval 50 86 6m+10sm+20st+14i 2 - E

Para o Rio Sepotuba foi encontrado o citétipo A com ndmero cromossdmico
2n=50, sendo a férmula cariotipica igual a 14m+10sm+18st+8a e NF =94 (Figura 2A
Para o corrego Sao José foram encontrados 3 citétipos (B, C, D). O cit@jpedgnta
2n=50 (4m+20sm+14st+12a e NF=88), o citétipo C com 2n=50 (6m+14sm+22st+8a e
NF=92) e o citotipo D 2n=48 (6m+10sm+16st+16a e NF=80) (Figura 2B,C,D). Para o
corrego Bucaiuval foi encontrado apenas um citétipo (citotipo E) comrb®n
(6m+10sm+20st+14a e NF=86) (FigiB).

As regides organizadoras de nucléolos (RONSs) reveladas pelo nitratotale pra
mostraram para 0s espécimes dos citétipos B e D, marcacdegidm tesminal do
braco curto em um par de cromossomos submetacéntricos. Para o citdtgyod€des
Ag-RONs terminais no bragco curto em um par de cromossomos submetacéntricos

marcados (Figura 3).

Os resultados encontrados para Banda C mostram padrdes de heterocromatina
para o citotipo A distribuidas nas regifes terminais do brago longo de coonosss
metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricosa @Ay. Para 0s
citotipos B, C e D as regides heterocromaticas se encontram risregntromericas,
pericentroméricas e terminais tanto no bragco longo como no brago curto de
cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura) 4BataD

o Citétipo E ndo foram observados resultados significativos.
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Figura 2: Cariotipos de Astyanax asuncionensis da microbdgi&epotuba: 2A) Cit6tipo A,
Rio Sepotuba; 2B) Citétipo B, Corrego Sdo José; 2@dtipo C, coérrego Sao José; 2D)
Citotipo D, cérrego Sao José; 2E) Citétipo E, carBgcaiuval.
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Figura 3: Ag-RONs em Astyanax asuncionensis: 3A), Citétipo Brrego Sao José; 3B),
Citotipo D, cérrego Sao José; 3C) Citotipo E, cgor8ocaiuval.

Figura 4: Distribuicdo de heterocromatina em Astyanax asumgrieis da microbacia do
Sepotuba: 4A) Citétipo A, Rio Sepotuba; 4B) CitotiB, cérrego S&o Joseé; 4C) Citétipo C,
corrego Sao José; 4D) Citotipo D, cérrego Sao José.
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Discussao e Conclusdes

Os resultados quanto ao numero cromossémico, morfologia cromossdémica e
Numero Fundamental (NF), estdo dentro da variacdo esperada para o gémeraxAst
de 2n=36 a 2n=50 (Oliveira et al., 1988; Oliveira, 2009b). Os citétipos A, BEC e
conservaram 2n=50 corroborando estudos feitos em outros rios brasileiros (Metrtinez
al., 2012). O citétipo D apresentou 2n=48, sendo encontrado, para esta egedas,
por Carvalho et al. (2002) também em um rio sul mato-grossense (BaRaatmai).
Essa diferenca do numero cromossdmico pode ser consequéncia de rearranjos

cromossomicos do tipo fusdo ou fisséo.

Os dados obtidos para os espécimes do citotipo A sdo muito semellentes a
encontrados em outros estudos para o complexo “A. bimaculatu em outras bacias
(Kavalco et al., 2009; Kavalco et al., 2012; Martinez et al., 2012). Porégesdtados
encontrados nos coérregos Sao José e Bocaiuval (Citétipos B, C e E) miveage
morfologia cromossémica e NF, mas mantém seus numeros dipléides constantes
indicando que inversdes pericéntricas podem ter desempenhado um papel impartant

evolucdo cromossomica.

Neste estudo, um sistema de RONs simples foi encontrado em todos os citétipos.
Embora o RON simples esteja dentro dos padrdes ja encontrados para o grujoo (Kava
et al, 2009 Ferreira-Neto et al., 200¥Kavalco et al., 2012; Martinez et al., 2012),
sistema RONs mudltiplas sdo mais comum ao género Astyanax (Dosieigake, 2007;
Vicari et al., 2008; Ferreira-Neto, 2009; Ferreira-Neto et al., 2012). O padt@ndas
heterocromaticas encontrado no presente trabalho corroboram outros estudos para o
complexo “A. bimaculatus (Kavalco et al., 2009 Ferreira-Neto et al., 200&avalcoet
al., 2011, Martinez et al., 2012 ).

Os resultados evidenciam uma variacdo cariotipica interpopulacional e
Astyanax asuncionensis, situacdo comum para o género (Domingues 2004&|.,
Kavalco et al., 2009erreira-Neto et al., 200Kavalco et al., 2011; Perez et al., 2011,
Martinez et al., 2012). A acentuada diversidade encontrada nessesdgralege estar
relacionada com a ampla distribuicdo geogréafica desse grupo de peixes e sua capacidade
de explorar grande variedade de microhabitats, formando pequenas populacdes com
dispersao relativamente restrita, o que facilitaria a fixagdo de remi@omMossOmicos
(Garuttie Britski, 2000).
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo utilizar ferramentas da citogengdieaestudar
populagdes do complexo “Astyanax bimaculattissm trés bacias brasileiras adjacentse
contribuir para entendimento da diversidade genética do grupo. Os espéoram
coletados no rio Meia Ponte (Bacia do Alto Parana), no rio Mutum (Bacia Araguaia), no
corrego Sao José e rio Sepotuba (Bacia do Alto Paraguai). Os estudossénomos
seguiram os protocolos basicos para as principais técnicas citogenAsgpopulacdes
estudadas de Astyanax altiparanae, Astyanax affyrimarginatuse Astyanax
asuncionensis apresentaram numero diploide de 2n=50. N&o foi registrada sistem
cromossOmico sexual entre os espécimes analisados. Os resultadosaéosontr
demonstraram pequenas variacdes cariotipicas entre as populagi€s decias, que
podem estar relacionadas distintas pressfes que estas populacdes sofreram nas suas
histérias evolutivas relacionadas a eventos vicariantes e a gangalos como deriva

geneética e mutacdes.

Palavras-Chave Astyanax altiparanae, Astyanax aff. argyrimarginatus, citogenética.
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Abstract

The present study investigated cytogenetically complex populati&stgahax
bimaculatus" in three Brazilian basins adjacent and contribute to wmbkret the
genetic diversity of the group. The specimens were collected in ¢e Rbnte River
(Upper Parana Basin) in Mutum (Araguaia Basin), in S8o José stream and rive
Sepotuba (Upper Paraguay River Basin).The chromosomal studies followed the basic
protocols for major cytogenetic techniques. The populations studied Astyanax
altiparanae, Astyanax aff. argyrimarginatus and Astyanax asumsisnshowed a
diploid number of 2n = 50. There were no registered sex chromosome systelgm am
the specimens analyzed. The results showed small karyotypic variatioonag
populations of the three basins that may be related to different predisarabese
people suffered in their evolutionary histories related to variation ewsmtsother

bottlenecks such as genetic drift and mutations.

Keywords: Astyanax altiparanae, Astyanax aff. argyrimarginatus, cytogsnet
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Introducao

O conhecimento da ictiofauna neotropical tem experimentado grandes avangos
ao relacionar as analises taxonémicas a novas ferramentas conmga bialecular e
a citogenética. Alguns grupos de peixes apresentam ampla ocdrréaxibacias
hidrogréaficas neotropicais, padrdes biogeograficos complexos e classifioagdta,i
principalmente os grupos de pequeno porte e morfologia semelhante (Maegaéla
2013), apresentando-se como de extrema importancia para o entendimentooevolutiv
dos peixes neotropicais (Albert e Reis, 2011). A familia Characidae por setasma
maiores e mais complexas familias de peixes do mundo, engloba v&ses deupos
probleméaticos que se apresentam com muita controvérsia sobre sua comeasca
inter-relacdes de seus taxons (Nelson, 2006; Buckup, 2007; Mirande, 2010; Javtonillo e
al., 2010; Oliveira et al., 2011; Eschmeyer e Fong, 2013; Mariguela et al., 2013).

Dentro de Characidae o0 género Astyanax € um dos mais abundantes e
diversificados, a sua ampla distribuicdo geografica na regido neotrap@mapanha
uma grande plasticidade genética e fenotigigaosicdo incerta dentro da Familia
Characidae (Garutti e Britski, 2000; Lima et al., 2003; Kavalco e2@l]; Mendes et
al., 2011; Oliveira et al., 2011; Matoso et al., 2013). O género Astyatearrdse um
dos mais complexos desta familia, apresenta nais de 100 esp#itlas (Froese e
Pauly, 2013), formada por espécies muito semelhante taxonomicamente eandms g
variedade cariotipica. Assim algumas espécies foram considecadgsdexos de
espécies, como Astyanax scabripinnis (Moreira-Filho e Bertollo, 1991yarfst
fasciatus (Pazza et al., 2006), A. altiparanae (Fernandes e M&tnsos, 2004), A

hastatus (Kavalco et. al., 200%). eigenmanniorum (Mendes et al., 2011).

A citogenética atualmente € uma ferramenta muito importante geatar a
variabilidade genética e endemismo, bem como para complemeniaioses
filogenéticos (Kavalco et al., 2011; Matoso et al., 2013). Estudo citogestéza o
género Astyanax tém demonstrado uma grande diversidade cariotpicant nimero
de cromossomos variando de 2n = 36 em A. schubarti (Morelli et al., 1983) e
correntinus (Paiz, 2013) a 2n = 50 em A scabripinnis, A altiparanae (Kastaid.,
2011). As regifes organizadoras de nucléolo também variam em ralagéonero e
localizacdo e a heterocromatina esta localizada, preferenciajmease regides
teloméricas, porém podem ocorrer nas regides centromeéricas e pericentroragsioas
como o padrdo de fluorocromos base-especifico EMAISH com sondas rDNA 18S e
5S (Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Porto et al., 1992; Maistro et al., 2000yiNerset
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al., 2000; Matoso et al., 2002; Centofante, 2003; Fernandes e Martins-Santos, 2004;
Troy, 2004; Domingues, 2005; Abel et al., 2006; Artoni et al., 2006; Fernades e
Martins-Santos, 2006; Pazza et al., 2006; Santos e Morelli, 2006; Kavaltp2§09a;
Kavalco et al., 2011; Kavalco et al., 2013; Paiz, 2013).

O complexo “Astyanax bimaculatd’sé formado por um grupo que compreende
cerca 22 espécies, todas elas caracterizados por uma mancha tavabpnerizontal
regido umeral, duas barras verticais marrons na regido umerah enancha preta no
pedunculo caudal prorrogado até a extremidade mediana dos raios da nadaddira cauda
(Garutti e Britski, 2000; Garutti e Langeani, 2009). No entanto, a sobrapodse
alguns caracteres taxondmicos gera duvidas sobre a validade dpétasse@deres et
al., 2012). Se por um lado essas variacfes dificultam inferéncias precizasa
evolucdo do grupo (Kavalco e Pazza, 2007), por outro, aumentam a importancia de
estudos mais especificos para este género e seus complexos (MtreieBertollo,
1991; Mizoguchi e Martins-Santos, 1998).

As espécies do complexo "Astyanax bimaculatus”, apresentam citGopos
2n=50, caracterizado por um par de cromossomos metacéntricos considerados
simplesiomorfico. Padrdo multiplo de impregnacdo por nitrato de prata. Outra
caracteristica comum neste género refere-se a ocorréncia de on(gfipds de rDNA
18S, confirmado por fluorocromos base-especifica (Ferreira-Neto et al.,2009;Kavalc
et al., 2009b; Mendes et al., 2011; Pacheco et al., 2011; Kavalco et al.P2dd et
al., 2012). O padrdo simples para rDNA 5S apresenta-se como uma céEcteris
derivada (Kavalco et al., 2009b; Kavalco et al., 2011; Paiz, 2013). As regides
heterocromaticas apresentam-se distribuidas de forma bastanta eanadntradas nas
regides pericentroméricas (Troy, 2004; Pacheco et al. 2011; Ferreira-Neto26109;
Kavalco et al., 2009b; Kavalco et al., 2011; Mendes et al., 2011; Gaingio, 2012;
Peres et al., 2012, Paiz, 2013).

Os estudos citogenéticos para espécies do complexo “Astyanax bimaculatid’s
sdo0 muito interessantes, pois apresenta grande diversidade de citGdiptemgtica
indefinida (Oliveira et al., 2009a; Martinez et al., 2012). Estudar pomdadéste
grupo em diferentes bacias é extremamente importante para complemaniiliar o
entendimento dos padrbes de diversificagcdo da ictiofauna neotropical. daevalc
Moreira-Filho (2003) sugeriram que a diferenciacdo para o0 grupo poderia estar

relacionada a processos de diversificagcdo local. Albert et al., (2011ja gpaunca
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participacdo desse tipo de processo para diversificacdo em peixes paisrdpe
acordo as consideracdes de Albert et &011), provavelmente a disparidade
cariotipica do grupo estd intimamente relacionada ao padrdo biogeografico e
geomorfolégico dos rios sul-americanos, onde espécies puderam acumular diferenca
em escala continental e sobre prazos geologicos relativamente. |Bogasitro lado as
diferencas especificas na macroestrutura cariotipica, que fortale@mmp®@ como
polifilético estdo relacionados a outras taxas de diversificacdoioreda a questbes
ecologicas, fisiolégicas e comportamentais oferecidas pelarihista paisagem,

estando relacionada a radiacdes recentes.

Tudo isso faz com que as espécies do género Astyanax sejam unmtexcele

modelo para estudos biogeograficos e evolutivos (Calcagnotto et al., 2005).

Nesse contexto o presente trabalho tem por objetivo estudar populacbes do
complexo “Astyanax bimaculatlissm trés bacias adjacentes brasileiras e contribuir para

entendimento da diversidade genética do grupo.

Material e Métodos

Foram coletados 10 espécimes de Astyanax altiparanae (Figurg8 achos
e 7 fémeas) no rio Meia Ponte (Bacia do Parana), no municipio dedde@O, 17
espécimes de Atyanax argyrimarginatus (Figura 1B), (5 machosf@mEas), no rio
Mutum (Bacia Araguaia), no Municipio de Redencdo-PA e 80 espécimes de
asuncionensis (Figura 1C) no corrego Sao José (7 machos e 12 fémeas) rfotados
capitulo 1 como citétipo B) e rio Sepotuba (18 machos e 43 fémeas) (Bacia
Paraguai) no municipio de Tangara da Serra (Figura 02). A metodologiadatitiasa
obtencdo de cromossomos mitoticos seguiu o protocolo de Bertollo (1978) e Moreira-
Filho e Bertollo (1990). Para coloragédo com nitrato de prata fazadii o protocolo de
Howell e Black, (1980) e Bandamento C método descrito por Sumner (1972) ambos
com modificacbes. A dupla coloracdo com fluorocromos base-especificos
(Cromomicina A (CMAgz) ¢ 4’,-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI)) segundo Verma e
Babu (1995) com modificacbes feita por Fernandes (2004) e para hibridagcéo
fluorescente in sity FISH (Pinkel et al., 1986) com alteracdes de &aral., (2006).
Os caridtipos foram montados com auxilio de softwares de analise denmma a

morfologia cromossdmica foi definida segundo Levan €t1864).
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Figura 1. Espécies de peixes do complexo
“Astyanax bimacwuts’. A altiparanae (A);

Atyanax aff. argyrimarginatus (B); A
asuncionensis (C).

Figura 2: Area de estudo do complexotstyanax bimaculatus" em trés bacias adjacentes.
Populacdo de Astyanax altiparanae, rio Meia PoB@&ci@ do Parana), no municipio de
Aloandia-GO (1); populagdo de A aff. argyrimardus rio Mutum (Bacia Araguaia), no
Municipio de Redencdo-PA2); populacdo de A asuncionensis, rio Sepotuba (Beoia
Paraguai) no municipio de Tangara da Serra (3)ulpg@o de A asuncionensis, corrego S&o
José (Bacia do Paraguai) no municipio de Tanga&eda (4).
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Resultados

Astyanax aff. argyrimarginatus

O numero cromossdémico de A. afargyrimarginatus, 2n=50, férmula
cariotipica 6m+14sm+16st+4a, NF=84. A impregnacdo com Nitrato de Prakaureve
padrao deRONssimples, localizadas em posi¢cao terminal no brago curto de udepar
cromossomos submetacéntricos (Figura 3B). Os resultados com o fluorocromo base-
especifico CMAmarcou o mesmo par de cromossomos submetacéntricos revelado pela
impregnacdo com nitrato de prata (Figura 4A). O bandamento C evidencias bloc
heterocromaticos pericentromérica em alguns cromossomos (Figura 5B). A ag#&aliz
in situ fluorescente revelou marcacdes simples para a sonda rDNAMg®sicao
telomérica (Figura 6B), assim corR®ONse CMAg.

Astyanax altiparanae

O numero diploide verificado para A altiparanae foi de 2n=50, com férmula
cariotipica 4m+14sm+24st+4a e Numero Fundamental (NF) igual a 84. Foram
observados sistema 8®Nssimples, localizadas em posi¢ao terminal no braco curto de
um par de cromossomos submetacéntricos (Figura 3A). O bandamento C mostrou
heterocromatina pericentromérica em alguns cromossomos (Figura 5A). diZaitdio
in situ fluorescente revelou marcacdes simples para a sonda rDNAMg®sicao

telomérica (Figura 6A).

Astyanax asuncionensis

Nas populagbes de A. asuncionensis do Alto Paraguai foram encontrados dois
citotipos diferentes, um para populagdes do rio Sepotuba (citétipo A) e 0 outro para
populacbes do Corrego S&o José (citotipo B). Para ambos os citétipogisoad®
namero dipldide 2n=50. O citétipo A apresentou formula -cariotipica
14m+10sm+18st+8a (Figura 3C) e NF=92. O cit6tipo B apresentou formula cariotipica,
4m+20sm+14st+12a (Figura 3D), NF= 88. Os resultados com Ag-RONs evidenciou
padrao deRONssimples, localizadas em posicao terminal no brago curto de udepar
cromossomos submetacéntricos para ambos os citétipos (Figura 3C e @igrakao
com fluorocromo base-especifico CMAnarcou o0 mesmo par de cromossomos
portadores das regides organizadoras de nucléBIOsl§ para o citétipo A (Figura
4B), no entanto o Citotipo B revelou outras regides ricas em GC alémateadas
pela AgRONs (Figura 4C). O bandamento C mostrou blocos heterocrométicos na

regido pericentromeérica em alguns cromossomos nos dois citétipos (B@eraD). A
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hibridizacdo in situ revelou marcacdes simples para a sonda rDNAnb$osicao
pericentromérica de um par de cromossomos submetacéntricos em arabpsscit
(Figura 6 E, F). A sonda rDNA 18S revelou marcacdes simples, em ptemderica
para ambas as populacdes (Figuta b).

N&o foi verificado sistema cromossoémico sexual em nenhuma das populacdes

estudadas.
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Figura 3. Cariftipos de Astyanax altiparanae, rio Meia Ponfd; (Astyanax aff.
argyrimarginatus rio Mutum (B); Astyanax asunciongngio Sepotuba (C), Astyanax
asuncionensis corrego Sao José (D). Em destaqoeoomssomos portadores d&@ONs ao
lado de seus respectivos cariotipos.

Figura 4. Metafases coradas com CMAA) A. aff. argyrimarginatus, rio Mutum; (B) A
asuncionensis, rio Sepotuba; (C) A asuncioneo8isego Sao Joseé.



Figura 5: Metafase de Banda C-DAPI. (A) Astyanax altiparanae, Meia Ponte; (B)
Astyanax aff. argyrimarginatus, rio Mutum; (C) Agtgex asuncionensis, rio Sepotuba, (D)
Astyanax asuncionensisorrego Sao Joseé.

Figura 6: Metafase de (A) Astyanax altiparanae, rio Meia PorB); Astyanax aff.
argyrimarginatus, rio Mutum; (C, E) Astyanax asuneiasis, rio Sepotuba, (D, F) Astyanax
asuncionensis corrego Sao José. FISH com sondaNd& £8S (A, B, C, D) e DNA5S (E, F).
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Discussao

O presente trabalho encontrou nimero cromossémico conservado (2n=50) para
as quatro populagdes do complexo “Astyanax bimaculatds nas trés bacias
hidrogréficas, corroborando outros estudos, no entanto, foram observadas diferengas nas
férmulas cromossdmicas entre as populacdes estudadas no presente tralgakzo8)(F
e estudos realizados por outros auteresliferentes bacias (Peres et al., 2008, Ferreira
neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011; Kavalco et al., 2011; Kavaldg 2OX3:
Tenorio et al., 2013). A conservacdo do numero dipléide para o género Asganax
considerada como uma caracteristica simplesiomorfica de Chargemzza e Kavalco,
2007; Kavalco et al., 2011; Paiz, 2013).

Outra caracteristica basal compartilhada entre as popula¢cdesdastudsste
trabalho e em outras do grupo € a presenca caracteristica do primeiretgo=éntnico
grande, essa caracteristica também € comum na maioria dae®sige€haracidae
(Kavalco et al., 2009; Da Silva et al., 2012; Paiz, 2013). A morfologia ceimosa se
encontra dentro do esperado com concentragcdo de cromossomos bi-bracade@t (Peres
al., 2008, Ferreira neto et al., 2009; Pacheco et al., 2011; Kavalco2&14t. Kavalco
et al., 2013). As varia¢des na formula cariotipica e no niumero fundamertatrado
no presente estudo e em outros estudos, estao relacionadas a eventesifieadi&o
cariotipica do tipo inversdes pericéntricas, como principal rearranjolvedy na
evolucdo cariotipica deste grupo (Kavalco e Moreira-Filho, 2003; Domingjuas,

2007; Hoffmann e Rieseberg, 2008).

O numero de sitios argentofilicos para o género Astyanax é basasidtee!,
mas o padrao geral é considerado multiplo (Ferro et al., 2001; Kavalco ieaMVelieo,

2003). O padrédo de RONSs simples encontrado para as populacfes estudadas corrobora
outros estudos para o complexo “A. bimaculatud nas bacias do Alto Parana, Alto
Paraguai, Baixo Parana e Alto Sdo Francisco (Troy, 2004; Ferreira-Nako 2009;

Giongo et al., 2012; Kavalco et al., 2011; Pacheco et al., 2011; Paies2€12; Paiz,

2013) e pode ser considerado uma caracteristica derivada (Kavalc®2@1a).,Hsu et

al. (1975) consideram que padradoRIeNs simples € uma condi¢cdo primitiva, porém
Milhomem et al. (2013) ao estudar Gymnotidae, consideram que nao € possival assum
caractere derivado ou primitivo quanto ao nhiumerdr@&ls pois a composicao desta
condicdo pode ser muito divergente entre espécies no que diz respeitem eri
composicdo dos sitios. Almeida-Toledo et al., (1996) afirmam que a medineirande

comparar a posicado deONsativas € associar ARONse FISH 18S.



43

O padréo da Banda C é bastante variavel para o género Astyanaxdodasos
de polimorfismo intra-populacdo (Mantovani et al., 2000), mas a distribuicdo
pericentromérica € considerada basal em peixes (Medrado et al., 202 po
polimorfismos heterocromaticos sdo relativamente comuns em peixesde es
correlacionados com diferenciagcdo populacional e especiacdo (Kantdk 2009;
Bellafronte et al., 2011;). As populacbes estudadas apresentam, no geral, blocos
heterocromaticos na regido centromérica e pericentromérica, situag@oncpara
diferentes espécies insertae sedis (Mendes et al., 2Ght) o complexo “Astyanax
bimaculatus (Troy, 2004; Ferreira-Neto et al., 2009; Giongo et al., 2012; Kavalco et
al., 2011; Pacheco et al., 2011; Peres et al., 2012; Paiz, 2013). As pequegéeya
encontradas na distribuicdo dos blocos heterocrométicos e a variagdo no Numero
Fundamental, entre as populagdes do complexo “Astyanax bimaculatiisdo presente
estudo, pode estar relacionada a hipétese de que esta variac@ioaésifiot esta ligada
a amplificacdo da sequéncia de heterocromatina relatada por Fhletorat al. (2009)
em Astyanax altiparane e sim associada a mudancas do Numero Fundapoenta
inversdes pericéntricas.

Os resultados com o fluorocromos base-especifico £Mdévelaram
correspondéncia entre os sitios de RONs e ¢piha as populacdes estudadas, essa
relacdo positiva entre estes sitios € comumente observadaiamespécies de peixes
(Tendrio et al., 2013). Esta correspondéncia também é encontrada para o género
Astyanax bem como para o complexo “Astyanax bimaculatis(Kavalco e Moreira-

Filho, 2003; Troy, 2004; Fernandes e Santos, 2004; Kavalco et al., 2009; Mealgs et
2011; Pacheco et al., 2011; Martinez et al., 2012). O fato da populacao do &foego
José ter apresentado um maior nimero de cromossomos marcados cop@idA
estar relacionado ao fato desse fluorocromo também marcar sitiosvo&ada RONs
associadas a regifes heterocromaticas (Amemiya e Gold, 1986; Alfcdédk et al.,
1996).

Os resultados com FISH rDNA 5S para as populacdes estudadas no presente
trabalho, evidenciaram um par de cromossomos com sitios de rDNA 5Si&a reg
intersticial. Porém para Characiformes, incluindo espécies do gérigam#s o padrao
esperado é dois pares de cromossomos marcados rDNA 5S (Martins eJGaRA0O1;
Mantovani et al., 2005; Pazza et al., 2006; Kavalco et al., 2009). Kestadd., (2011)
também encontraram resultados semelhantes ao do presente traballeveeattag

estabilidade desses sitios e essa caracteristica seria uma apomadigrdpnt
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Os resultados para FISH rDNA 18S reel para todas as populacdes
estudadas, um par de cromossomos marcados e corrobora outros estudos realizados em
outras espécies do género Astyari@xy como para o complexo “A. bimaculatus”. AS
marcacfes encontradas coincidem com as de L£&lAitrato de prata (Pazza et al.,
2006; Kavalco et al., 2011; Pacheco et al., 2011; Peres et al., 2012). O padido mul
esperado para sitios de rDNA 18S, pode ndo ocorrer devido ao seu tamanho reduzido
(Kavalco e Moreira-Filho, 2003). Pacheco et al. (2011) e Ferreira-Neto e0&P) (2
encontraram diferencas no numero de sitio de rDNA 18S em populactescas i
A. altiparanae, os autores sugerem que as pequenas variacdes aasiestio ligados
asrestrices sobre o fluxo génico fixando as diferencgas entre as populagées (Ferro et al.,
2001).

Embora os resultados encontrados demonstrem pequenas varia¢des cariotipicas
entre as populacdes das trés bacias estas diferencas podem estar relaciorsdidéassas di
pressbes que estas populacdes sofreram na suas histérias evolutivasadzaca
eventos vicariantes e a outros gargalos como deriva genética gddesu(svolf, et al.,

2010; Nosil e Feder, 2012; Pereira et al.,, 2012; Balen et al., 2013). Por outro lado
encontrou-se um grande numero caracteres derivados compartilhados em @lacdo a
género entre as populagdes estudadas, como numero de sROSISIECMA;. rDNA

18S e 5S (Pazza et al., 2008; Kavalco et al., 2013; Tendrio et al., 20d8)kitHacao

pode estar ligada ao principal tipo de rearranjo cariotipico envolvidoferardiiacao
dessas populacbes, as inversdes cromossbmicas, que sao fundamentais para
isolamento reprodutivo de populacdes e para a especiacao (Kirkpatricloe, RaAe;
Hoffmann e Rieseberg, 2008). A fixacdo desses caracteres derivados podwider oc
rapidamente por especiacao alopatrica (Lovejoy e Araudjo, 2000; Near e Bernard, 2004).

Albert et al. (2011) consideram o padrédo biogeografico e geomorfolégico dos
rios sul-americanos como principal fator de diversificacdo dos peixgspieais, onde
espécies acumulam diferengcas em escala continental eorggn tempo geoldgico.
Kavalco e Moreira-Filho (2003) sugeriram que a diferenciacdo para Astystaria
vinculado a processos de diversificagdo local. Nesse sentido, as@ifesspecificas
na macroestrutura cariotipica encontradas que fortalecem o grupo comigtipolifi
estariam relacionados a outras taxa de diversificacao, vinculapesies ecoldgicas,
fisiologicas e comportamentais oferecidas pela histéria da paisagstando mais
relacionada a processos de radiacfes recentes (Hubert et al., 2007)eAlgiorcaia

hipétese de formagao de agregados populacionais do complexo “Astyanax bimaculatuis
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(Garutti e Britski, 2000; Kavalco e Moreira-Filho, 2003; Kavalco et al., 20&hprio
et al., 2013).

Referéncias Biobliograficas

As bibliografias utilizadas encontram-se no final do trabalho
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo evidencia grande variedade cariotipica paranafstya
asuncionensis na a bacia do Alto Paraguai em relacdo a nimero crornospawiiao
de Ag- RONs e bandamento C em populacdes simpatricas e alopatricas. Além da
ocorréncia de um citétiopo com 2n=48, condigdo incomum para espécies do complexo
“A. bimaculatus”, em simpatria com mais dois citotipos com 2n=50, e ndo houve a

ocorréncia de hibridos entres os trés citotipos.

Este trabalho também inclui a primeira caracterizacdo cromoss@midstyanax
aff. argyrimarginatus para o Médio curso do Rio Araguaia, e um novo estudo
cromossOémico para A altiparanae no rio Meia Ponte, visto que a Unicac@les

cariotipica para esta espécie na bacia data de 1975.

Os estudos apresenta grande estabilidade cariotipica para as (@epuths
“Astyanax bimaculatlisnas trés bacias estudadas, revelando que o grupo partilha
caracteres na macroestrutura cariotipica que podem ser considerados apomérficos, como
osresultados de FISH rDNA 18S e 5S.
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