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RESUMO

Os processos geomorfoldgicos que ocorrem na formacdo dos ambientes afetam a historia
evolutiva das espécies, 0 que no caso das espécies de peixes dulcicolas é ainda mais efetivo,
podendo remeter a ligacdo ou separacdo das bacias hidrograficas no passado. Uma vez que tais
processos afetam a distribuicdo, abundéncia e diversificacdo dos peixes nestas regioes
geograficas. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi inferir a diversidade e
variabilidade de Astyanax bifasciatus ao longo da bacia hidrografica do rio Iguagu. Para isto,
foram utilizadas analises morfométricas relacionadas ao tamanho do corpo e da cabeca dos
individuos do alto, médio e baixo rio Iguagu. Além de andlises citogenéticas, incluindo a
coloracdo convencional com Giemsa, a localizacdo das regides organizadoras de nucléolo por
impregnacdo com nitrato de prata (Ag-RONSs), a detecgéo da heterocromatina constitutiva pelo
bandamento C, e a hibridizacao in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S e 18S, do gene
DNAsn U2 e de sequéncias de DNA telomérico. Os resultados das analises morfologicas
indicaram significativa diferenciacdo entre as populac6es de A. bifasciatus das trés regides da
bacia do rio Iguacu, sendo a localizacdo das nadadeiras o carater mais variavel. A citogenética
revelou mesmo numero diploide de cromossomos (50) para as populacdes do médio e alto rio
Iguacu, assim como mesmo numero fundamental (86) e férmula cariotipica
(6m+24sm+6st+14a). Ja a populacdo do baixo rio Iguacu teve numero diploide de 48
cromossomos, NF=82 e FC=6a+22sm+6st+14a. As Ag-RONs foram multiplas para a
populacdo do médio Iguacu e simples para as do alto e baixo Iguacu, com sua localizacdo em
sua maioria coincidente com o DNAr 18S. O bandamento C demonstrou marcacgoes
centroméricas e pericentroméricas para as trés populac@es, assim como marcacdes teloméricas
heterogéneas entre elas. As marcagdes de 5S e 18S foram variaveis, com marcacfes de 5S
coincidindo a sitios heterocrométicos em todas as populac@es. Os sitios de DNAsn U2 foram
variaveis entre as populacGes, com sua localizagdo em um par cromossémico na populacéo do
médio Iguacu e em apenas um homdlogo nas demais. O mapeamento do DNA telomérico na
populacdo do baixo rio Iguacu, revelou marcacGes na regido telomérica da maioria dos
cromossomos, bem como, na regido centromérica de um par cromossémico. Portanto, estes
diferentes niveis de analise demonstraram grande diferenciacdo entre as populacbes de A.
bifasciatus do alto, médio e baixo rio Iguacu, provavelmente em decorréncia de eventos
tectdnicos ocorridos na regido.

Palavras chave: Geomorfologia, Analises Integrativas, Evolucao.



ABSTRACT

The geomorphological processes that occur in the formation of environments affect the
evolutionary history of the species, which in the case of freshwater is even more effective, and
can refer to the connection or separation of the hydrographic basins in the past. Since these
processes affect the distribution, abundance and diversification of fish in these geographical
regions. In this regard, the objective of the present work was to infer the diversity and variability
of Astyanax bifasciatus along the Iguagu river basin. For this, was used morphometric analyzes
related to the body and head size of the individuals of the upper, middle and lower regions of
the lIguagu river basin. And cytogenetic analyzes, including conventional staining with Giemsa,
localization of nucleolar organizer regions by impregnation with silver nitrate, detection of
constitutive heterochromatin by C-banding method and fluorescent in situ hybridization using
rDNA probes 5S and 18S, snDNA U2 gene and telomeric DNA sequences. The results of the
morphological analyzes indicated a significant differentiation between the populations of A.
bifasciatus of the three regions of the Iguacu river basin, the location of the flippers being the
most variable character. The cytogenetics revealed the same diploid number of chromosomes
(50) for the populations of the middle and upper regions of the Iguacu river, as well as the same
fundamental number (86) and karyotype formula (6m+24sm+6st+14a). Already the population
of the lower region of the Iguacu river had a diploid number of 48 chromosomes, NF=82 and
FC=6a+22sm+6st+14a. The Ag-NORs were multiple for the medium population of the Iguacu
river, and simple for those upper and lower populations of the Iguacu river, with their locations
coincident with 18S rDNA. The C-banding demonstrated centromeric and pericentromeric
markers for the three populations of the Iguacu river, as well as heterogeneous telomeric
markers between them. The 5S and 18S markers were variable for the populations of the Iguacu
river, with 5S markers coincident with heterochromatic sites in all populations. The U2 SnDNA
sites were variable between the populations, with their location in one chromosomal pair in the
population of the middle region of the Iguacu river and only one homologous in the other
populations. The mapping of telomeric DNA in the lower population of the Iguacu river
revealed markers in the telomeric region of the most of chromosomes, as well as in the
centromeric region of a chromosomal pair. These different levels of analysis showed a great
differentiation between the populations of A. bifasciatus of the medium and lower regions of
the Iguacu river, probably arising to tectonic events that occurred in the region.

Keywords: Geomorphology, Integrative Analysis, Evolution.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CARACTERIZACAO DA BACIA HIDROGRAFICA DO RIO IGUACU

1.1.1 Aspectos Gerais

O rio Iguacu recebeu este nome devido aos indios Kaigangue e Guarani e tem como
significado “4gua grande” ou “muita 4gua” na lingua nativa destes indios (PARANA, 2010). A
bacia do rio Iguacu localiza-se na regido sul do Brasil, ao sul do estado do Parana e norte de
Santa Catarina, com uma area que se estende por 72.000 km? na regido sudeste da América do
Sul, abrangendo além das &reas do sul do Brasil, regides do nordeste da Argentina (PARANA,
2010). A maior parte da bacia esta em territdrio paranaense: 2.257 Km e 330 m (MAACK,
1981) e situa-se entre as latitudes 25°05°S e 26°45’S e longitudes 48°57°W e 54°50°W,
possuindo uma area de drenagem de 69.373 Kmz2,

As nascentes do rio Iguacu surgem da porcéao oeste da serra do Mar, com altitude em
torno de 1.200 m na sua cabeceira, em seguida o rio Iguacu entra no primeiro planalto, com
altitudes variando entre 800 e 1000 m (SILVA; LERMEN; NERY, 2001). A passagem do rio
para 0 segundo planalto ocorre no limite da escarpa Devoniana (SILVA; LERMEN; NERY,
2001). Enquanto que sua entrada no terceiro planalto ocorre junto & escarpa Tridssico-Jurassica
(SOUZA, 2004). As aguas da bacia do rio Iguacu sdo despejadas no rio Parand, caracterizando
o limite oeste da bacia, do terceiro planalto e do estado do Parand, com altitude de
aproximadamente 80 m na sua foz (SILVA; LERMEN; NERY, 2001).

De acordo com Parana (2009) em todo percurso, que se inicia na regido metropolitana
de Curitiba, o rio Iguacgu percorre cerca de 1.300 Km até sua foz no rio Parana, no municipio
de Foz do Iguagu. Ao longo da sua extensdo o rio Iguagu recebe uma quantidade consideravel
de afluentes, sendo 61 rios na margem direita e 42 rios na margem esquerda (GONCALVES,
2007), os quais possuem grande relevancia do ponto de vista evolutivo, aléem de serem muito
complexos do ponto de vista da biologia da conservacéo (VIRTULE; ABILHOA, 2009).

A bacia hidrogréafica do Iguagu abrange uma area total, dentro do estado do Parand, de
cerca de 28% da area do estado, que comporta uma populacdo de 4.405.882 habitantes, em
torno de 43% da populagdo paranaense (PARANA, 2010). Dentre a populacio que se distribui
no entorno da bacia do Iguagu, cerca de 2,5 milhdes vivem na area metropolitana, sendo a
grande maioria da area da bacia ocupada com a classe de uso misto (SILVA; LERMEN; NERY,

2001). Aparecendo areas de agricultura intensiva na regido de Guarapuava, seguindo no sentido
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sudoeste, até a divisa com Santa Catarina e havendo uma concentragdo de cobertura florestal
na regido do médio e baixo Iguagu, enquanto que no alto Iguagu, as &reas sdo tomadas
predominantemente pelo uso urbano com intensa atividade industrial (SILVA; LERMEN;
NERY, 2001).

O indice de atendimento para abastecimento publico de 4gua da bacia do rio Iguagu é
de 98%, ja o indice de atendimento de coleta de efluentes domésticos fica em torno de 51%
(PARANA, 2010). Nos dominios do baixo Iguacu, em usos rurais, ha um grande potencial de
contaminacdo agricola e a regido caracteriza-se por ser um nucleo com alto volume de
agrotoxicos comercializados, em contrapartida, nos usos urbanos ha um déficit na infraestrutura
de esgotos e drenagem (SOUZA, 2004). A regido do alto Iguagu, em usos rurais, apresenta-se
como um nucleo com alto volume de agrotdxicos comercializados e na sua por¢édo urbana, o
revés esta na concentracio de industrias com alto potencial contaminante (PARANA 2010). A
area do meédio Iguacu apresenta potencial contaminante na baixa infraestrutura de esgotos e
drenagem (PARANA, 2010).

Com relacdo a preservacao da mata ciliar ao longo da bacia, pode-se destacar que a
regido a oeste estd composta pela floresta Estacional Semidecidual, embora sua cobertura
original seja composta por floresta de Araucéaria ou Ombroéfila Mista em suas variagOes
Montana, Submontana e Alto-Montana, ocorrendo ainda vegetagcdes de varzea e campos
dispersos nos trés planaltos (PARANA, 2010). A bacia hidrografica abriga também uma grande
quantidade de Unidades de Conservacao, dentre elas estdo: o Parque Estadual do Rio Guarani,
em Trés Barras, e 0 de Palmas, em Palmas. Areas de interesse ecolégico como a Reserva
Florestal do Pinhdo, no municipio de Pinhdo e a Floresta Estadual do Passa Dois, na Lapa;
(PARANA, 2010). Além de éreas de prote¢io ambiental estaduais (APA’s) como a da Serra da
Esperanca e a da Escarpa Devoniana (PARANA, 2010).

1.1.2 Aspectos Historicos

O processo geomorfologico de formagdo da bacia do rio Iguacu remete ao final do
Cretaceo e ao Terciario, momento em que a borda leste do Brasil passou a subir em razéo dos
movimentos tectdnicos sucessionais, provocados pela ruptura da Gondwana e
consequentemente a formagéo dos continentes e do Oceano Atlantico (MINEROPAR, 2017).
Jaaevolucdo da Cordilheira dos Andes, fez com que os rios da bacia tivessem seu curso voltado
para o interior do continente (MINEROPAR, 2017). A formacéo da bacia também esta ligada

a movimentos verticais escalonados, responsaveis pelo soerguimento da Serra do Mar e a
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origem dos trés planaltos Paranaenses (DOMINGUES, 2005). No primeiro planalto, proximo
das nascentes do rio, existem largos vales elaborados por entre paisagens suavemente onduladas
(MAACK, 1981). Ja na passagem do primeiro para o segundo planalto, bem como desse para
o0 terceiro, se observam vales de rupturas que indicam linhas de rejuvenescimento fluvial
(MAACK, 1981).

A influéncia da atividade tectonica sobre a bacia do rio Iguacu pode ser evidenciada
por uma série de caracteristicas, como afirma Salamuni (1998). Tal autor ao analisar as sub-
bacias formadoras do rio lguacu detectou a presenca de vales e drenagens medianamente
assimétricos, além de padrdes de drenagem subparalelos, o que indica a presenca de
morfoestruturas que subparalelizam formas superficiais. Ainda, Salamuni (1998) destaca
mudancas no grau de meandramento na bacia, devido a falhamentos tectonicos que favoreceram
o0 barramento do rio, bem como alteragfes no direcionamento do canal da bacia na regido de
Curitiba.

Segundo Maack (1981) o rio Iguagu € um rio antecedente, ou seja, € o rio que entalha
as superficies rapidamente, contrabalancando os efeitos dos levantamentos tectonicos, sendo,
contemporaneo ao episédio tectdnico. Além disso, € um rio consequente (SUGUIO;
BIGARELLA, 1979), determinado pelo declive da paisagem, coincidindo, em grosso modo,
com o mergulho das camadas geoldgicas. Os rios nessa formacao estdo fortemente encaixados,
ocupando areas de fraqueza das rochas efusivas, constituidas pela intensa fragmentacao destas
rochas e pela sequéncia e disjuncdo dos derrames de basalto (JUSTUS, 1990). Tais
caracteristicas podem ser observadas nos segmentos retilineos dos rios, cotovelos e pelos
lajeados, corredeiras, saltos, quedas e ilhas rochosas (JUSTUS, 1990).

Outro evento geoldgico importante ocorrido durante a historia biogeografica da bacia
hidrografica do rio Iguacu foi a formacdo das cataratas do lguacu, no periodo Terciario
(MINEROPAR, 2001). Tal evento ocorreu da seguinte forma: entre 65 e 2 milhdes de anos
atrés, na bacia do rio Parana, os movimentos tectonicos provocaram o afundamento da parte
sudoeste e o0 levantamento da parte leste, direcionando e aprofundando os sistemas de drenagem
(MINEROPAR, 2001). A forca erosiva mais intensa no rio Parana do que em seus afluentes
entalhou seu canal profundamente, contribuindo para a queda na foz de cada afluente
(MINEROPAR, 2017). Ainda, os derrames de basalto ocorridos durante o Cretaceo séo os
responsaveis pela forma de degraus que as cataratas apresentam, sendo registrados trés
derrames na regido de Foz do Iguacu (MINEROPAR, 2017).

A formacdo das cataratas do Iguacu e a compartimentalizacdo geoldgica da bacia, séo

responsaveis pela ictiofauna peculiar observada na mesma (SAMPAIO, 1988). Pois segundo
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Abilhoa e Duboc (2004), as observacbes geomorfoldgicas e paleoclimaticas existentes indicam
que a ictiofauna da bacia do rio Iguagu passou por processos Unicos que levaram ao seu
aparecimento e riqueza. Assim, esta é caracterizada por um elevado grau de endemismo e pela
auséncia de peixes migradores mais comuns na bacia do rio Parana (SAMPAIO,1988). O
nimero de espécies presentes na bacia é pequeno (JULIO, Jr; BONECKER; AGOSTINHO
1997), sdo aproximadamente 84, muitas delas exdticas (INGENITO; DUBOC; ABILHOA,
2004). Dentre as espécies nativas, aproximadamente 70% sdo endémicas e destas endémicas
30% correm risco de extingdo (BAUMGARTNER, et al.,2012). A distribuicdo longitudinal da
ictiofauna ao longo da bacia ndo é uniforme, pois algumas espécies sdo encontradas apenas em
regides de maior altitude, préximas das cabeceiras desse sistema, enquanto outras sdo
exclusivas das regifes do curso médio e baixo (ABILHOA et. al., 2011). Neste sentido, o
numero de espécies de peixes nas cabeceiras do rio lguacu € menor comparada ao restante da
bacia, o que é corroborado por Brown e Mathews (1995), segundo os quais a diversidade tende
a diminuir em direcdo as cabeceiras dos rios, sugerindo a existéncia de relagdo entre a dimensao

do hébitat e diversidade especifica.

1.2 QUEM SAO OS Astyanax?

A regido Neotropical apresenta uma ictiofauna muito diversa (VARI; MALABARBA,
1998). Dentre as ordens de peixes encontradas na regido Neotropical destacam-se: Siluriformes,
Characiformes, Ciclideos, Cyprinotiformes e Gymnotiformes (REIS; KULLANDER,;
FERRARIS, 2003). A ordem Characiformes apresenta pelo menos 2.109 espécies recentes
vélidas (ESCHMEYER; FONG, 2016) e abrange animais com morfologia e tamanho variados,
gue habitam ambientes Iénticos e léticos e podem ser herbivoros, iliacos, predadores e
lepidofagos (MOREIRA, 2007). Dentre as familias de Characiformes, Characidae é a maior e
mais complexa, compreendendo cerca de 170 géneros, que exibem grande heterogeneidade
entre si (OLIVEIRA et al., 2011), e habitam diversos ambientes de agua doce com distribuicdo
no continente Americano, desde a fronteira do México com os Estados Unidos até o sul da
Argentina (LUCENA, 1993).

Dentro da familia Characidae, o género Astyanax descrito por Baird e Girard (1854) é
um dos mais especiosos e compreende animais conhecidos como lambaris ou piabas, sendo
considerado um dos géneros dominantes na América do Sul (GERY, 1977). De acordo com
Vazzoller e Menezes (1992) os peixes deste género se caracterizam pela grande similaridade

morfologica existente entre eles, o que dificulta sua classificacdo a nivel especifico. Além disso,
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0s Astyanax sdo animais ndo migratorios, com fecundagdo externa e auséncia de cuidado
parental (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). Como caracteristicas morfologicas apresentam
tamanho reduzido raramente maior que 150 mm, corpo comprimido, nadadeira caudal adiposa,
linha lateral completa e relativamente curva para frente, pré-maxilar nao protrétil, dentes com
cuspides sendo os pré-maxilares dispostos em duas fileiras de cinco dentes, além de escamas
de tamanho normal recobrindo a base da nadadeira caudal (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988).

O género Astyanax ja foi classificado dentro de Tetragonopterinae, mas uma revisao
recente na filogenia da subfamilia reorganizou a filogenia do género (LIMA et al., 2003), o qual
foi alocado ao grupo Incertae sedis. Porém, como a filogenia de Astyanax ndo é bem elucidada,
observam-se inimeros complexos de espécies, termo este utilizado quando mais de uma espécie
pode estar representada e, devido ao alto grau de variacdo estas ndo podem ser delimitadas.
Podendo ocorrer em alopatria, parapatria e também em simpatria (MAYR, 1942), os quais sao
A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991), A. altiparanae (FERNANDES;
MARTINS-SANTOQOS, 2004) e A. fasciatus (ARTONI et al., 2006).

Eigenmann (1917) considerou Astyanax um género morfologicamente primitivo na
familia Characidae além de identificar linhas de evolucdo divergentes. Kantek et al. (2007)
evidenciou em seus estudos genéticos, que Astyanax exibe diferentes numeros diploides em
condigdo de alopatria. Enquanto que Morelli (1988) afirma que existe também a possibilidade
de ocorréncia de diferentes nimeros diploides entre individuos considerados da mesma espécie,
mas pertencentes a bacias hidrograficas distintas. Portanto, a grande variabilidade cariotipica
dentro de Astyanax dificulta estimativas sobre a evolugdo cromossémica do grupo, sobretudo
em espécies com alto grau de polimorfismo, fato que se torna ainda mais complexo devido a
muitas espécies apresentarem distribuicdo restrita a certas bacias hidrogréficas, cujas
populacdes foram pouco estudadas (PAZZA; KAVALCO, 2007). Porém caracteristicas
biolégicas podem explicar a diversidade do grupo, uma vez que espécies que ocorrem em
cabeceiras de riachos formam pequenas populacdes isoladas, com evolucdo independente
favorecendo a fixacdo de rearranjos cromossémicos (MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr;
BERTOLLO, 2004). Barreiras fisicas, quimicas e bidticas podem impedir o contato entre
populagcbes contribuindo para a variacdo genética como consequéncia da auséncia de fluxo
génico entre elas (BARBOSA, 2013).

Uma espécie de Astyanax recentemente estudada taxonomicamente e descrita por
Garavello e Sampaio (2010) a partir de Astyanax sp. B de Sampaio (1988) é Astyanax
bifasciatus. Tal espécie possui corpo claro, nadadeira anal, caudal e dorsal avermelhadas,

mancha umeral preta verticalmente alongada, sendo a por¢éo superior mais larga que a inferior,
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seguida de uma mancha pos-umeral difusa (BAUMGARTNER et al., 2012). Faixa longitudinal
escura e larga, mais evidente a partir da segunda mancha umeral que se prolonga sobre os raios
caudais medianos prateada, espaco entre o0 3° infraorbital e o pré-opérculo ausente ou reduzido.
(BAUMGARTNER et al., 2012) (Figura 01).

Figura 01. Exemplar de Astyanax bifasciatus. A barra corresponde a 1cm.

Com relacdo ao seu comprimento padrdo, a altura do corpo pode estar contida entre
2,4 a 3,0 vezes este, 0 pedinculo caudal 8,1 a 10,1 vezes, o comprimento da cabeca entre 3,9 a
4,4, 14 vezes, pré-dorsal 1,9 a 2,1 e pedunculo caudal 7,9 a 9,9 vezes, o tamanho do focinho de
3,4 a 4,4 vezes, diametro orbital 2,4 a 2,7 e distancia interorbital 2,9 a 3,3 vezes o comprimento
padrdo para a espécie (BAUMGARTNER et al., 2012). A. bifasciatus possui 5 dentes com 7
cuspides na série interna do pré-maxilar, 3 a 5 na série externa e 1 a 2 dentes no maxilar
(BAUMGARTNER et al., 2012). Linha lateral completa com 36 a 39 escamas, 6 a 7 séries de
escamas acima da linha lateral e 4 a 5 abaixo, nadadeira dorsal com 9 raios, peitoral com 10 a
14, pélvica com 7 e anal com 19 a 24 raios e por fim apresenta 8 ou 9 rastros braquiais superiores
e 11 a 13 inferiores (BAUMGARTNER et al., 2012) (Figura 01).

Astyanax bifasciatus é uma das espécies mais abundantes no baixo rio Iguagu, cuja
distribuicdo geogréafica é aparentemente restrita a esta bacia hidrografica (BAUMGARTNER
et al., 2012). Considerada herbivora, pode alternativamente alimentar-se de insetos, seu ritmo
alimentar intensifica-se durante o outono na calha central do rio Iguagu, padréo néo evidenciado
em seus tributarios (BAUMGARTNER et al., 2012). Individuos desta espécie iniciam sua
atividade reprodutiva com comprimento padrdo médio de 47 mm nos machos e 53 mm nas
fémeas, e apesar de reproduzirem-se durante todo o0 ano, a maior intensidade reprodutiva ocorre
na primavera e inicio do verdo (BAUMGARTNER et al., 2012).
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1.3 MARCADORES MORFOLOGICOS E CITOGENETICOS

1.3.1 Marcadores Morfologicos

A primeira ferramenta utilizada para a identificacdo das espécies de peixes, assim
como a fonte inicial de conhecimento para estudos evolutivos é a morfologia (STRAUSS;
BOND, 1990), pois existem inimeras formas de peixes, com caracteristicas anatdmicas
especificas que ajudam na identificacao e classificacéo das diferentes espécies (COELHO et al.
1995; ALVES; COELHO; COLLARES-PEREIRA, 2001). Por outro lado, existem espécies
cripticas onde a morfologia ndo é capaz de distinguir com seguranca as espécies, sendo
necessaria a utilizacdo de metodologias complementares, como o0 sequenciamento de genes
(TENEVA, 2009). Variacdes morfoldgicas naturais ocorrem entre os individuos/populac@es de
uma mesma espécie de peixe, 0 que de acordo com Barlow (1961) pode surgir devido a dois
fatores: a uma variagdo “geografica” entre populagdes por divergéncia genética na resposta
fenotipica aos diversos fatores ambientais, ou devido a uma variacao intra-populacional, que
tanto pode ser afetada pela variacdo no tamanho do corpo e dimorfismo sexual, como por efeitos
funcionais relacionados com a idade, nutricdo, sazonalidade, entre outros.

Tratando-se de morfologia, tanto as variaveis meristicas quanto as morfométricas sdo
importantes (COLLARES-PEREIRA, 1983). As variaveis meristicas podem ser entendidas
como aquelas cuja variacdo é descontinua e as variaveis morfométricas como aquelas de
variacdo continua (COLLARES-PEREIRA, 1983). Ambas podem ser percebidas através da
observacao dos segmentos do corpo ou outros caracteres, que durante o processo de evolugéo
corresponderam a segmentacdo do corpo, como, por exemplo, o nimero de escamas e de raios
das barbatanas (COLLARES-PEREIRA, 1983). Tais caracteristicas, entretanto, podem sofrer
influéncia dos fatores ambientais, promovendo variagbes tanto a nivel inter como
intraespecifico (STRAUSS, 1985).

As variaveis morfométricas presentes nos individuos podem ser detectadas por meio
da morfometria, que é o estudo da forma e do tamanho dos individuos, e como estas variaveis
se relacionam entre si, ou seja, € qualquer analise quantitativa da variagdo morfoldgica dos
organismos, que reflete as adaptacdes ecologicas das espécies (MORAES, 2003). De acordo
com Peres-Neto, Valentin e Fernandez (1995), as analises morfométricas apresentam varios
propositos: para taxonomistas permitem mensurar diferencas entre espécies, criando referéncias
para comparacOes. Para ecélogos e evolucionistas possibilitam a discussdo de que a forma e o

tamanho dos organismos devem refletir aspectos evolutivos. Ja para geneticistas evidenciam a
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herdabilidade dos carateres morfométricos por meio da quantificacdo e separacdo das
influéncias ambientais no fen6tipo dos organismos (PERES-NETO; VALENTIN;
FERNANDEZ, 1995).

As técnicas de morfometria vém se aperfeicoando ao longo do tempo e podem ser
utilizadas nas descrigdes taxondmicas (MORAES, 2003; CAVALCANTI; LOPES, 1991),
como ocorre com muitas espécies de peixes (WILLIG; OWEN; COLBERT, 1986;
KEENLYNE et al., 1994; GURKAN, 2008; BOUSSOU et al., 2010). Para a descrigdo
morfomeétrica da forma dos individuos, sdo necessarios trés vetores alométricos, o que prediz a
utilizacdo de ferramentas multivariadas (CAVALCANTI; LOPES, 1993). No caso dos peixes,
as técnicas de analise multivariada possuem um alto potencial na investigacdo dos padrées de
diferenciacdo morfoldgica e crescimento, podendo ser inferida a diferenciacdo intra ou
interespecifica dos mesmos, por meio de um conjunto de medidas (CAMPELLO;
BEMVENUTI, 2002).

Atualmente, uma vertente da morfometria originada nos anos 80 vem sendo utilizada,
a morfometria geométrica, que consiste em um conjunto de técnicas para estudo morfologico
onde sdo utilizados marcos anatdmicos ou contornos (ROHLF; MARCUS, 1993). A variavel
morfolégica testada pode ser qualquer medida em uma configuracdo de marcos anatémicos,
gue ndo muda seu valor quando todos os comprimentos sdo multiplicados por um fator escalar
(BOOKSTEIN, 1991). Para comparar apenas algumas variaveis, é possivel desconsiderar as
demais da analise, concentrando as inferéncias em um ponto comum, de forma que todos 0s
pontos analisados apresentem o mesmo tamanho e sejam rotacionados segundo um mesmo
critério (KENDALL, 1989). Desta forma, sdo geradas coordenadas, as quais localizam um
ponto no espaco da forma corporea do animal, onde as distancias empregadas ndo sédo lineares
ou euclidianas (KENDALL, 1989). Os resultados sdo obtidos por meio da inferéncia da
distancia entre dois pontos neste espaco multidimensional, pois a distancia entre duas formas
indica o quanto elas séo diferentes (KENDALL, 1989).

1.3.2 Marcadores da Citogenética Classica

Desde as primeiras revisdes citogenéticas em 1978, com anélises de numeros
diploides, varios estudos cromossoémicos tém fornecido resultados que auxiliam na
identificacdo e diferenciacdo de espécies de peixes (PAIZ, 2013). Porém um pequeno nlimero

de espécies/subespécies de peixes foram cariotipadas, dentre 34.544 espécies recentes validas
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(ESCHMEYER; FONG, 2017), existindo assim, diversas lacunas referentes as caracterizagdes
bésicas para diversos grupos (PAIZ, 2013).

Variacgdes a nivel cromossémico sdo muito comuns nos peixes, alteragdes no nimero
diploide podem ser decorrentes de fissdes ou fusdes céntricas nos cromossomos (rearranjos
Robertsonianos) (PAZZA, 2005). Alteragdes na morfologia dos cromossomos podem modificar
apenas a formula cariotipica, quando resultantes de inversdes pericéntricas ou paracéntricas
(rearranjos ndo-Robertsonianos) (PAZZA, 2005). Sendo tais eventos responsabilizados pela
grande diversidade cariotipica tanto interespecifica, quanto intraespecifica observada
(FROESE; PAULY, 2010).

Corroborando a isto, 0s peixes da regido Neotropical apresentam uma alta diversidade
cromossdmica, com variagdes em numero diploide, presenca de cromossomos sexuais,
Cromossomos supranumerarios, e muitos casos de variagdes estruturais (GALETTI Jr., 1998).
A ordem Characiformes possui citogenéticamente dois padrGes de diversificacdo
cromossémica, um que exibe grande variabilidade quanto ao nimero e estrutura cromossdémica
e outro no qual ha pequena varia¢do numérica e estrutural do cariétipo (VICARI et al., 2006).
Dentro da ordem Characiformes, a familia Characidae exibe alta variabilidade cariotipica e
pode ser caracterizada por apresentar dois grandes cromossomos metacéntricos, que
correspondem ao primeiro par do complemento, em grande parte de suas espécies (SCHELL,
1973).

O género Astyanax compreende espécies interessantes para estudos citogenéticos, com
diferentes modelos evolutivos, que apontam desde a manutencdo de uma condicdo
cromossémica conservada, até caracteristicas cariotipicas derivadas, utilizadas como
importantes ferramentas na diferenciagdo e identificacdo das espécies (KANTEK et al., 2007;
PERES et al., 2009). O namero diploide para o género é tido entre 36 cromossomos como em
Astyanax shubarti, até 50 cromossomos como na maioria das espécies (PACHECO et al., 2010).

Dentre as técnicas mais utilizadas em estudos citogenéticos aléem do numero e
morfologia dos cromossomos esta a detec¢do das regides organizadoras de nucléolo, as quais
portam genes relacionados a familia do RNAr 45S, que consiste no segmento de DNA que
codifica a sequéncia no transcrito primario dos RNArs 18S, 5,8S, 26S e 28S (MARTINS;
GALETTI Jr., 2001). Tal unidade transcricional exibe acentuada variabilidade em relacdo a
localizagdo dos sitios cromossémicos, representando assim, um importante marcador
cromossémico, uma vez que o numero e localizagdo sdo caracteristicos de especies e de
populagdes de peixes, embora variabilidades intra e interindividuais sejam observadas nas
populacgdes de diversos organismos (GALETTI Jr.; MARTINS, 2004).
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Outra técnica bastante utilizada é o padrdo de distribuicdo da Heterocromatina
Constitutiva ou Banda C, que evidencia as regides heterocromaéticas do conjunto cromossémico
da espécie em estudo (LACADENA, 1996). Em peixes, o padrdo de distribuicdo da
heterocromatina é uma ferramenta empregada para diferenciar as espécies, auxiliando também
no entendimento dos mecanismos envolvidos no processo evolutivo dos diversos grupos
(SOUZA; MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr., 1996). Estruturalmente, a heterocromatina
constitutiva se apresenta condensada em todas as celulas do organismo durante geracdes,
localiza-se em blocos em qualquer regido do cromossomo, mas em sitios semelhantes em ambos
0s homologos e exibe grande quantidade de DNA altamente ou moderadamente repetitivo e
sem funcéo codificante (STEPHENS et al., 2005).

1.3.3 Marcadores da Citogenética Molecular

Os estudos genéticos e citogenético-moleculares vém demonstrando a importancia do
conhecimento das sequéncias de DNA e da localizacdo dos genes, como ferramentas para
definir a estrutura e revelar a organizacdo e evolucao do genoma das espécies de peixes, além
da possibilidade da sua localizagdo nos cromossomos ser utilizada como marcador citogenético
entre diferentes espécies (KASAHARA, 2009). Dentre as técnicas de citogenética molecular, a
manipulacdo do material genético associada a deteccdo de sequéncias especificas de DNA vem
sendo muito utilizada (GUERRA, 2004). Métodos como a hibridizacéo in situ fluorescente
(FISH) (GALL; PARDUE, 1969) permitem tais inferéncias. Pela técnica de FISH, uma sonda
de DNA marcada é hibridizada sobre alvos citologicos (cromossomos metafasicos, nucleos
interfasicos, fibras de cromatina estendidas, entre outros) (GUERRA, 2004). Sendo possivel a
utilizacdo simultanea de diversas sondas marcadas com diferentes fluorocromos, o que permite
a caracterizacdo com maior precisdo de eventos de alteracdo ou evolucdo do cariétipo
(GUERRA, 2004).

A FISH tem sido utilizada para localizar diversas sequéncias de nucleotideos, tais
como sequéncias de DNA de copia unica, de DNA repetitivo em tandem, de DNA repetitivo
disperso, entre outras, ao longo dos cromossomos (GUERRA, 2004). Dentre essas sequéncias,
destacam-se as de DNA repetitivo que consistem em sequéncias repetitivas que variam em
tamanho, presentes em centenas a milhares de copias dentro do genoma (SCHMIDT et al.,
2004). Encontram-se incluidos nesta classe os DNAs satélites (DNAsat), microssatélites,
minissatélites e familias multigénicas, que correspondem a sequéncias repetitivas organizadas

em tandem; e transposons e retrotransposons 0s quais representam sequéncias de DNA



23

repetitivo disperso com capacidade de movimentacdo entre distintas regides do genoma
(MAXON; COHN; KEDES, 1983; HADJIOLOV, 1985; CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI;
STEPHAN, 1994).

A utilizacdo das sequéncias repetitivas como marcadores cromossémicos pode revelar
informagdes significativas nos estudos citogenéticos em peixes, auxiliando no entendimento
das estruturas envolvidas na evolucdo de genomas, origem e evolucdo de cromossomos
supranumerarios, diferenciacdo sexual, e rearranjos cromossomicos (VOLTOLIN et al., 2010).
Dentre os DNAs satélites, a sequéncia telomérica geral e conservada dos vertebrados
(TTAGGG)n (PAZZA, 2005) constitui outra fracdo repetitiva organizada em tandem
importante no estudo de evolugdo cromossémica em peixes neotropicais (SLIJEPCEVIC, 1998;
ROSA et al., 2011). De forma geral, as sequéncias teloméricas se localizam na regido terminal
dos cromossomos, mas em aproximadamente 40% das espécies de peixes ja foi relatada a
ocorréncia de sequéncias teloméricas intersticiais (OCALEWICZ, 2013). O aparecimento
destes sitios teloméricos intersticiais se relaciona com processos de rearranjos cromossémicos
envolvendo os telémeros, como duplicacgdes, fusdes, inversdes e translocacdes, a partir de uma
condicdo ancestral, ocorridos durante o processo evolutivo das espécies (OCALEWICZ, 2013).
A sequéncia telomérica apresenta funcdes importantes, como: promover a estabilidade dos
cromossomos e permitir a replicacdo completa do DNA e a integridade do mesmo (NANDA et
al., 2002; MULTANI et al., 2006; MONAGHAM, 2010; OCALEWICZ, 2013). Além interagir
com sinais enddgenos e exdgenos, levando a modificacdo do comprimento ou estrutura da
cromatina (YE et al., 2014).

As familias multigénicas também sdo importantes ferramentas para estudos
citotaxondémicos e evolutivos em peixes, pois estas representam grupos de genes com
consideravel similaridade estrutural e funcional, quanto ao nimero e organizacdo dos pares de
bases, sendo descendentes de um gene ancestral comum (NEI; ROONEY, 2005; FARAH,
2007). Esses genes podem manifestar diferentes fungdes, como exemplo temos 0s genes RNAS
ribossomais e os genes RNAsn U (small nuclear RNAs) (CABRAL-DE-MELLO, 2011;
CABRAL-DE-MELLO etal., 2012).

Inimeros trabalhos realizados com sondas de DNAr 18S e 5S tém mapeado a
localizagdo cromossdmica destes sitios através de hibridizagdo in situ fluorescente em peixes
neotropicais (MARTINS; GALETTI Jr, 1999, 2000; VICENTE; JESUS; MOREIRA-FILHO,
2001; MARTINS et al., 2006; VICARI et al., 2006; FERREIRA; BERTOLLO; MARTINS,
2007; GARCIA; OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010; PANSONATO-ALVES et al.,
2011; SCACCHETTI et al., 2012). O estudo com sondas de DNAr 18S contribui para o



24

entendimento da atividade dos genes ribossomais, relacionados as regides organizadoras de
nucléolo (GROMICHO; COLLARES-PEREIRA, 2004). Ja o estudo com sondas de DNAr 5S,
demonstram que sua localizacdo ocorre em apenas dois pares cromossémicos, principalmente
em regides intersticiais, na maioria dos peixes (VICENTE; JESUS; MOREIRA-FILHO, 2001;
HASHIMOTO et al., 2011).

Recentemente, estudos envolvendo a localizagdo dos genes de DNASs ndo codificantes
vem sendo empregados para inumeros grupos de organismos, incluindo os peixes (LINDGREN
et al., 1985). Estes DNAs ndo codificantes podem pertencer a dois grupos distintos,
classificados de acordo com a sequéncia de nucleotideos comum entre eles e aos cofatores
proteicos (NILSEN, 2003). O primeiro grupo € formado pelos DNAs U1, U2, U4, Udatac, U5,
U7, U1l e U12, ja o segundo é composto pelos DNAs U6 e U6atac (NILSEN, 2003). Cada
molécula de DNA U é associada com pelo menos sete subunidades proteicas, para formar uma
RNAsn (small nuclear ribonucleoprotein) — o cerne do spliceossomo (ALBERTS et al., 2017).
Essas moléculas estdo envolvidas em varias funcGes incluindo o splicing de pré RNAms, a
formacdo da extremidade 3" do RNAm de histonas, o processamento de RNALts, a maturacdo
de RNArs e a sintese de DNA telomérico (SERAPHIN; ROSBASH, 1989; MATTAJ;
TOLLERVEY; SERAPHIN, 1993). Os genes dos DNAsns apresentam, usualmente, menos de
300 nucleotideos (L1U; GALL, 2007) e podem estar dispersos pelo genoma em mdaltiplas copias
ou, como alguns pesquisadores ja constataram, também podem se encontrar distribuidos em
repeticdes em tandem (MARZLUFF et al., 1983; MATTAJ; ZELLER, 1983; VAN ARSDELL,;
WEINER, 1984; WATANABE-NAGASU et al., 1983; WISE; WEINER, 1980).

1.4 ANALISES INTEGRATIVAS

A histdria evolutiva dos organismos esté ligada a mudancas climéticas e geogréficas
ocorridas durante a histdria do planeta, por isso, entender as relagdes filogeneéticas entre os seres
vivos possibilita o entendimento de sua evolucdo (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006). Em regides
geograficas de complexa histéria evolutiva, como é o caso dos ambientes dulcicolas da regido
Neotropical, esta historia se torna ainda mais elaborada, pois a diversificacdo das espécies de
peixes foi resultado de eventos geomorfologicos e climaticos que determinaram a conectividade
das bacias hidrogréaficas, associados a pressdes ecologicas ligadas ao regime hidrico,
composi¢do quimica da agua e tipo de solo, que influenciaram a diversificagdo de espécies
simpatricas (ALBERT; REIS, 2011).
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Portanto, para determinar a historia evolutiva de um taxon, é necessaria a utilizagao de
diversas ferramentas como a morfologia, anatomia interna, fisiologia, biogeografia, genética e
analises moleculares (WARD; HANNER; HEBERT, 2009). Historicamente a identificacédo das
espeécies é baseada em carateres morfoldgicos, método que permite além da caracterizacao das
mesmas, a avaliacdo de processos evolutivos influentes na diversificagdo inter e intraespecifica
dos organismos, inclusive dos peixes, uma vez que a variacao fenotipica € resultado da interacdo
de processos historicos e ecoldgicos, que podem regular a fixacdo de caracteres fenotipicos
(MULLEN, 2009). Sabendo que os tracos fenotipicos sdo determinados pela selecdo natural, o
grau de diferenciacdo morfoldgica entre populacbes ou linhagens, serd diretamente
proporcional ao nivel de fluxo génico entre elas (MULLEN, 2009). No entanto, em se tratando
de espécies cripticas e politipicas, estudos empregando somente analises morfoldgicas podem
levar a uma subestimacdo ou superestimacdo da variacdo genética entre populacdes/espécies
(FREELAND, 2005).

Assim, a complexa relagdo entre gendtipo, fendtipo e ambiente foi um dos principais
motivos que levaram ao desenvolvimento de outros marcadores para o estudo genético de
espécies, associado aos estudos morfolégicos (BUENO-SILVA, 2012). Dentre estes
marcadores estdo as analises citogenéticas. Segundo Nirchio e Oliveira (2006) para os peixes,
os estudos citogenéticos revelam informagfes que contribuem para uma melhor identificacdo
das diferentes espécies, propiciando o conhecimento da estrutura, organizacdo molecular e
comportamento dos cromossomos, assim como para 0 mapeamento de genes especificos. De
acordo com Kasahara (2009), as analises do cariétipo auxiliam no entendimento da evolucéo e
filogenia cromossémica, permitindo a realizacdo de estudos citotaxondmicos que s&o
importantes no caso de espécies cripticas ou complexos de espécies. Tais analises possibilitam
a caracterizacdo de espécies de forma mais completa, propiciando o entendimento da ocorréncia
de casos de polimorfismos e diferentes citotipos restritos ou ndo, a uma determinada populagéo
ou espécie (KASAHARA, 2009).

No caso dos peixes, a citogenética é de grande importancia para estudos evolutivos, e
guando associada a taxonomia pode ser uma excelente ferramenta no entendimento de grupos
taxonomicamente problematicos, permitindo o estabelecimento de tendéncias evolutivas entre
grupos (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000). Este auxilio da citogenética a taxonomia se
torna mais efetivo ao empregar algumas técnicas, como o bandamento C e a impregnacao por
nitrato de prata, pois gera informagdes que podem ser utilizadas como marcadores espécie-
especificos em estudos populacionais e interespecificos (HOWELL; BLACK, 1980;
BERTOLLO; MOREIRAFILHO; GALETTI Jr, 1986; ARTONI; VICARI; BERTOLLO,
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2000; SUMNER, 2003; GALETTI Jr; MARTINS, 2004; MARTINS, 2007). A utilizacdo do
DNA ribossémico (DNAr) em analises também é ampla e possibilita a caracterizacdo de
especies, percepcdo de variagdes populacionais, do relacionamento evolutivo ou da expressdo
génica, contribuindo para a compreensdo da estrutura, organizacdo e evolucdo dos genomas
(MARTINS; WASKO, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

A regido Neotropical apresenta a maior diversidade de peixes dulcicolas do planeta
(REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003), tal diversificacdo teve origem no Cretaceo, durante
a separacgdo dos continentes americano e africano (ALBERT; REIS, 2011). Para os organismos
aquaticos, 0s processos naturais responsaveis pela formacdo e dindmica dos ambientes sdo
diretamente ligados a sua historia evolutiva (NELSON; PLATNICK, 1981). A evolucdo dos
peixes de agua doce em especial, por ser restrita ao ambiente dulcicola, permite o
estabelecimento de uma ligacdo entre seus padrdes de distribuicio e os eventos
geomorfoldgicos como conexao de bacias hidrogréficas, introgressdées marinhas no continente,
isolamentos de drenagens e capturas de cabeceiras (NELSON; PLATNICK, 1981).

Corroborando a isto, a complexidade da historia geomorfolégica das drenagens
fluviais das Américas Central e do Sul demonstra que a evolucdo da fauna dulcicola de bacias
hidrografica isoladas ja teve conexdo no passado, pois a coincidéncia de organismos aquaticos
ndo relacionados em diferentes bacias e a presenca de espécies endémicas geralmente possui
concordancia com a historia geomorfoldgica da regido (NELSON; PLATNICK, 1981). Neste
sentido, bacias hidrograficas com caracteristicas geomorfolégicas e morfodindmicas
complexas, como € o caso da bacia hidrografica do rio Iguacu apresentam grande importancia
ecologica e evolutiva (BAUMGARTNER et al., 2012). O isolamento da bacia do rio Iguacu da
do rio Parana, somado ao soerguimento dos planaltos paranaenses influenciou enormemente a
distribuicdo e evolucdo das espécies de peixes na bacia do rio Iguagu (BAUMGARTNER et
al., 2012), fato que torna os estudos nesta regido importantes para o entendimento da histéria
evolutiva de suas espécies, em especial as endémicas, como Astyanax bifasciatus. Tendo em
vista, que ao analisar a influéncia dos eventos biogeograficos sobre a evolucéo das espécies,
sdo gerados dados que além de caracterizar as mesmas, fornecem evidéncias que podem auxiliar
na compreensdo da historia evolutiva de tdxons semelhantes, gerando assim, resultados que
contribuem para um acréscimo do conhecimento sobre a biogeografia da bacia hidrografica do

rio Iguagu.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Inferir a diversidade e variabilidade de A. bifasciatus ao longo da bacia hidrogréfica

do rio Iguacu, utilizando anélises morfométricas e citogenéticas.

2.2.2 Objetivos especificos

e Evidenciar a variagdo morfoldgica quantitativa dos espécimes de A. bifasciatus das trés
regides da bacia hidrografica do rio Iguacu.

e Realizar andlise comparativa dos cariétipos empregando marcadores classicos e da
citogenética molecular nas populacdes de A. bifasciatus que ocorrem no alto, médio e baixo
rio lguacu;

¢ Investigar processos de evolucdo cariotipica em A. bifasciatus na bacia hidrografica do rio

Iguagu.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDOS

A é&rea de estudos esté inserida na bacia hidrografica do rio Iguagu, no Parand, mais

precisamente na regido do alto lguagu, em Piraquara (S 25°2.982° W 049 02.674”), no médio
rio lguacu em Unido da Vitoria (S 26°15°1.11 W 51°6°10.67) e (S 26° 17°13.98 W 51°
17°54.18) na regido do baixo rio Iguacu, em Realeza (S 25°45°52.5 W 53°34°59.9) e Boa
Esperanca do Iguagu (S 25°59°59.09 W 53° 48°63.24) (Figura 02).

B0W BO°W 54°W  53W__ 52°W  51W  S0°W  49°W 487\
;’ s I‘,” .'\_-»»n,.,.._-ﬂ.'\—‘ N 23°S
== L 3
10°8 BRASIL/ /|1 / PR )
(| \. 24°S-
) b
Oceano { /
Pacifico ( S v -,
£ Y / 25s:
“30°S / > ¥ )‘7;
(lr" . N,ﬁw
\l Bacia Hidrografica do Rio Iguagu ...,;'
%, fisgetn, T 2678
-l Oceano B S ~
r50°S § Atlantico T

M—-\]‘_.'

Praquara - PR
@ @ uniso da Vitdria - PR
{0 Realeza-PR S N
@ ScsEspeandcolescy-PRig 80 400 200 A
A Rio lguacu — — KT
54°W 53°W 52°W 51°W 50°W 49°W

Figura 02. Bacia Hidrografica do rio Iguacu. Em destaque os pontos de coleta nas regifes do alto rio Iguagu
(amarelo, onde foram coletados os espécimes utilizados nas analises morfométricas e citogenéticas). Médio Iguagu
(rosa, onde ocorreu a coleta dos espécimes para as analises morfométricas e vermelho, para a citogenética). E
baixo Iguacu (roxo, local de coleta dos espécimes para morfometria e verde, para citogenética).
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Os espécimes utilizados para as analises morfométricas pertenciam a Piraquara, no
alto Iguacu (15 individuos), Unido da Vitoria, no médio Iguacu (15 individuos) e Boa Esperanca
do Iguacu, no baixo Iguacu (15 individuos) e foram selecionados a partir da colecéo ictioldgica
do Museu de Histdria Natural do Capao da Imbuia em Curitiba, Parand. Os exemplares de
Astyanax bifasciatus empregados para as anélises citogenéticas foram coletados na regido do
alto rio Iguacu no municipio de Piraquara (2 machos), do médio Iguacu no municipio de Unido
da Vitoria (16 machos e 15 fémeas, coletados em ponto distinto daquele de onde provém os
individuos para as analises morfométricas) e no baixo Iguacu, no municipio de Realeza (9
machos e 7 fémeas). Posteriormente, os espécimes do alto rio Iguagu foram processados em
campo e 0s do médio e alto Iguacu foram transportados vivos dentro de caixas de isopor
contendo &gua do proprio rio para o laboratério da Universidade Estadual do Parand, campus
Unido da Vitoria e para o laboratorio da Universidade Federal Fronteira Sul, campus Realeza,
respectivamente, onde permaneceram em aquarios aerados. Os espécimes de Unido da Vitéria
foram identificados e depositados na colecdo Ictioldgica do Nucleo de Pesquisas de
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura— NUPELIA (NUP 16898), da Universidade Estadual de
Maringd — UEM. Os demais espécimes estdo em processo de identificacdo taxondmica

morfolégica e depdsito no Museu de Historia Natural do Capéo da Imbuia, em Curitiba, Parana.

3.2 TECNICAS E PROCEDIMENTOS

3.2.1 Anélises morfométricas

As analises de morfometria geométrica realizadas neste trabalho foram baseadas na
definicdo de forma (shape) e todas as suas configuracdes geométricas, exceto tamanho, posicédo
e orientacdo (KLINGENBERG et al. 2012) utilizando os marcos anatdmicos para extragdo da
informagdo da forma por meio da Superimposicéo de Procrustes (DRYDEN; MARDIA, 1998).
As imagens dos espécimes foram obtidas a partir da regido lateral esquerda do corpo dos
mesmos a uma distancia de 20 cm, utilizando a camera Nikon Coolpix P530. Além disso, para
a obtengdo das imagens, todos os espécimes foram colocados sobre papel milimetrado para
futura transformacéo dos pixels em funcdo do tamanho em centimetros.

Para ordenamento das imagens da mesma estrutura corporal no mesmo arquivo TPS
foi utilizado o software tpsUtil (ROHLF, 2008). O software tpsDig2 (ROHLF, 2006) foi
empregado para registrar os marcos anatdbmicos em cada imagem digitalizada. Tais marcos

anatdmicos foram estabelecidos de acordo com Pavanelli e Oliveira (2009) (Figura 03). A fim
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de retirar as informacdes ndo relacionadas com a variacao da forma corporal dos espécimes, foi
realizada uma Analise Generalizada de Procustres (ROHLF; SLICE, 1990).

Figura 03: Localizacdo dos marcos anatdmicos em A. bifasciatus, segundo Pavanelli e Oliveira (2009). 1 Ponta do
focinho; 2 Regido dorsal da cabeca; 3 Insercdo anterior da nadadeira dorsal; 4 Inser¢do posterior da nadadeira
dorsal; 5 Inser¢do anterior da nadadeira adiposa; 6 Insercdo posterior da nadadeira anal; 7 Insercdo da nadadeira
ventral; 8 Insercdo da nadadeira peitoral; 9 Regido ventral da cabeca; 10 Regiéo posterior da pré-maxila. A barra
corresponde a 1 cm.

As Anélises de Componentes Principais (PCA) e Variaveis Candnicas (CVA) foram
utilizadas para avaliar a variacdo de forma e verificar diferencas entre as populagdes. Uma PCA
(JOLLIFFE, 2002) foi realizada para produzir um morfo-espaco dos principais padrdes de
variacdo dos dados e possiveis relacdes relevantes. A CVA (ALBRECHT, 1980) foi utilizada
para obter uma visualizacdo geral das variagdes entre as populagdes, onde foram computados
os valores de probabilidade a partir do teste de permutacfes (n = 10000) para a distancia de
Procrustes, visto que esta distancia é a medida de quantidade absoluta de variacdo da forma
(KLINGENBERG; MONTEIRO, 2005). As varia¢des de forma obtidas a partir da PCA e da
CVA foram visualizadas por meio de graficos do tipo outline drawning, onde todas as
informagdes necessarias para a elaboracdo do gréfico outline drawning vem das coordenadas
de marcos anatdmicos. A andlise Generalizada de Procrustes, as analises multivariadas de PCA,
CVA e, os graficos outline drawning foram realizados no programa MorphoJ 1.02b®
(KLINGENBERG, 2011).

3.2.2 Analise citogenética convencional

Todos os procedimentos seguiram boas préaticas de experimentacdo animal e foram
autorizados por Comité de Etica. As metafases mitGticas necessérias para a obtencdo dos
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cromossomos foram obtidas de acordo com o protocolo proposto por Bertollo; Moreira-Filho e
Galetti Jr. (1986), que consistiu em injetar cerca de 48 horas ap0s a aplicacdo da técnica de
suspensdo de levedura (CAVALLINI; BERTOLLO, 1988), uma solugdo aquosa de Colchicina
0,025%, na propor¢do de 1 mL/100g de peso, intra-abdominalmente no animal para que a
divisdo celular parasse na metéafase e com isto o estudo cromossémico pudesse ser realizado.
Apos cerca de 50 a 60 minutos os espécimes foram anestesiados com Benzocaina 1% e uma
pequena porc¢édo do rim anterior retirada, para a obtencéo das metafases mitoticas. O rim anterior
apos ser retirado do animal foi transferido para cerca de 10 mL de solucdo hipotdnica (KCI
0,075M) na qual suas células foram dissociadas com uma seringa desprovida de agulha por
meio de sucessivas aspiracdes até que se obtivesse uma solu¢do celular homogénea.

A solucdo hipotdnica permaneceu incubada em estufa a 37°C durante 25-30 minutos.
Decorrido este tempo ela foi retirada da estufa, ressuspendida com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e colocada em um tubo de ensaio, de modo a descartar os fragmentos de tecidos néo
desfeitos. Algumas gotas de fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 de acido acético
glacial), recém preparado, foram acrescentadas ao material ressuspendendo-o em seguida. O
material entdo foi centrifugado durante 10 minutos, a 900 rpm e a solucdo sobrenadante
descartada com uma pipeta Pasteur. De 5-7 mL do fixador Carnoy foram acrescentados, e 0
material ressuspendido e centrifugado por mais 10 minutos, a 900 rpm. O Gltimo passo foi entdo
repetido duas vezes, o material sobrenadante foi descartado e quantidade suficiente de fixador
Carnoy para que se tivesse uma suspensdo celular moderadamente concentrada (geralmente de
0,5a 1,0 mL) foi acrescentado. Em seguida o material foi ressuspendido e acondicionado em
tubos do tipo eppendorfs. Nesta etapa, ele foi armazenado em freezer, para posterior utilizacao.

Com relacéo a coloracdo das laminas, esta consistiu no seguinte procedimento: As
laminas j& limpas e incubadas em um béquer contendo agua a uma temperatura de
aproximadamente 60°C, foram pingadas com duas a trés gotas do material armazenado em tubo
tipo eppendorfs que ja fora retirado do freezer e ressuspendido. As laminas secaram em
temperatura ambiente para entdo serem coradas com Giemsa diluida em tampéo fosfato (pH
6,8) a 5%. O corante preparado foi colocado sobre as Idminas cobrindo toda a sua extensao e
permanecendo ali por 10 minutos, em seguida, seu excesso foi retirado com agua corrente e
apos secarem as laminas, estas foram analisadas junto ao microscopio.

Para a localizacdo das RegiGes Organizadoras de Nucléolo foi utilizada a técnica
descrita por Howell e Black (1980), que constituiu em: colocar sobre uma lamina contendo duas
gotas do material armazenado no freezer 2-3 gotas de solugéo aquosa de gelatina (1 g de gelatina

incolor + 50 mL de H.O +0,5 mL de acido férmico); adicionando sobre cada gota de gelatina
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1 gota de H20 e 2 gotas de AgNOaz. A Iamina foi entdo coberta com laminula e colocada em
estufa a 60°C durante 3-6 minutos, apos isto, foi deixada a laminula escorrer debaixo de agua
corrente e finalmente secar a lamina para posterior coloracdo com Giemsa a 2% durante 10 min
e observacdo no microscoépio.

Para a deteccdo da Heterocromatina Constitutiva foi adotado o protocolo proposto por
Sumner (1972), com modificagdes por Lui et al. (2009) que empregou 0s seguintes passos: A
lamina ja contendo as gotas do material para analise foi tratada com HCI (em temperatura
ambiente) em estufa, por 15 minutos, entdo foi incubada por mais15 minutos em solugéo salina
de 2xSSC, a 60°C em banho-maria. Em seguida, a lamina foi mergulhada de 02 a 03 minutos
em solucédo de hidroxido de bario, em banho-maria a 42°C, com o Ba(OH)2 recém preparado e
filtrado. A lamina foi passada rapidamente em solucdo de HCI, e incubada em solucédo salina
de 2xSSC a 60°C, por 1 hora. Apds cada etapa, esta foi lavada em agua destilada e quando o
processo foi concluido a Iamina foi deixada secar ao ar, corada com iodeto de propidio e coberta

com laminula.

3.2.3 Andlise citogenética molecular

Para a citogenética molecular a obtencdo do DNA gendmico ocorreu pelo método de
extracdo salina (BRUFORD et al., 1992, adaptado por David Vieites) utilizando amostras de
figado e musculo dos espécimes. A amplificacdo de sondas dos genes ribossomais 5S e 18S e
do gene DNAsn U2 para a hibridacéo in situ fluorescente ocorreu por meio de amplificacédo
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com marcacdo por meio de Biotina 16 DUTP no
caso dos genes DNAr18S e DNAsn U2 ou Digoxigenina 11 DUTP (Roche applied science) no
caso do gene DNAr 58S.

Para o gene 5S foi utilizado o DNA ribossémico da espécie Leporinus elongatus
(MARTINS; GALETTI Jr, 1999), clonado em plasmideo, juntamente com primer universal
para plasmideos, M13 F e R para amplificacdo. A reacdo foi a seguinte: 5 pl de tampéo 10x,
2,5 pl de MgCl2 (50Mm) , 4 ul de primer F (5'-AGC GGA TAA CAA TTTC ACA C-3) a
10ng/ pl, 4 pl de primer R (5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3) a 10ng/ ul, 1 ul de dCPT
(2nM), 1 pl de dGTP (2nM), 1 pl de dATP (2nM), 0,7 pl de dTTP (2nM), 0,6 pl de
Digoxigenina 11 dUTP (2nM), 1 ul de DNA (100ng/ pl), 0,4 U de Tag DNA Polimerase e 4gua
ultrapura até completar o volume de 50 pl. Com a programacéo do ciclador térmico composta

por um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 4 min , seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C
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por 1 min; anelamento a 51°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1,30 min, seguidos de um passo
final de extenséo a 72°C por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C.

Para o gene 18S foi utilizado DNA ribossémico 18S obtido a partir do DNA gendmico
de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI Jr., 2004) clonado em plasmideo,
juntamente com primer universal para plasmideos, M13 F e R para amplificacdo. A reagdo foi
a seguinte: 5 pl de tampdo 10x, 2,5 pl de MgCl, (50Nm), 4 pl de primer F (5'-AGC GGA TAA
CAATTTC ACA C-3") a 10ng/ pl, 4 pl de primer R (5-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3")
a 10ng/ ul, 1 pl de dCPT (2nM), 1 pl de dGTP (2nM), 1 ul de dATP (2nM), 0,7 ul de dTTP
(2nM), 0,6 pl de Biotina 16 dUTP (2nM), 1 ul de DNA molde (100ng/ ul), 0,4 U de Tag DNA
Polimerase e agua ultrapura até completar o volume de 50 pl. Com a seguinte programacéo:
um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 4 min , seguido de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
1 min; anelamento a 51°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1,30 min, seguidos de um passo
final de extenséo a 72°C por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C.

Para a amplificagdo da sonda do gene DNAsn U2, foram utilizados os primers
descritos por Bueno, Palacios-Gimenez e Cabral-de-Mello (2013), juntamente com 0 DNA
gendmico de A. bifasciatus previamente extraido. A reacdo de amplificacdo foi a seguinte: 2,5
pl de tampdo 10x, 0,5 pul de MgCl, (50Mm), 0,5 pl de primer F (5 ~ATC GCT TCT CGG CCT
TAT G- 3”)a 10ng/ pul, 0,5 pl de primer R (5° ~TCC CGG CGG TAC TGC AAT A-3’) a 10ng/
pl, 0,5 pl de dCPT (2nM), 0,5 ul de dGTP (2nM), 0,5 ul de dATP (2nM), 0,4 pl de dTTP
(2nM), 0,3 pl de Digoxigenina 11 dUTP (2nM), 0,5 pl de DNA (100ng/ ul), 0,2 U de Taqg DNA
Polimerase e agua ultrapura até completar o volume de 25 pl. Com a programacao do ciclador
térmico: um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 30 s; anelamento a 56,8°C por 45 s e extensdo a 72°C por 45 s, seguidos de um passo
final de extensdo a 72°C por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C.

Para a amplificacdo do DNA telomérico foram utilizados os primers degenerados
(TTAGGG)4 e (CCCTAA)4 (1JDO et al., 1991). A reacdo de amplificacdo da sonda foi a
sequinte: 2,5 ul de tampéo 10x, 1,5 pl de MgClz (50Mm), 1 ul de cada primer a 10ng/ pl, , 2,5
de dNTPs (2nM), 0,2 U de Tag DNA Polimerase e agua ultrapura até completar o volume de
25 pl. Com a programacao do ciclador térmico: dez ciclos de desnatura¢éo a 94°C por 1 min,
seguido de anelamento a 55°C por 30 s e extensdo a 72°C por 1 min. Posteriormente 30 ciclos
desnaturacdo a 94°C por 1 min, seguido de anelamento a 60°C por 30 s e extensdo a 72°C por
1,30 min seguidos de um passo final de extensdo a 72°C por 5 min e finalizando com uma
temperatura de e 4°C. A marcacdo da sonda ocorreu pelo Kit Nick Translation com

digoxigenina-11-dUTP, segundo as orientacdes do fabricante (Roche Applied Science).
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Os segmentos de DNA de todas as sondas foram visualizados em gel de agarose a 1%.
O gene DNAsn U2 antes da sua utilizacdo nas sondas, foi amplificado e purificado com kit de
purificacdo GE Healthcare GCF PCR DNA and Gel Band, conforme orientacGes do fabricante.
As amostras purificadas foram enviadas para sequenciamento em equipamento ABI-Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pela empresa ACTGene Andlises moleculares. As
sequéncias foram tratadas no software Geneious 4.8.5 (KEARSE et al., 2012), e identificadas
por similaridade com sequéncias depositadas no banco de dados do Nacional Center for
Biotechnology Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com o auxilio do
Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

A técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi empregada seguindo o
protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986) com sondas especificas dos DNArs 18S e 5S, do
gene DNAsn U2 e do DNA telomérico, adotando uma condig&o de alta estringéncia (2,5 ng/uL
sonda, 50% formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 h). Para a deteccéo das
sondas durante o processo de FISH foram utilizados os anticorpos streptavidina conjugada com
alexa fluor 488 (Invitrogen) e anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied
Science). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem
Vectashield (Vetor).

3.2.4 Anélise das laminas e montagem dos cariotipos

As laminas submetidas as técnicas citogenéticas classicas foram analisadas em
microscopio de campo claro, e a captura das imagens ocorreu utilizando o programa DP-
Controller-BSW em Camara de Captura Olympus DP71 12 mp, acoplada ao microscépio
campo claro Olympus Bx41. Ja as da citogenética molecular foram analisadas no microscépio
de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®),
em Camera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolucdo de
1.4 megapixels. As fotografias dos cromossomos foram recortadas e em seguida os homologos
pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico)
com o auxilio do software Adobe Photoshop CC. A classificacdo cromossémica adotada foi
baseada em Levan; Fredga, e Sandberg (1964) onde o limite de relacdo de bragos (RB), brago
maior/braco menor, estabelecido é o seguinte: RB= 1,00 - 1,70 / metacéntrico (m); RB=1,71 -
3,00 / submetacéntrico (sm); RB= 3,01 - 7,00 / subtelocéntrico (st) e RB= maior que 7,00 /
acroceéntrico (a).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo organizados em duas sessGes, que correspondem ao artigo

cientifico e a short communication, respectivamente.

4.1 DIVERSIDADE MORFOLOGICA E CARIOTIPICA DE Astyanax bifasciatus
(TELEOSTEI, CHARACIDAE) FRENTE A MORFOFISIONOMIA DO RIO IGUACU

RESUMO

Os eventos geomorfoldgicos afetam a biologia evolutiva das espécies, o que no caso dos peixes de dgua
doce pode evidenciar as mudancas na conectividade dos sistemas hidrogréficos, que modificam a
distribuicdo e abundancia das espécies. Sendo assim, 0 objetivo do presente trabalho foi inferir a
diversidade e variabilidade de A. bifasciatus ao longo da bacia do rio Iguagu. Para isto foram
empregadas andlises morfométricas e citogenéticas. As analises morfométricas incluiram
propor¢des corporais em relagdo ao comprimento do corpo e da cabega. As analises
citogenéticas contaram com a coloracdo convencional por Giemsa, localizacdo das regides
organizadoras de nucléolo por nitrato de prata, deteccdo dos sitios de heterocromatina
constitutiva pelo bandamento C, e hibridizacéo in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S e
18S e DNAsn U2. Os resultados das analises morfométricas indicaram variagdo morfologica
significativa entre as populacdes do baixo, médio e alto rio Iguacu, sendo a localizacdo das
nadadeiras o carater mais variavel. A citogenética revelou o numero diploide de 50
cromossomos para as populacGes do médio e alto Iguacu, NF=86 e FC=6m+24sm+6st+14a.
Para a populacdo do baixo Iguacu o nimero diploide foi de 48 cromossomos, com NF=82 e
FC=6m+22sm+6st+14a. As Ag-RONs foram multiplas para a populacdo do médio Iguacu e
simples para as do alto e baixo Iguagu, em sua maioria coincidindo com as regides de DNAr
18S. O bandamento C evidenciou marcagdes centroméricas e pericentroméricas para as trés
populacbes e algumas marcacGes teloméricas distintas entre elas. A hibridizacdo in situ
fluorescente revelou marcacgdes heterogéneas de DNAr 5S e 18S entre as populacdes, com as
regides de DNAr 5S coincidentes com a heterocromatina. J4 a localizacdo do gene DNAsn U2
ocorreu em apenas um homdlogo nas populacbes do alto e baixo lguacu e em um par
cromossomico na populacdo do meédio Iguacu. Assim, os diferentes niveis de analise
empregados em conjunto permitiram a percepgdo de existem grandes diferencas entre as
populacdes de A. bifasciatus do alto, médio e baixo rio Iguagu, provavelmente em resposta aos
eventos geomorfoldgicos complexos que ocorreram na regiao

Palavras chave: Biogeografia, Analises Morfométricas, Citogenética.

ABSTRACT

The geomorphological events affect the evolutionary biology of the species, which in the case of
freshwater fishes can show the changes in the connectivity of the hydrographic systems, which modify
the distribution and abundance of the species. Therefore, the objective of this work was to infer the
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diversity and variability of A. bifasciatus along the Iguacu river basin. For this, purpose
morphometric and cytogenetic analyzes were used. Morphometric analyzes included body
proportions in relation to body length and head length. The cytogenetic analyzes included
conventional staining by Giemsa, localization of nucleolar organizer regions by silver nitrate,
detection of constitutive heterochromatin sites by C banding method, and fluorescent in situ
hybridization with probes ribosomal 5S and 18S and snDNA U2. The results of the
morphometric analysis indicated a significant morphological variation among the populations
of the lower, middle and upper regions of the Iguacu river, with the location of the fins being
the most variable character. The cytogenetics revealed the diploid number of 50 chromosomes
for the populations of the middle and upper regions of the Iguagu river, NF=86 and FC=
6m+24sm+6st+14a. For the lower population of the Iguacu river the diploid number was 48
chromosomes, with NF=82 and FC=6m+22sm+6st+14a. The NORs were multiple for the
middle population of the Iguacu river and simple for those of the upper and lower populations
of the Iguacu river, most of them coinciding with the 18S rDNA regions. The C-banding
showed centromeric and pericentromeric markers for the three populations and some distinct
telomeric markers between they. The fluorescent in situ hybridization revealed heterogeneous
5S and 18s rDNA markers between the populations of the Iguacu river, with the 5S rDNA sites
coincident with the heterochromatin. Already, the location of the ShDNA U2 gene occurred in
only one homologue in the upper and lower populations of the Iguagu river and in one
chromosomal pair in the middle population of the Iguacu river. So, the different levels of
analysis employed together allowed the perception of there are great differences between the
populations of A. bifasciatus of the upper, middle and lower regions of the Iguacu river,
probably in response to the complex geomorphological events that occurred in the region.

Keywords: Biogeography, Morphometric Analyzes, Cytogenetics.

Introducéo

O continente Sul Americano é caracterizado geologicamente pela formacdo de
conjuntos de rochas pré-cambrianas passiveis de deformacdes devido a eventos tectdnicos
ressurgentes que revelam estruturas antigas (SAADI, 1993; RICCOMINI; ASSUMPCAO,
1999; SUGUIO, 2001; SAADI et al., 2005). No Parana, o padrdo de drenagem das bacias
hidrograficas é determinado pelo escudo cristalino brasileiro, que atua direcionando a foz dos
rios para dentro do continente (MINEROPAR, 2017). Dentre estas bacias hidrograficas
encontra-se a bacia hidrografica do rio Iguagu, localizada ao sul do estado do Parané e norte de
Santa Catarina, com uma area que se estende por 72.000 Km? na regido sudeste da América do
Sul, abrangendo areas do sul do Brasil e nordeste da Argentina (PARANA, 2010). Sendo
dividida em trés unidades hidroldgicas: Baixo Iguacu, Médio Iguacu e Alto Iguacu (PARANA,
2010).

O rio Iguagu € geologicamente antigo, rejuvenescido por processos de soerguimento,

responsaveis pela existéncia de corredeiras, saltos, meandros e varzeas (MAACK, 1981). Além
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disso, ele é altamente compartimentalizado pela sua formag&o geoldgica e as barreiras artificiais
(GARAVELLO; SAMPAIO, 2010). Somado a isto, o desnivel de sua foz no rio Parané que €
de aproximadamente 830 m e a formacdo das cataratas do Iguagu ha 22 milhdes de anos atras
(SEVERI; CORDEIRO, 1994), contribuiram para a formacé&o de barreiras a sua ictiofauna, para
a origem de seu endemismo e a auséncia das familias de peixes migratérios mais comuns da
bacia do rio Parand (SAMPAIO,1988).

Uma das ordens de peixes presentes na bacia do rio Iguacu é Characiformes, que pode
ser encontrada na Africa do Sul e nas Américas, esta ordem abrange peixes que possuem corpo
coberto por nadadeiras cicloides e nadadeiras pélvicas em posicdo abdominal
(BAUMGARTNER et al., 2012). Adicionalmente, o tamanho varia desde poucos centimetros
até mais de meio metro de comprimento (MALABARBA, 2013). Citogenéticamente a ordem
apresenta uma grande diversificacdo cromossémica, em especial a familia Characidae, que
apesar desta diversidade, conserva um numero diploide variando entre 48 e 54 cromossomos
(OLIVEIRA et. al., 1988). Neste cariotipo, o primeiro par de cromossomos é um metacéntrico
grande que se destaca dos demais cromossomos do complemento (SCHELL, 1973), na maioria
de suas espécies. Characidae é amplamente distribuida na regido Neotropical, ocorrendo desde
o sul dos Estados Unidos até o norte da Patagdnia na Argentina (MIRANDE, 2010). O tamanho
corporal de suas espécies varia de pequeno a grande porte, e suas estratégias reprodutivas e
alimentares sdo diversificadas (BAUMGARTNER et al., 2012). O elevado nimero de espécies
presente em Characidae somado a auséncia de sinapomorfias para a determinacdo de
subfamilias monofiléticas fez com que 92 de seus 170 géneros fossem considerados como
Incertae sedis, como, por exemplo, Astyanax (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003;
MIRANDE, 2009; BAUMGARTNER et al., 2012).

O género Astyanax é composto por espécies conhecidas popularmente como lambaris
ou piabas, amplamente distribuidas na regido Neotropical, com destaque nas bacias da América
do Sul (MALABARBA, 2013). Morfologicamente apresenta nadadeira adiposa, duas fileiras
de dentes no pré-maxilar, com cinco dentes na série interna; linha lateral completa e nadadeira
caudal sem escamas (EIGENMANN,1921; 1927). Citogenéticamente o género exibe nimero
diploide variando desde 36 cromossomos em A. shubarti (MORELLI, 1983; DANIEL-SILVA,
ALMEIDA-TOLEDO, 2001) até 50 cromossomos, sendo este 0 numero modal para o género
(SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995), onde ndo ocorrem Cromossomos Ssexuais
morfologicamente diferenciados (MORELLI, 1983).

Dentre as espécies de Astyanax, A. bifasciatus recentemente descrita por Garavello e

Sampaio (2010) e endémica da bacia hidrogréafica do rio Iguacu, apresenta morfologia formada
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por corpo claro, nadadeiras avermelhadas e uma marcha umeral seguida de uma mancha pos-
umeral difusa e verticalmente alongada (BAUMGARTNER et al., 2012). Neste sentido, sabe-
se que as espécies do género Astyanax apresentam grande similaridade morfoldgica, o que torna
a identificacdo a nivel especifico dificultada (VAZZOLLER; MENEZES,1992). Sendo assim
estudos que além de caracteres morfoldgicos tidos como a ferramenta primordial na taxonomia,
utilizem ferramentas como a anatomia interna, fisiologia, biogeografia, genética e anélises
moleculares (WARD; HANNER; HEBERT, 2009) se tornam importantes para a distingdo das
espeécies e para estudos evolutivos.

Dentre estas ferramentas, a citogenética &€ amplamente utilizada para gerar
informagdes que possam ser utilizadas como marcadores espécie-especificos, os quais
associados a marcadores cromossdémicos podem auxiliar na caracterizacdo e diferenciacéo das
espécies (HOWELL; BLACK, 1980; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr., 1986;
ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000; SUMNER, 2003; GALETTI Jr; MARTINS, 2004,
MARTINS, 2007). Portanto, estudos utilizando diversos marcadores (morfoldgicos,
citogenéticos e moleculares) em grupos como Astyanax que € considerado de relativa
importancia para estudos de padrdes biogeograficos e de vicariancia (BAIRD; GIRARD, 1854;
GARCIA; DOMINGUEZ; DOADRIO, 2008). Em especial nas bacias hidrograficas com uma
historia geomorfolégica complexa como é o caso da bacia do rio Iguacu (MAACK, 1981), pois
sdo de grande valia para o entendimento da histdria evolutiva das espécies, com maior atencao
as endémicas como é o caso de A. bifasciatus. Justificando assim, o objetivo do presente
trabalho que foi inferir a diversidade e variabilidade de A. bifasciatus ao longo da bacia

hidrografica do rio Iguacu, utilizando analises morfométricas e citogenéticas.

Material e métodos

Os espécimes utilizados para o presente trabalho pertenciam a bacia hidrogréafica do
rio Iguacu. Para as analises morfométricas os individuos foram provenientes de Piraquara (S
25°2.982° W 049 02.674’) no alto Iguacu (15 individuos), Unido da Vitdria (S 26° 17°13.98 W
51° 17°54.18) no médio Iguagu (15 Individuos) e Boa Esperanca do Iguacu (S 25°59°59.9 W
53°48°63.24) no baixo Iguagu (15 individuos). Sendo estes individuos selecionados a partir da
colecéo ictiologica do Museu de Historia Natural do Capdo da Imbuia. Os individuos usados
para as analises citogenéticas foram coletados na regido do alto Iguacu, em Piraquara (S
25°2.982° W 049 02.674’) (2 machos), no médio rio Iguagu em Unido da Vitoria (S 26°15°1.11

W 51°6°10.67) (16 machos e 15 fémeas) e na regido do baixo rio Iguagu, em Realeza (S
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25°45°52.5 W 53°34°59.9) (6 machos e 11 fémeas) (figura 02). Foram seguidas boas praticas
de experimentac&o animal, autorizadas por Comité de Etica. Os espécimes de Uni&o da Vitoria
foram identificados e depositados na colecdo Ictiolégica do Nucleo de Pesquisas de
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura— NUPELIA (NUP 16898), da Universidade Estadual de
Maringd — UEM. Os demais espécimes estdo em processo de identificacdo taxondmica
morfolégica e depdsito no Museu de Historia natural do Capéo da Imbuia, em Curitiba, Parana.

Analises morfométricas

As anélises de morfometria geométrica realizadas neste trabalho ocorreram em 45
individuos adultos de A. bifasciatus (15 de cada uma das regides do rio Iguacu). Tais analises
foram baseadas na definicao de forma (shape) e todas as suas configuracdes geomeétricas, exceto
tamanho, posicao e orientacdo (KLINGENBERG et al. 2012) utilizando os marcos anatdmicos
para extracdo da informacdo da forma através da Superimposicdo de Procrustes (DRYDEN;
MARDIA, 1998). As imagens dos espécimes foram obtidas a partir da regido lateral esquerda
do corpo dos mesmos a uma distancia de 20 cm, utilizando a cadmera Nikon Coolpix P530.
Além disso, para a obtencdo das imagens, todos os espécimes foram posicionados sobre papel
milimetrado para futura transformacéo dos pixels em funcdo do tamanho em centimetros.

Para ordenamento das imagens da mesma estrutura corporal no mesmo arquivo TPS
foi utilizado o software tpsUtil (ROHLF, 2008). O software tpsDig2 (ROHLF, 2006) foi
empregado para registrar os marcos anatbmicos em cada imagem digitalizada. Tais marcos
anatomicos foram estabelecidos de acordo com Pavanelli e Oliveira (2009) (figura 03). O
programa MorphoJ 1.02b® (KLINGENBERG, 2011) foi utilizado para realizar a Anélise
Generalizada de Procustres (ROHLF; SLICE, 1990) a Anélise de Componentes Principais
(PCA) e Variaveis Canonicas (CVA) a partir do teste de permutacéo (n=10000) para a distancia
de Procrustes (KLINGENBERG; MONTEIRO, 2005) e cujos resultados foram visualizados

em gréaficos do tipo outline drawning.
Anadlise citogenética convencional e molecular
As metafases mitoticas foram obtidas utilizando o protocolo de Bertollo; Moreira-

Filho e Galetti Jr. (1986). Para a localizagdo das Regides Organizadoras de Nucléolo foi

utilizada a técnica descrita por Howell e Black (1980). Ja para a deteccdo da Heterocromatina
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Constitutiva foi adotado o protocolo proposto por Sumner (1972) utilizando a coloragdo com
iodeto de propidio (LUI et al., 2009).

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) ocorreu de acordo com o protocolo proposto
por Pinkel; Straume e Gray (1986), com a estringéncia de 77% (2,5 ng/uL sonda, 50 %
formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, a 37 °C por 16 horas). Para a deteccao das sondas
foram utilizados os anticorpos anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina
conjugada com FITC (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados com
DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem Vectashield. A hibridizacéo in situ fluorescente foi
realizada com sondas de DNA ribossomico 18S e 5S, obtidas respectivamente a partir de
clonagem do DNA gendmico de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI Jr., 2004) e
de Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI Jr, 1999) por meio de plasmideo, utilizando os
primers universais para plasmideo M13 F(5-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3) e R(5-AGC
GGA TAA CAATTTC ACA C-3') e com sonda do gene DNAsn U2, utilizando os primers F
(5 —ATC GCT TCT CGG CCT TAT G- 3’) a 10ng/ pl, 0,5 pl de primer R (5 -TCC CGG
CGG TAC TGC AAT A- 3’) (BUENO, PALACIOS-GIMENEZ e CABRAL-DE-MELLO
(2013) e 0 DNA gendmico de Astyanax bifasciatus previamente extraido por meio do método
de extracédo salina (BRUFORD et al., 1992, adaptado por David Vieites) utilizando amostras de
figado e masculo dos espécimes.

A amplificacdo de sondas dos genes ribossomais 5S e 18S e do gene DNAsn U2
ocorreu por meio de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com marcacao
por meio de Biotina 16 DUTP (Roche applied science) no caso dos genes DNAr 18S e DNAsn
U2 e Digoxigenina 11 DUTP (Roche applied science) no caso do gene DNAr 5S. Com as
seguintes reacOes: Para o gene 5S a reacdo de amplificacdo foi a seguinte: 5 pl de tampéo 10x,
2,5 pl de MgClz (50Mm) , 4 pl de primer F (5'-AGC GGA TAA CAA TTTC ACA C-3) a
10ng/ pl, 4 pl de primer R (5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3) a 10ng/ ul, 1 ul de dCPT
(2nM), 1 pl de dGTP (2nM), 1 pl de dATP (2nM), 0,7 pl de dTTP (2nM), 0,6 pl de
Digoxigenina 11 dUTP (2nM), 1 ul de DNA (100ng/ ul), 0,4 U de Tag DNA Polimerase e 4gua
ultrapura até completar o volume de 50 pl. Com a programacdo do ciclador térmico composta
por um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 4 min , seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C
por 1 min; anelamento a 51°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1,30 min, seguidos de um passo
final de extenséo a 72°C por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C.

Para o gene 18S a reacdo de amplificacéo foi a seguinte: 5 pl de tampéo 10x, 2,5 pl de
MgCl2 (50Nm), 4 ul de primer F (5-AGC GGA TAA CAA TTTC ACA C-3") a 10ng/ pl, 4 pl
de primer R (5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3") a10ng/ pl, 1 pl de dCPT (2nM), 1 ul de
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dGTP (2nM), 1 ul de dATP (2nM), 0,7 pl de dTTP (2nM), 0,6 pl de Biotina 16 dUTP (2nM),
1 pl de DNA molde (100ng/ pl), 0,4 U de Tag DNA Polimerase e agua ultrapura até completar
o0 volume de 50 pl. Com a seguinte programacéo: um ciclo de desnaturacéo a 95°C por 4 min ,
seguido de 35 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 1 min; anelamento a 51°C por 1 min e extensdo
a 72°C por 1,30 min, seguidos de um passo final de extensdo a 72°C por 5 min e finalizando
com uma temperatura de 4°C.

Para a amplificacdo da sonda do gene DNAsn U2 a reacdo foi a seguinte: 2,5 ul de
tampédo 10x, 0,5 pl de MgCl, (50Mm), 0,5 pl de primer F (5 ~ATC GCT TCT CGG CCT TAT
G- 3’) a 10ng/ pul, 0,5 ul de primer R (5 -TCC CGG CGG TAC TGC AAT A- 3”) a 10ng/ pl,
0,5 pl de dCPT (2nM), 0,5 pul de dGTP (2nM), 0,5 ul de dATP (2nM), 0,4 pl de dTTP (2nM),
0,3 pl de Digoxigenina 11 dUTP (2nM), 0,5 pl de DNA (100ng/ ul), 0,2 U de Taq DNA
Polimerase e agua ultrapura até completar o volume de 25 pl. Com a programacéo do ciclador
térmico: um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 30 s; anelamento a 56,8°C por 45 s e extensdo a 72°C por 45s, seguidos de um passo
final de extensdo a 72°C por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C.

As laminas submetidas as técnicas citogenéticas classicas foram analisadas em
microscopio de campo claro e a captura das imagens ocorreu por meio do programa DP-
Controller-BSW em Camara de Captura Olympus DP71 12 mp, acoplada ao microscépio
campo claro Olympus Bx41. As laminas da citogenética molecular foram analisadas no
microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011
(Carl Zeiss®), em Camera Zeiss AxioCam MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD
e resolucdo de 1.4 megapixels. Os cariétipos foram montados com o auxilio do software Adobe
Photoshop CC e os cromossomos foram classificados segundo Levan; Fredga, e Sandberg

(1964) em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a).

Resultados

Analise morfoldgica

Os resultados da morfometria geometrica para A. bifasciatus da bacia do rio Iguacu,
baseados na analise de componentes principais (PCA) demonstraram que trés componentes
principais explicam a maioria da variagdo dos dados (59,923%). Para explicar 100% da variagdo
morfoldgica, esse nimero sobe para 16 (Figura 04), o que indica que 0s espécimes das trés

populagdes de Astyanax bifasciatus analisadas apresentam um compartilhamento de variacfes
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corporais, dentro de um morfo-espaco. Dentre as medidas geradas pela distancia entre os 10
marcos anatdmicos estabelecidos, os caracteres que mais variaram foram o comprimento da
insercdo da nadadeira ventral a insercdo final da nadadeira anal (26,415%), o comprimento da
insercdo da nadadeira ventral a insercdo anterior da nadadeira dorsal (20,656%) e o
comprimento da insercdo da nadadeira ventral a insercdo posterior da nadadeira dorsal
(12,852%).
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Figura 04: Porcentagem de variacdo explicada por cada componente principal.

Analisando o gréafico que apresenta os dois componentes que explicam maior variacao
nos dados (47,072% da variacdo, CP1 26, 415% e CP2 20,656%) (Figura 05), é possivel
verificar que os espécimes das regiGes do alto e baixo rio Iguagu estdo distribuidos em sua
maioria na regido negativa do componente principal 1, e nas regides positiva e negativa do
componente principal 2. Por outro lado, os individuos da populacdo do médio Iguacu estdo
localizados de forma geral na regido positiva do componente principal 1, e positiva e negativa
do componente principal 2. Com relacdo aos marcos anatdémicos, a insercdo anterior da
nadadeira dorsal e a insercdo da nadadeira ventral, foram os marcos que mais influenciaram a
distribuicdo dos individuos na regido positiva do componente principal 1. J& na regido negativa
deste mesmo componente, a inser¢do posterior da nadadeira anal e a inser¢do da nadadeira
ventral, foram os marcos que tiveram maior influéncia sobre os resultados. Para a regido

positiva do componente principal 2, os marcos que direcionaram a distribui¢do dos organismos
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foram a insercdo da nadadeira ventral e a inser¢do posterior da nadadeira dorsal, e na parte
negativa foram a regido dorsal da cabeca e a insercdo posterior da nadadeira anal.
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Figura 05: Componentes principais que explicam a maior varia¢do dos dados morfométricos (CP1 26, 415% e CP2
20,656%). Em azul a populacao do alto Iguagu, em verde a do médio Iguacu e em vermelho a do baixo Iguagu.

Com relacdo as Variaveis Candnicas (CVA) foi possivel observar a formacdo de 3

grupos estatisticamente diferentes (Tabela 01).

Tabela 01: Valores de p gerados a partir da analise de varidveis candnicas para as populacdes do alto, médio e
baixo rio lguagu.

Distancia de Procrustes entre as populacfes

Alto Iguagu Médio Iguagu
Alto Iguacu -
Médio Iguacu | p=0,0248 -

Baixo Iguacu p=0,0188 p=0,0247
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Os dois primeiros eixos da CVA somaram 100% da variacdo corporal entre as
populacgdes (eixo 1: 61,674% e eixo 2: 38,326%) (Figura 06). Sendo a populacdo do alto Iguacu
localizada na regido positiva da variavel 1 e negativa da variavel 2. A populacdo do baixo
Iguacu localizada na regido negativa da variavel 1 e positiva e negativa da variavel 2. E a

populacdo do médio Iguacu localizada em sua maioria na regido positiva das varidveis 1 e 2.
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Figura 06: Varidveis Canénicas demonstrando a formacao de trés grupos distintos correspondentes as populagdes
de A. bifasciatus. A variavel canonica 1 contém 61,674% da variacdo dos dados e a variavel canbnica 2 contém
38,326%. Em azul a populagdo do alto Iguagu, em verde a do médio Iguagu e em vermelho a do baixo Iguagu.

Anadlises citogenéticas classicas e moleculares

As populagdes do médio e alto Iguagu tiveram um numero diploide de 50
cromossomos, ja a populacédo de A. bifasciatus do baixo rio Iguagu apresentou nimero diploide
de 48 cromossomos. As trés populagdes exibiram o primeiro par de cromossomos metacéntricos
de grande porte quando comparado aos outros cromossomos do complemento. A formula
cariotipica encontrada para as populacdes do médio e alto Iguacu foi a mesma, composta por 6

cromossomos metacéntricos, 24 submetacéntricos, 6 subtelocéntricos e 14 acrocéntricos, com
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namero fundamental de 86. J& a populacdo do baixo Iguagu teve sua formula cariotipica
constituida por 6 cromossomos metacéntricos, 22 submetacéntricos, 6 subtelocéntricos e 14
acrocéntricos, com namero fundamental de 82 (Figura 07). N&o foi constatada a presenca de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados.

As regibes organizadoras de nucléolo se apresentaram multiplas, para a populacgao do
médio lguacgu, presentes nos bracos curtos dos cromossomos do par 5 e em apenas um
homologo do par 16. As populagdes do alto e baixo Iguagu apresentaram regides organizadoras
de nucléolo simples, localizadas no centrémero de um homélogo do par 21 na populacdo do
baixo Iguacu e no braco curto de um homologo do par 16 para a populacéo do alto Iguagu. As
Ag-RONSs presentes nas populacdes do alto e médio Iguagu foram coincidentes com sitios de
DNAr 18S.

A localizacdo das regides de heterocromatina foi heterogénea entre as populacdes,
grande parte dos sitios de heterocromatina ocorreu na regido centromérica ou pericentromérica
da maioria dos cromossomos. Na populacéo do alto Iguagu ocorreram sitios heterocromaticos
na regido telomérica dos bracos longos do par 4, e em apenas um homdlogo dos pares 19 e 21.
Para a populacdo do médio Iguacu foram visualizados sitios heterocromaticos nos telomeros
dos bracos longos de um homologo dos pares 12, 16 e 23 e no par 19. Para a populacdo do
baixo Iguacu, foram observadas marcagdes de heterocromatina no braco curto do par 15 e na
regido telomérica do braco longo de um homdlogo do par 17 (Figura 08).

A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente revelou a presenca do DNAr 18S para a
populacdo do alto Iguacgu nos bracos curtos do par 16. Na populacéo do médio Iguagu ocorreram
marcacOes de DNAr 18S nos bracos curtos do par 5 e em um homdlogo do par 16. Enquanto
que para a populacdo do baixo Iguacu foram evidenciados sitios no centrémero de um
homologo dos pares 18 e 21 e na regido telomérica do brago longo do outro homologo 21. A
localizacdo do DNAr 5S na populacéo alto Iguacu foi na regido centromérica de um homoélogo
do par 3 e no par 19. Para a populacdo do medio Iguacu foram verificados na regido
centromerica do par 21 e de um homologo do par 4. Na populacdo do baixo rio Iguagu foi nos
bragos curtos dos cromossomos do par 15 (Figura 09). O gene DNAsn U2 apresentou sitios
localizados na regido centromérica de um homologo do par 10 para a populacdo do alto Iguagu.
A populagéo do medio Iguagu apresentou o gene DNAsn U2 localizado nos bragos curtos dos
cromossomos do par 13. A populacdo do baixo Iguacu exibiu um sitio do gene DNAsn U2

localizado no braco curto de um homélogo do par 6.
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Figura 07: Caridtipos de A. bifasciatus elaborados com coloragdo convencional (Giemsa) com destaque (a direita)
para os cromossomos marcados com Ag-RONSs. Alto Iguacu (a e b), médio Iguacgu (c e d), baixo Iguacu (e e f).
Barra = 10um. Legenda (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico, (st) subtelocéntrico, (a) acrocéntrico.
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Figura 08: Marcagdes de heterocromatina constitutiva em A. bifasciatus através de bandamento C. Em (a) alto
Iguacu, (b) médio Iguacu e (c) baixo Iguagu. Barra=10um.Legenda: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico, (st)
subtelocéntrico, (a) acrocéntrico.
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Figura 09: Localizacdo com marcadores cromossémicos de DNAr 5S (vermelho) e 18S (verde) em A. bifasciatus.
Com destaque a direita os cromossomos com marcador de DNAsn U2. Em (a) alto Iguacu, (b) médio Iguacu e (c)
baixo Iguacu. Barra = 10um. Legenda: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico, (st) subtelocéntrico, (a)

acrocéntrico.
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Discussao

As andlises morfométricas com PCA indicaram que as populacfes de A. bifasciatus
apresentam um compartilhamento de variagdes corporais dentro de um mesmo morfo-espaco,
0 que é corroborado pelo fato de que os Astyanax apresentam uma grande similaridade
morfoldgica, tanto dentro de uma populacdo quanto entre populagdes ou espécies distintas
(VAZZOLLER; MENEZES, 1992). Entretanto, os resultados revelam que além da area de
sobreposicdo da variacdo morfologica, cada populacdo apresenta uma tendéncia de
diferenciacdo corporal, visto que variacdes corporais no sentido positivo do componente
principal 1 (PC1+) apresentaram maior tendéncia de mudanga corporal para populacdo do
médio lguacu, enquanto que no sentido negativo do componente principal 1 (PC1 -) a variacao
corporal apresentou maior tendéncia para as populacdes do alto e baixo Iguacu. Por outro lado,
para 0 PC2 a maioria dos individuos das trés populagdes se localizou préximo a 0. Esta
sobreposicao dos caracteres entre os individuos, bem como a distingdo destes entre 0s mesmaos,
devem-se provavelmente a eventos antagénicos: por um lado, os regimes seletivos diferentes
podem gerar e manter diversidade morfologica entre as popula¢Ges, como resultado de
diferengas genéticas ou plasticidade fenotipica (ROBINSON; WILSON, 1994; TRAVIS,
1994). Por outro lado, o fluxo génico e a migracdo de individuos restringem e limitam a
diversificacdo adaptativa de populaces em ambientes distintos (LANGERHANS et al., 2003).
Espécies ou populacBes que ocupam os mesmos locais, podem apresentar morfologia
semelhante em resposta as adaptacdes ao ambiente fisico (GRANT, 1972), ou podem apresentar
morfologia divergente como resposta a competicdo interespecifica ou intraespecifica, com
consequente ocorréncia de niveis mais altos de especializagdo e estreitamento de nicho (GATZ,
1979a).

Partindo deste pressuposto, ao analisar as variaveis morfométricas mensuradas no
presente estudo, percebe-se que para a populacdo do médio rio Iguacu, a medida que teve maior
variagdo influenciando fortemente a distribui¢do dos individuos no componente principal 1, foi
a distdncia da insercdo anterior da nadadeira dorsal a insercdo da nadadeira ventral. Para as
populagdes do alto e baixo lguagu, a medida que mais influenciou o resultado foi a insercéo
posterior da nadadeira anal e a insercdo da nadadeira ventral. Com relacdo a PC2, para as trés
populacfes tanto a distancia entre a inser¢cdo da nadadeira ventral a insercdo posterior da
nadadeira dorsal, quanto a da regido dorsal da cabega até a insercéo posterior da nadadeira anal,
foram as medidas que tiveram maior influéncia sobre o resultado. Uma das possiveis

explicacOes para estas modificaces que foram distintas entre as populacées € o fato de que nos
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peixes, as caracteristicas morfoldgicas das espécies podem refletir aspectos ecoldgicos
importantes e dar indicativos de seus habitos e adaptaces aos ambientes onde vivem (GATZ,
1979a; WATSON; BALON, 1984; WINEMILLER, 1991). O que também reflete os limites de
seu desempenho e estabelece a amplitude de recursos que sdo capazes de explorar
(WAINWRIGHT, 1994).

No género Astyanax em especial, a grande capacidade dos peixes em colonizar
diferentes ambientes influencia na forma de seu corpo (ESTEVES; GALETTI Jr., 1995, HAHN
et al. 1998, VILELLA et al. 2002, ORSI et al. 2004), pois existe uma intima relacéo entre a
forma do corpo do organismo, sua estrutura corporal, fisiologia e 0 ambiente no qual ele vive,
sua ecologia alimentar e comportamento (LOWE-MCCONNELL, 1999). Caracteristicas do
individuo em relacdo ao seu meio, podem ser interpretadas como indicadores de habitos de
vida, ou de adaptacBes das espécies a ocupacao de diferentes habitats, ou seja, a forma das
nadadeiras, do corpo e da boca, influenciam a performance do peixe (GATZ, 1998; MAHON,
1984; PERES-NETO, 1999; WATSON; BALON, 1984; WINEMILLER, 1991).
Demonstrando a relacdo direta entre o formato do corpo e a maneira como o habitat é utilizado
(WINEMILLER, 1991), ou sua preferéncia na coluna d’agua e o tipo de alimentagdo
(WINEMILLER, 1992).

A variacdo observada entre a distancia da insercdo da nadadeira ventral a insercdo
posterior da nadadeira dorsal, pode modificar a altura relativa do corpo dos individuos,
refletindo possiveis adaptacdes a habitats distintos, visto que uma maior altura relativa do corpo
indica peixes que habitam regides com alta velocidade de correnteza (GATZ, 1979b). Enquanto
que corpos mais baixos e deprimidos habitam preferencialmente regides proximas ao
sedimento, pois esta morfologia favorece o desempenho na locomocdo sobre o substrato
(GATZ, 1979b). Além disso, os ajustes finos a locomocdo dos peixes sdo feitos pelas
nadadeiras, especialmente as pélvicas (BREDA; OLIVEIRA; GOULART, 2005), o que é
importante para peixes ocupando habitat I&nticos, onde frequentemente realizam manobras
(NEVES; MONTEIRO, 2003). A manutengdo da estabilidade do movimento e a realizagéo de
guinadas rapidas também dependem diretamente das nadadeiras dorsais e ventrais (BOND,
1979). Porque o arranjo destas nadadeiras ajusta a posi¢do do corpo durante a propulsdo,
abaixando-a para minimizar a resisténcia e para alcancar maior velocidade e elevagdo nas
guinadas e frenagens, assim como, permitindo a realizagdo de movimentos para a direita e para
a esquerda (deflexdes) (BREDA; OLIVEIRA; GOULART, 2005). Deve-se destacar ainda, que
apesar de ndo exibir tanta variacdo quanto a sua localizagcdo em A. bifasciatus, a nadadeira

adiposa apresenta funcéo equivalente a nadadeira dorsal (GOSLINE, 1971).
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Estas modificagdes nas nadadeiras influenciam diretamente a capacidade natatéria dos
peixes, o que é um fator crucial para a sobrevivéncia nos ambientes aquéaticos (TUDORACHE
et al. 2008). As interacdes predador-presa, os habitos alimentares, a reproducdo, a migragéo e
a dispersdo séo exemplos de processos de importancia ecoldgica, que dependem da capacidade
locomotora dos animais (KOLOK, 1999; REIDY; KERR; NELSON, 2000). Portanto, a
capacidade natatdria € considerada um fator determinante para o fitness dos peixes (PLAUT,
2001), visto que ela afeta a sobrevivéncia em termos individuais, estando por isso sujeita a
varias pressoes seletivas, que tendem a levar a um aumento do fitness evolutivo (PRIEDE,
1985). Atuando assim, de forma a provocar diferentes repostas a nivel fenotipico (FRANSSEN
et al. 2013).

Morfologicamente dentro do género Astyanax, a espécie A. scabripinnis possui um
formato de corpo diferencial, fusiforme, robusto e mais baixo, para reducao do gasto energético
na natacdo prolongada, que condiz com a morfologia dos peixes de rios com correnteza
moderada (ABILHOA; DUBOC, 2007) e em riachos localizados nas cabeceiras locais com
forte correnteza (VIEIRA et al. 2005), onde é encontrada tal espécie. De acordo com Moreira-
Filho e Bertollo (1991), as espécies do complexo A. scabripinnis apresentam sutil diferenciacéo
morfoldgica quando coletadas em diferentes bacias e comparadas entre si. Ou até mesmo podem
apresentar plasticidade fenotipica e diferenciacdo morfolégica quando verificadas na mesma
bacia hidrografica (CARAMASCHI, 1986). Enquanto que, para A. fasciatus, que normalmente
é encontrada em ambientes Iénticos, o formato do corpo é generalizado. Segundo Medrado et
al. (2008) em populacdes de A. fasciatus, mesmo que habitando uma Unica bacia hidrogréfica,
podem existir populacfes sofrendo pressdes ambientais distintas, influenciando diretamente
nos aspectos fenotipicos (ARTONI et al., 2006), como ocorreu para A. bifasciatus do presente
estudo, segundo a andlise de variaveis candnicas.

Este fendbmeno também ocorre em outras espécies de Astyanax, como demonstrado
por Santos e Araujo (2014), que ao utilizarem marcadores anatdmicos e analises morfométricas,
perceberam que especimes de A. bimaculatus, pertencentes a ambientes I6ticos e Iénticos
apresentaram diferenciacdo morfologica. Castro et al. (2014) em um estudo envolvendo
novamente a espécie A. scabripinnis evidenciaram que existem diferencas morfoldgicas na
espécie em duas regides do mesmo rio, isoladas por uma queda d’agua.

O resultado obtido pela anélise de variaveis Canonicas determina trés grupos
estatisticamente diferentes, que correspondem as trés populacfes de A. bifasciatus estudadas.
Tal diferenciacgdo significativa entre as populacdes de A. bifasciatus pode ser devida a inUmeros

fatores, dentre eles ao fato de que os Characiformes passaram por uma grande divergéncia
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evolutiva (GREENWOOD, 1966) sendo o género Astyanax considerado polifilético com base
em sua morfologia (MIRANDE, 2010). Caracteres morfologicos sdo raramente constantes
dentro das espécies, as quais podem apresentar desde pequena variacdo fenotipica até variacdes
em maior escala em populaces diferentes (TRAVIS, 1994). Segundo Langerhans (2009) tanto
as trocas funcionais como a heterogeneidade do ambiente sdo amplamente responsaveis pela
diversidade fenotipica dos organismos. A selecdo natural divergente que atua em diferentes
ambientes, surge geralmente de uma combinacédo de dois fatores: (i) uma troca funcional onde
0S organismos ndo podem otimizar simultaneamente varios tipos de desempenhos; e (ii) uma
mudanca no equilibrio da selecdo sobre estas variaveis de desempenho em funcdo do ambiente,
onde a selecdo num dos ambientes favorece determinado tipo de desempenho, enquanto esta
mesma selecdo num outro ambiente favorece outro tipo de desempenho (LANGERHANS
2008, 2009).

Sidlauskas, Mol e Vari (2011) discorrem que as mudancas no corpo dos individuos
também podem ser devidas a variacdo alométrica. Em seu estudo com espécies do género
Leporinus utilizando morfometria linear e geométrica 0s autores demonstraram que para a
morfometria linear as diferentes fases de vida dos individuos influenciavam nos resultados,
dando uma ideia ndo representativa da variacao real entre as espécies, 0 que nao ocorreu com a
utilizacdo da morfometria geométrica que corrige os efeitos alométricos. Sendo assim, no
presente estudo, as variagdes alométricas ndo tiveram influéncia sobre os resultados, uma vez
que além da utilizacdo da morfometria geométrica, foram empregados somente individuos
adultos na analise.

Adicionalmente, os resultados morfométricos do presente trabalho corroboram ao
afirmado por Gould e Johnston (1972) e Brett (1979), 0s quais asseguram que organismos da
mesma espécie, quando localizados em diferentes ambientes ou expostos a diferentes fatores
ambientais, podem apresentar fendtipos distintos. Em ambientes aquéaticos, os fatores
ambientais mais conhecidos sdo a variacdo de temperatura (HUBBS, 1922; BARLOW, 1961,
BEACHAM, 1990), velocidade da agua (CLAYTOR; MACGRIMMON; GOTS, 1991;
MCLAUGHLIN; GRANT, 1994; IMRE; MCLAUGHLIN; NOAKES, 2002) e a existéncia de
micro habitats (LUNDBERG; STAGER, 1985; LAYZER; CLADY, 1987; O’REILLY; HORN,
2004) induzindo a variagao intraespecifica entre os peixes. Em rios e riachos, desde a nascente
até a foz, existe um gradiente de condicdes fisicas que pode impulsionar uma série de respostas
adaptativas em suas populagdes constituintes, resultando em um continuum, de ajustes bioticos

(UIEDA, et al.,, 1980). Em tais ambientes, os organismos tendem a adquirir caracteres
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comportamentais e ecoldgicos, que de maneira geral, refletem a interacdo entre genotipo,
fendtipo e 0 ambiente (PERES-NETO, 1999).

Vannote et al. (1980) afirmam que a heterogeneidade ambiental é um fator presente
nos ecossistemas aquaticos que determina a estrutura das comunidades de peixes. Uma vez que
cabeceiras possuem poucos habitats, como pocas, pequenos remansos e corredeiras, onde 0s
nutrientes resultantes da decomposicdo da matéria organica, mais a entrada de alimentos
aloctones, sdo mais importantes que os processos autotroficos (VANNOTE et al., 1980). O
substrato € pedregoso, a agua é corrente, favorecendo a ocorréncia de peixes com morfologia
adaptada a natagdo efetiva (VANNOTE et al., 1980). Nos trechos inferiores, tém-se a planicie
de inundacdo predominantemente autdctone, com suas lagoas marginais, igapés, varzeas e
mangues, com uma tendéncia ao aumento da biodiversidade de habitats, devido ao aumento da
profundidade do rio (JUNK; BAULEY; SPARKS, 1989; JOHNSON; RICHARDSON;
NAIMO, 1995). Nesta regido a correnteza é baixa, as 4guas s&o mais turvas o substrato de fundo
é lodoso, existindo uma maior riqueza de organismos, cuja morfologia é distinta daquela
encontrada nos trechos mais altos do rio (JUNK; BAULEY; SPARKS, 1989; JOHNSON;
RICHARDSON; NAIMO, 1995). Esta diferenciacdo morfologica ocorrente, de acordo com
Castro et al. (2014), pode ser ainda mais pronunciada caso o fluxo génico entre os individuos
de diferentes regides seja reduzido, pois com o passar do tempo evolutivo, as populagdes podem
apresentar divergéncias morfoldgicas como consequéncia (ou ndao) da mudanca da frequéncia
génica.

Sabe-se que as varia¢bes morfoldgicas correspondem a respostas a pressoes seletivas
e resultam do fenbmeno de convergéncia (morfologia similar de espécies distantes
filogeneticamente) ou divergéncia (espécies proximas filogeneticamente, porém com
morfologias distintas) (WINEMILLER, 1991). Sendo esta divergéncia possivelmente devida a
exclusdo competitiva (GAUSE, 1934), pois, quando espécies filogeneticamente aparentadas
(ou populacdes diferentes) e com necessidades ecoldgicas semelhantes coexistem em um
ambiente, elas podem competir entre si e resultar na excluséo da espécie menos adaptada ou
diferenciacdo de nicho (MARGALEF, 1986; PIANKA, 1994). Assim, para evitar competicdo
direta por recursos, seria esperado que a populagéo de A. bifasciatus do médio rio Iguagu tivesse
uma maior especializacdo de nicho e consequentemente uma maior diferenciacdo morfologica
em relacdo as demais. O que ndo ocorreu, visto que a morfologia de todas as populagdes foi
significativamente diferente. Fato que pode ser explicado pela coexisténcia entre espécies

aparentadas ou populagfes ndo necessariamente acompanhada de competigéo pelos recursos
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ambientais (KNOPPEL, 1970). Além disso, pequenas variacGes na dieta podem existir, o que
facilitaria a coexisténcia (HYNES, 1970; GATZ, 1979a).

A complexidade do ambiente também tem efeitos sobre a morfologia dos organismos,
pois a disponibilidade diferencial de nichos devido aos varios niveis de aumento na
complexidade do ambiente, ocasiona efeitos distintos sobre a morfologia das espécies, levando
a selecé@o de morfotipos mais adaptados a estes ambientes (WINEMILLER 1991, ROBINSON,;
WILSON 1994, JONSSON; JONSSON 2001). Uma vez que com o0 aumento da complexidade
estrutural, ha um aumento do numero de obstaculos fisicos para a exploracédo desses habitats,
bem como a maior possibilidade de exploracdo de nichos (THOMAZ; CUNHA, 2010;
CARNIATTO et al. 2013). Porém, mesmo desconsiderando as possibilidades propiciadas pela
complexidade ambiental, Pakkasmaa e Piironen (2001) afirmam que é simplesmente
improvavel que um Unico fenotipo promova o melhor desempenho para uma espécie em todas
as condicbes ambientais as quais ela estd sujeita, visto que a diversificacdo morfoldgica
intraespecifica é um fator importante para a sobrevivéncia de uma espécie em determinado
ecossistema. Tais fatos possibilitam maior capacidade de adaptacdo as diferentes condicdes
ambientais, ao passo que um Gnico morfotipo ndo deve oferecer o melhor desempenho para
uma especie em todas as situacdes (PAKKASMAA; PIIRONEN, 2001). Sendo os casos de
diferenciacdo morfoldgica entre populacGes de peixes bem conhecidos, e podendo ser
comprovados estatisticamente para A. bifasciatus que acumulou um certo grau de diferenciagéo
morfologica.

Tal diferenciacdo morfoldgica ndo deve ser considerada como Unica fonte de evidéncia
em estudos taxondmicos, mas sim em conjunto com dados genéticos (WILL; MISHLER,;
WHEELER, 2005), visto que ambas as técnicas sdo complementares e representam formas
distintas de evidéncia (BUENO-SILVA, 2012). Sendo assim, se pode destacar que o numero
diploide obtido para as populac@es de A. bifasciatus do médio e alto rio Iguagu esteve de acordo
com o observado para outras populacGes da espécie, ja a populagdo do baixo rio Iguagu
apresentou nimero diploide nédo verificado em outros estudos, como evidencia a tabela 02.
Porém, tendo em vista que a familia Characidae apresenta uma grande amplitude numérica
cromossémica, com acentuada predominancia de nameros diploides entre 48 e 54 cromossomos
(83,7%), sequidos dos numeros entre 54 e 64 (10,2%) e depois entre 28 e 46 (5,9%) (CESTARI,
2006), as populacbes de A. bifasciatus do presente estudo, apesar das diferencas, exibem
nameros diploides entre 0s mais comuns para a familia.

Com relagdo ao género Astyanax, as populagdes de A. bifasciatus do meédio e alto

Iguacu obtiveram um numero diploide tido como conservado e a populacdo do baixo Iguacu,
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namero diploide derivado. Embora o nimero diploide para o género seja entre 36 cromossomos
como em A. shubarti e 50 cromossomos, a maioria das espécies exibe 50 cromossomos
(PACHECO et al., 2010). Diferencas no numero diploide entre populacdes da mesma espécie
sdo comuns em Astyanax, como ocorre no complexo A. scabripinnis com cariétipos compostos
por 46, 48 e 50 cromossomos (VICARI et al., 2008b) e no complexo A. fasciatus com nimeros
diploides de 45 cromossomos (PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006), 46 (JIM; TOLEDO,
1975; MORELLLI, 1983; PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006), 47 (PAZZA; KAVALCO;
BERTOLLO, 2006), 48 (MORELLI, 1983; ARTONI et al., 2006; PAZZA; KAVALCO;
BERTOLLO, 2006; MEDRADO et al., 2008) e 50 cromossomos (ARTONI et al., 2006).

A diminuicdo no numero diploide entre populagdes, a exemplo do que ocorre em A.
bifasciatus pode ser originada a partir de fusées cromossémicas, com aumento de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, e consequentemente reducdo dos subtelocéntricos e
acrocéntricos (VICARI et al., 2008a). Ocorridas distintamente entre populacbes e bacias,
provavelmente devido a restricbes no fluxo génico, ocasionadas pela presenca de obstaculos
naturais ou eventos historicos (MEDRADO et al., 2008). Adicionalmente para as trés
populacdes de A. bifasciatus do presente estudo, foi observado o primeiro par cromossémico
grande caracteristico de Characidae (SCHELL, 1973), caracteristica tida como
simplesiomadrfica no género Astyanax (SCHELL, 1973).

Além de diferencas no nimero diploide, as populagdes de A. bifasciatus analisadas
tiveram diferentes formulas cariotipicas e numeros fundamentais. Sendo para as populacées do
médio lguacu e alto Iguacu encontrado o nimero fundamental de 86 e a formula cariotipica de
6m+24sm+6st+14a. Enquanto que para a populagdo do baixo Iguagu o namero fundamental foi
de 82 e férmula cariotipica de 6m+22sm+6st+14a. Como pode ser observado na tabela 02 o
numero fundamental (NF) encontrado para a espécie varia entre 82 e 88, sendo o nimero 86 0
mais frequente. A formula cariotipica de A. bifasciatus neste trabalho apresentou todos os tipos
cromossémicos, com prevaléncia de cromossomos de dois bracos principalmente do tipo
metacéntrico como ocorre em outros Astyanax (PAZZA; KAVALCO, 2007). Ao comparar
outras populacdes da espécie percebe-se tanto formulas cariotipica iguais, quanto bastantes
distintas, inclusive com a auséncia de cromossomos subtelocéntricos (tabela 02). Tal
plasticidade entre as formulas cariotipicas e numeros fundamentais evidenciada neste estudo,
corrobora ao que propéem Moreira-Filho e Bertollo (1991), uma vez que os membros da ordem
Characiformes apresentam uma ampla variagdo na férmula cariotipica tanto em espécies de um
mesmo género, quanto em popula¢fes da mesma espécie. Assim, esta diferenciacdo também

ocorre com populacdes de outras espécies, como analisado no complexo A. scabripinnis, onde
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ocorrem diferentes formulas cariotipicas e o nimero fundamental varia de 76 a 100, fato
observado tanto para populagdes dentro (PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002; DOMINGUES,
2007; FERREIRA-NETO, 2009) quanto fora da bacia do rio Iguacu (TENORIO, 2013;
FERNANDES., 2014; YANO; MOREIRA-FILHO; MARGARIDO, 2014).

De acordo com Hoffman e Hieseberg (2008) as varia¢cdes no nimero fundamental e
na formula cariotipica observadas em diferentes populagdes ocorrem devido a eventos de
diversificacdo cariotipica como inversfes, uma vez que o numero diploide muitas vezes
permanece constante, alterando somente o numero de bracos cromossémicos. Além disso, a
presenca e acumulo de elementos transponiveis pode ser responsavel por varia¢fes genéticas e
por provocar rearranjos cromossomicos que resultem em tais modificagbes no ndmero
fundamental e na férmula cariotipica (MILLER; MCDONALD; PINSKER, 1997).

Tabela 02: Tabela comparativa dos dados citogenéticos de populaces de Astyanax bifasciatus da bacia do rio
lguagu.

Espécie Local de Coleta 2n  NF FC RONs B Ref.
Astyanax Rio Iguacgu, Nova 50 86 12m+12sm+12st+14a. M A 01
bifasciatus Prata do Iguacu,

baixo rio Iguagu
Astyanax Rio Iguacu, Séo 50 86  6m+24sm+6st+14a. S A 02
bifasciatus Mateus do Sul,
médio rio lguacu
Astyanax Reservatorio de 50 84 6m+16sm+12st+16a. S A 03
bifasciatus Salto Segredo,
Reserva do Iguagu,
baixo rio Iguagu
Astyanax Rio Guarani, 50 84 6m+28sm+16a. M A 02
bifasciatus Cruzeiro do Iguagu,
baixo rio Iguagu
Astyanax Rio lguagu, 50 88 4m+22sm+12st+12a. M A 04
bifasciatus Piraquara, alto rio

Iguacu
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Continuacao da tabela 02

Astyanax Reservatorio de 50 86  6m+24sm+6st+14a. - P 05
bifasciatus Salto Caxias, Nova
Prata do
Iguacu/Capitédo

Lednidas Marques,

baixo rio Iguagu

Astyanax Rio Piraquara, 50 86  6m+24sm+6st+14a. M A 06
bifasciatus Piraquara, alto rio

Iguagu
Astyanax Rio Iguagcu, Unido 50 86  6m+24sm+6st+14a. M A 06
bifasciatus da Vitoria, médio rio

Iguagu
Astyanax Rio Capanema, 48 84  6m+22sm+6st+14a. M A 06
bifasciatus Realeza, baixo rio

Iguagu

Fonte: 01-Barros e Margarido (1999), 02-Robaina e Cestari (1998), 03-Dias e Jalio Jr. (1996), 04-Ribeiro (2004),
05-Fazoli et al. (2003), 06-Presente estudo.

Nota: 2n (numero diploide), FC (férmula cariotipica), NF (nimero fundamental), B (cromossomo B), Ref.
(referéncia), m (metacéntrico), sm (submetacéntrico), st (subtelocéntrico), a (acrocéntrico), M (multipla), S
(simples), P (presente), A (ausente).

A localizacdo das Ag-RONs na regido telomérica do brago curto de um par de
cromossomos  subtelocéntricos é comum no género Astyanax (TENORIO, 2013) e foi
evidenciado no presente estudo para as populacdes do alto e médio rio Iguacu. Além disso,
foram observadas Ag-RONs mdltiplas para a populacdo do médio Iguacu, o que é relativamente
comum entre as espécies/populacdes de Astyanax (PAINTNER-MARQUES; GIULIANO-
CAETANO; DIAS, 2002). Incluindo outras populagdes de A. bifasciatus (tabela 02) e espécies
como A. minor, A. ribeirae e A. serratus (KANTEK et al.,, 2007; KAVALCO; PAZZA,
ALMEIDA-TOLEDO, 2010). Ag-RONs simples também foram encontradas nas populagdes
do alto e baixo rio Iguagu, as quais sdo menos comuns e mais basais que Ag-RONs multiplas
(SCHMID, 1980), mas também séo visualizadas em outros estudos envolvendo A. bifasciatus
(tabela 02) e em A. altiparanae (FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004; FERREIRA-
NETO, 2009; PACHECO et al., 2010; TENORIO, 2013; FERNANDES 2014; YANO;
MOREIRA-FILHO; MARGARIDO, 2014).
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As variacBes na localizagdo e nimero de Ag-RONSs acontecem ndo somente entre
espécies e populagBes distintas, mas também entre individuos de uma mesma populacdo
(LOURENCO; RECCO-PIMENTEL; CARDOSO, 1998). Sendo que tal diferenciacdo, pode
ser devida aos sitios de DNAr 45S apresentarem acentuada variabilidade (GALETTI Jr.;
MARTINS, 2004). Por outro lado, os agrupamentos de DNAr 45S negativos as Ag-RONs
sugerem que estes ndo apresentam atividade de transcri¢do perceptivel pela coloragdo com
prata, ou podem representar resquicios ndo funcionais de segmentos de DNAr 45S (GALETTI
Jr; MARTINS, 2004).

O padrdo de distribuicho da heterocromatina Constitutiva, evidenciado pelo
bandamento C, pode ocorrer em qualquer regido do cromossomo, mas ha uma prevaléncia de
que se localize nas regibes pericentroméricas como afirma Stephens et. al. (2005). As
populacdes de A. bifasciatus do presente estudo apresentaram predominancia de
heterocromatina pericentromérica, resultado semelhante ao encontrado por Fazoli et. al. (2003)
para A. bifasciatus da regido do baixo rio Iguagu. As populagdes de A. bifasciatus deste estudo
também exibiram marcacdes teloméricas dos bragos longos do par 4, e em apenas um homélogo
dos pares 19 e 21 na populacédo do alto Iguacu. Na populacdo do médio Iguagu ocorreram sitios
de heterocromatina na regido telomérica dos bracos longos de um homdlogo dos pares 12, 16 e
23 e no par 19. Para a populacdo do baixo Iguagu, foram observadas marcacOes de
heterocromatina no brago curto do par 15 e na regido telomérica de um homdlogo do par 17
(Figura 08). Esse padrao diferiu do observado por Fazoli et al. (2003) que evidenciou marcagdes
teloméricas nos pares 20, 21 e 22.

Estes polimorfismos de blocos heterocroméaticos podem ser explicados por trocas
desiguais, amplificacdo, acumulagéo e eliminacdo de sequéncias repetitivas nos cromossomos
(JOHN, 1988). Como o Crossing-over desigual na meiose, que envolve a troca de unidades
repetitivas entre cromossomos homdlogos que se pareiam erroneamente, podendo causar a
duplicacdo da sequéncia envolvida em uma cromatide e a delecdo na outra (FAN; CHU, 2007).
Jurka et al. (2007) complementam estes dados, afirmando que as grandes quantidades de
sequéncias de DNA repetitivo nos eucariotos, como ocorre na heterocromatina, também podem
ser devidos ao acUmulo por elementos transponiveis ou a ocorréncia de rearranjos
cromossémicos, dentre os quais as inversoes e translocagdes. Além disso, 0 modelo de eventos
de dispersdo de Schweizer e Loidl (1987) prediz que as regides teloméricas sdo mais propicias
a transferéncia de material genético devido a sua proximidade dentro do ndcleo interfasico,

acumulando assim maior quantidade de heterocromatina (SCHWEIZER; LOIDL, 1987), o que
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foi corroborado por A. bifasciatus do presente estudo, que exibiu blocos de heterocromatina
telomérica.

O mapeamento de sequéncias de DNAr 5S e 18S realizado revelou marcagdes
heterogéneas de DNAr 5S e 18S, em sua maioria em regides intersticiais, 0 que corresponde a
um padrdo ancestral entre os peixes (PENDAS et al., 1994; MARTINS; GALETTI Jr, 1999;
2001). As regides de DNAr 5S tendem a ser mais conservadas nos peixes, geralmente com
localizagdo em um par de cromossomos acrocéntrico e um par metacéntrico (FERRO;
MOREIRA-FILHO; 2001; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; MANTOVANI et al., 2005;
VICARI et al., 2008a), como ocorreu nas populacdes de A. bifasciatus do alto e médio rio
Iguacu, a qual apresentou a localizacéo de sitios de DNAr 5S em um par acrocéntrico e em um
homologo submetacéntrico, demonstrando que mais pares cromossémicos podem portar este
gene, como vem sendo documentado (FERRO; MOREIRA-FILHO; 2001; VICARI et al,
20083, presente estudo). A presenca de sitios de DNAr multiplos ocorreu na populagdo de A.
bifasciatus do alto e médio rio Iguacu, como também ocorre em outras espécies, como A.
dissimilis e A. ribeirae (KAVALCO; PAZZA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010). Para a populacéo
do baixo rio Iguacu foi observado apenas um par de DNAr 5S, a exemplo do que ocorre em
espécies como A. altiparanae e A. minor (DOMINGUES, 2007; FERREIRA-NETO, 2009;
KANTEK et al., 2008).

O gene DNAr 18S por outro lado, possui nimero e localizagdo variavel e multiplo em
Astyanax, (NEO; MOREIRA-FILHO; CAMACHO, 2000; FERRO; MOREIRA-FILHO, 2001;
MANTOVANI et al., 2005; VICARI et al.,, 2008a) corroborando ao observado para as
populagdes do presente estudo, nas quais a localizacdo deste gene foi distinta. Sendo os
mecanismos de transposicdo responsaveis por esta variacdo (FERNANDES; MARTINS
SANTOS, 2006, VICARI et al., 2008b).

Nédo foi evidenciada coincidéncia entre os sitios de DNAr 18S e 5S, o que é
considerado um padrdo comum para os vertebrados (SUZUKI; SAKURAI; MATSUDA, 1996)
e pode ser justificado pelo fato de tal condi¢do diminuir a ocorréncia de rearranjos da sequéncia
de 5S dentro do sitio portador do gene para DNAr 45S (MARTINS; GALETTI Jr., 1999). Por
outro lado, ocorreu a localizagdo coincidente do DNAr 5S com blocos de heterocromatina nas
trés populagdes, que € pouco comum, visto que € 0 DNAr 18S que muitas vezes esta associado
a heterocromatina telomérica, podendo ser transferido para sitios intersticiais de cromossomos
ndo homodlogos que estejam proximos (SCHWEIZER, LOIDL, 1987) e sendo afetado pelo
modelo de dispersdo Schweizer e Loidl (1987) assim como a heterocromatina, o que facilita

sua co-localizacdo.



61

O DNAsn U2 resultou em apenas um sitio em um homologo nas populacgdes do alto e
baixo Iguacu, enquanto a popula¢do do médio Iguagu exibiu marcagdes de DNAsn U2 em um
par cromossdmico. O DNAsn U2 apresenta sequéncia conservada nos eucariotos, mas o nimero
de sitios por genoma e a organizacdo, mesmo em relacao aos demais genes da familia DNAsn
pode variar bastante entre as espécies (BUSCH et al., 1982; DAHLBERG; LUND, 1988).
Portanto, o mapeamento cromossomico dos genes de DNAsn U2 revela variagbes, com
sequéncias acumuladas em um ou mais pares cromossdmicos e também de maneira dispersa
(UBEDA-MANZANARO et al., 2010; MERLO et al. 2012; MERLO et al. 2013;
UTSUNOMIA et al. 2014). Em sua maior parte, os DNAsns U2 estdo localizados em
cromossomos distintos daqueles portadores de sitios de DNAr 5S e 18S, como ocorreu no
presente estudo, mas ja foram relatados casos de co-localizacdo destes genes (MANCHADO et
al. 2006; UBEDA-MANZANARO et al., 2010), como ocorre em crustaceos (PELLICCIA et
al., 2001). Alem disso, o0 DNAsn U2 também foi observado em cromossomos sexuais de
Gymnotus pantanal, no cromossomo X1 (UTSUNOMIA et al., 2014).

Ou seja, estudos com DNAsn U2 demonstram resultados variados, como a presenca
de sitios alocados em cromossomos sexuais e Cromossomos supranumerarios, além da
identificacdo destes sitios co-localizados nos cromossomos com outras sequéncias e familias
de DNA repetitivo (MERLO et al., 2012; UBEDA-MANZANARO et al., 2010; SUPIWONG
et al. 2013; UTSUNOMIA et al., 2014).

O numero de sitios para DNAsn U2 é reduzido na maioria das espécies de peixes
(UTSUNOMIA et al., 2014; UBEDA-MANZANARO et al., 2010). O mapeamento de DNAsn
U2 em Astyanax revelou uma forte conservacéo do nimero destes sitios por genoma (PISCOR;
CENTOFANTE; PARISE-MALTEMPI, 2016), com distintas localizagdes no genoma de
diferentes espécies (SILVA, et al., 2015). No entanto, para A. bifasciatus ocorreram diferencas
intraespecificas com relacdo ao numero de localizacdo deste gene. Piscor, Centofante e Parise-
Maltempi (2016) observaram a presenca de dois pares cromossomicos distintos portadores de
sitios de DNAsn U2, nas espécies A. abramis, A. asuncionensis, A. altiparanae, A. bockmanni,
A. eigenmanniorum. De forma complementar Silva et al. (2015) também verificaram a presenca
de dois pares de cromossomos portadores de DNAsn U2 em A. paranae, A. fasciatus, A.
bockmanni e A. altiparanae. Em contrapartida, oS mesmos autores observaram a presenca de
apenas um par de cromossomos contendo DNAsn U2 em A. jordani, o que também ocorreu
para A. mexicanus (SILVA et al. 2015) e foi verificado para A. bifasciatus do médio rio Iguagu.
Com relagdo a localizagdo deste DNAsn U2 nos cromossomos, a maioria das espécies de

Astyanax exibe marcacOes centromericas ou pericentroméricas (PISCOR; CENTOFANTE;



62

PARISE-MALTEMPI, 2016), como ocorreu em A. bifasciatus do alto Iguagu, mas sitios
intersticiais também ja foram relatados (PISCOR; CENTOFANTE; PARISE-MALTEMPI,
2016), corroborando ao verificado em A. bifasciatus do médio e baixo Iguacu.

Ao considerar as analises morfométricas e citogenéticas em conjunto, € possivel obter
um cenario da diferenciac&o total de A. bifasciatus ao longo da bacia hidrogréafica do rio Iguagu.
Onde a diferenca significativa na morfologia entre as populag6es, estd em concordancia com as
modificacdes citogenéticas encontradas, em relacdo aos distintos nimeros diploides, formula
cariotipica e numero fundamental, associados as divergéncias no tamanho de sitios e posi¢do
ocupada pela heterocromatina constitutiva, Ag-RONs, DNArs 5S e 18S e DNAsn U2. Ou seja,
as diferencas morfoldgicas relacionadas a adaptacéo dos individuos a cada regido do rio Iguacu,
sdo refletidas nos caracteres cariotipicos distintos. Outro dado importante, € o fato de que as
variacdes morfoldgicas sdo significativas entre as trés populacdes de A. bifasciatus, porém, ao
observar a figura 06 se pode inferir que as populac@es do alto e médio Iguagu sdo orientadas no
mesmo sentido do eixo X das varidveis canonicas, o qual explica a maior variacdo nos dados,
sendo, portanto, mais semelhantes. O que €é corroborado pela diferenca no nimero diploide
exibida pela populacédo do baixo Iguacu.

Neste sentido, a diversidade morfoldgica presente associada com a variabilidade
cariotipica, sugerem uma dindmica na evolucao cariotipica compativel com os grupos de peixes
dulcicolas (CIPRIANO, et al., 2008). Com populacGes sujeitas a intensas fragmentacGes
populacionais, aliadas a diversificagdes morfoldgicas adequadas a exploracdo de hébitats
peculiares (POUILLY, et al., 2003; FREITAS; PETRERE; BARRELLA, 2005; READY;
FERREIRA; KULLANDER, 2006; CONCHEIRO-PERES, et al., 2007). Pois 0s movimentos
tectbnicos ocorridos na bacia hidrografica do rio Iguacu foram capazes de modificar
profundamente as pressoes seletivas que os individuos das diferentes regides estavam sujeitos,
propiciando a modificagdo peculiar de habitat e de nicho em cada regido, com consequente
adaptacédo diferencial dos organismos ao longo da bacia do rio Iguagu, 0 que por sua vez, €
refletido em seu fendtipo e genodtipo. Associado a isto, a compartimentalizacdo geoldgica da
bacia favoreceu a diminuicdo do fluxo génico entre os individuos das diferentes regides,
contribuindo para a fixacdo de caracteres distintos nas populagdes do alto, médio e baixo
Iguacu, resultando assim, na significativa variacdo morfoldgica e citogenética observada entre

as populacdes de A. bifasciatus da bacia do rio Iguagu.
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4.2 INFERINDO A DIVERSIFICACAO CARIOTIPICA POR FUSAO CENTRICA EM
Astyanax bifasciatus DO BAIXO RIO IGUACU

RESUMO

O numero diploide é um carater amplamente varidvel entre os peixes e possui ligacdo com o
padréo evolutivo das espécies e as modificagcdes ocorridas na historia biogeografica das regides.
Partindo deste pressuposto, o objetivo do presente trabalho foi compreender a diversificacéo
cariotipica por fusdo céntrica em A. bifasciatus do baixo rio Iguacu. Para isto, foi realizada uma
analise citogenética baseada na hibridizacdo in situ fluorescente com sonda de DNA telomérico,
em uma populacdo de A. bifasciatus pertencente a regido do baixo rio Iguacu. O numero
diploide de cromossomos encontrado foi de 48, com formula cariotipica
FC=6m+22sm+6st+14a e numero fundamental de 82. Sitios de DNA telomérico foram
evidenciados na regido terminal da maioria dos cromossomos e centromérica de apenas um par
cromossdmico. Os resultados obtidos indicam a ocorréncia de fuséo céntrica de cromossomos,
que seria o evento responsavel pela diminuicdo no nimero diploide da populagéo do baixo rio
Iguacu, quando comparada as demais populacdes da espécie. Tal diferenciacdo cariotipica
ocorrida provavelmente se relaciona com a histéria geomorfoldgica da bacia do rio Iguacu.

Palavras-Chave: Namero Diploide, DNA Telomérico, Diferenciacdo Populacional.

ABSTRACT

The number diploid is a character very variable between the fishes and has connection with the
evolutionary pattern of the species and how the changes that occurred in the biogeographic
history of the regions. Based on this assumption the objective of the present work was to
understand the karyotype diversification by centric fusion in A. bifasciatus from the lower
Iguacu river region. For this, a cytogenetic analysis was performed based on fluorescence in
situ hybridization with telomeric DNA probe in a population of A. bifasciatus that belonged to
the of the lower Iguacu river region. The diploid number of chromosomes found was 48, with
karyotype formula FC=6m+22sm+6st+14a and a fundamental number of 82. Telomeric DNA
sites were evidenced in the terminal region of the most of chromosomes and centromeric of just
only one chromosomal pair. What is indicative of centric fusion of chromosomes, that was
being the event responsible for the decrease in the diploid number of the lower population of
the Iguacu river, when compared to the other populations of the species. Like karyotypic
differentiation that happened, probably relates to the geomorphological history of the Iguacu
river basin.
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Introducéo

A regido Neotropical possui uma das ictiofaunas dulcicolas mais diversa do mundo
(VARI; MALABARBA, 1998). A configuracao de seus sistemas hidrograficos de grande porte
possibilita o isolamento de algumas populacdes ou espécies de peixes, atraves de barreiras
fisicas, quimicas ou bidticas, permitindo que evoluam dentro do proprio sistema (LOWE;
MCCONNEL, 1969). Neste sentido, estudos cariotipicos podem auxiliar na compreenséo da
diversidade genética, no entendimento da influéncia que a interconexdo de drenagens exerce
sobre a distribuicdo das espécies de peixes, no conhecimento da estrutura, organizacdo
molecular e comportamento dos cromossomos e no mapeamento de genes especificos, além de
que, 0 nimero cromossdmico € associado a possiveis divergéncias ocorridas durante a historia
biogeogréafica da regido onde a espécie habita (PAMPONET et al., 2008; PERES et al., 2012;
NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006).

O ndmero diploide entre os peixes € amplamente variavel, Oliveira et al. (2007)
observaram em peixes Neotropicais nimeros diploides desde 12 cromossomos, Como ocorre na
familia Rivulidae, até 134 cromossomos, como € verificado na familia Callichthydae. Para a
familia Characidae o nimero de cromossomos varia de 48 a 54 na maioria das espécies
(CESTARI, 2006). No género Astyanax, o nimero diploide vai de 36 cromossomos como em
A. shubarti até 50 cromossomos, nimero este considerado modal para o género (PACHECO et
al., 2010). Mesmo dentro das espécies sao verificados casos de variacdo no numero diploide,
como por exemplo no complexo A. scabripinnis, onde ocorrem numeros diploides que variam
de 46 a 50 cromossomos (MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr.; BERTOLO, 1978; MOREIRA-
FILHO; BERTOLLO, 1991; SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995; SOUZA; MOREIRA-
FILHO; GALETTI Jr., 1996; VICARI et al., 2008b entre outros) e no complexo A. fasciatus
com numero de cromossomos variando de 45 a 50 (JIM. TOLEDO, 1975; MORELLLI, 1983;
PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006; ARTONI et al., 2006; MEDRADO et al., 2008).

Desta forma, sabendo que diferentes nimeros diploides ocorrem amplamente em
Astyanax, inclusive dentro da mesma espécie, e que tais eventos representam uma notavel
diferenciacdo no padrdo evolutivo das mesmas (CUVIER, 1819), o objetivo do presente
trabalho foi compreender a diversificacdo cariotipica por fusdo céntrica em A. bifasciatus do

baixo rio Iguagu.
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Material e Métodos

Os espécimes utilizados para o presente trabalho pertenciam a bacia hidrogréafica do
rio lguacu e foram coletados na regido do baixo rio Iguagu, no municipio de Realeza (S
25°45°52.5 W 53°34°59.9) (6 machos ¢ 11 fémeas) (Figura 10). Foram seguidas boas praticas
de experimentagdo animal, autorizadas por Comité de Etica. Os espécimes estio em processo
de identificacdo taxonémica morfologica e deposito na colecdo ictioldgica do Museu de

Histdria Natural do Capdo da Imbuia, em Curitiba, Parana.

pr T o 50 100 200
& -“\ — — T
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@ Unizo da Vitéria - PR (médio Iguacu)

~~ Rio lguagu

Figura 10: Mapa do ponto de coleta na regido do baixo Iguagu (vermelho), com destaque a esquerda para o espécime
de A. bifasciatus coletado na regido.

As metafases mitdticas foram obtidas utilizando o protocolo de Bertollo; Moreira-
Filho e Galetti Jr (1986). A hidridizac&o in situ fluorescente (FISH) ocorreu de acordo com o
protocolo proposto por Pinkel; Straume e Gray (1986), com a estringéncia de 77% (2,5 ng/uL
sonda, 50 % formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, a 37 °C por 16 horas). Para a deteccdo
da sonda foi utilizado o anticorpo anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied
Science). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem
Vectashield. A sonda de DNA telomérico foi obtida por meio de amplificacdo pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com a utilizacdo dos primers degenerados (TTAGGG)4 e
(CCCTAA)4 (1JDO et al., 1991) e posterior marcacéo da sonda pelo Kit Nick Translation com
digoxigenina-11-dUTP, segundo as orienta¢fes do fabricante (Roche Applied Science). A
reacdo de amplificagdo da sonda foi a seguinte: 2,5 ul de tamp&o 10x, 1,5 ul de MgCI2 (50Mm),
1 ul de cada primer a 10ng/ ul, , 2,5 de dNTPs (2nM), 0,2 U de Taqg DNA Polimerase e dgua
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ultrapura até completar o volume de 25 pl. Com a programagcéo do ciclador térmico: dez ciclos
de desnaturacdo & 94°C por 1 min, seguido de anelamento & 55°C por 30 s e extensdo a 72°C
por 1 min. Posteriormente 30 ciclos desnaturacdo a 94°C por 1 min, seguido de anelamento a
60°C por 30 s e extensdo a 72°C por 1,30 min seguidos de um passo final de extensdo a 72°C
por 5 min e finalizando com uma temperatura de 4°C. A integridade da sonda entdo, foi
verificada em gel de agarose a 1%.

As laminas foram analisadas no microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Imager
A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl Zeiss®) em Camera Zeiss AxioCam MRm de
Captura Monocromaética com sensor CCD e resolucdo de 1.4 megapixels. Os cariétipos foram
montados com o auxilio do software Adobe Photoshop CC e os cromossomos foram
classificados segundo Levan; Fredga, e Sandberg (1964) em metacéntricos (m),

submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a).

Resultados

A espécie A. bifasciatus do presente estudo, pertencente a regido do baixo rio lguacu,
apresentou um numero diploide de 48 cromossomos. Formula cariotipica composta por 6
cromossomos metacéntricos, 22 submetacéntricos, 6 subtelocéntricos e 14 acrocéntricos, com
namero fundamental de 82. N&o foi constatada a presenca de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados. A hibridizacéo in situ fluorescente realizada com a sonda de
DNA telomérico revelou sitios na regido terminal da maioria dos cromossomos, além de um

ITS (Intersticial telomeric sequences) no par cromossomico 9 (Figura 11).
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Figura 11: Resultados da andlise citogenética em A. bifasciatus do baixo rio Iguacu. Em (a) ideograma mostrando
a localizacdo das marcacgdes teloméricas intersticiais no par cromossémico 9. Em (b) o cariétipo com as marcagdes
de DNA telomérico. Barra=10um. Legenda: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico, (st) subtelocéntrico, (a)

acrocéntrico.
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Discussao

O numero diploide de 48 cromossomos encontrado para A. bifasciatus do baixo Iguagu
no presente estudo é inédito para a espécie, que até o presente momento havia apresentado 50
cromossomos como numero diploide para todas as populacdes analisadas na bacia hidrogréfica
do rio Iguacu, (DIAS; JULIO Jr., 1996; ROBAINA; CESTARI, 1998; BARROS;
MARGARIDO, 1999; FAZOLI et al., 2003; RIBEIRO, 2004; BARTH et al. em prepara¢édo) da
qual é endémica (BAUMGARTNER et al., 2012). Com a diferenciacdo do numero diploide,
ocorreu a consequente modificagdo da formula cariotipica e do nimero fundamental de A.
bifasciatus deste estudo em comparaco com outras populacdes da espécie (DIAS; JULIO JR.,
1996; ROBAINA; CESTARI, 1998; BARROS; MARGARIDO, 1999; FAZOLI et al., 2003;
RIBEIRO, 2004; BARTH et al. em preparacdo). Ainda, a populacdo de A. bifasciatus do
presente estudo apresentou o primeiro par cromossémico grande caracteristico de Characidae
(SCHELL, 1973), cuja caracteristica é tida como simplesiomoérfica no género Astyanax
(SCHELL, 1973). Desta forma, como a maioria das espécies de Astyanax exibe numero diploide
de 50 cromossomos (PACHECO et al., 2010), assim como as demais populacbes de A.
bifasciatus (DIAS; JULIO JR., 1996; ROBAINA; CESTARI, 1998; BARROS;
MARGARIDO, 1999; FAZOLI et al., 2003; RIBEIRO, 2004; BARTH et al. em preparacéo),
provavelmente a condicdo de 48 cromossomos observada, é derivada da condicdo de 50
Cromossomos.

Partindo deste pressuposto, os eventos de fusdo céntrica, podem diminuir o nimero
dipléide das espécies (VICARI et al., 2008a), sendo este o provavel fenbmeno que ocorreu em
A. bifasciatus. Tal afirmacdo é sustentada pela observacdo de um ITS no par cromossémico 9.
Uma vez que tais sequéncias originalmente se localizam na regido terminal dos cromossomos
e, portanto, sua localizagdo em sitios intersticiais € associada a eventos de rearranjos
cromossémicos que envolvam os telémeros, como fusdes, inversdes ou translocagdes, ocorridas
a partir de uma condicdo ancestral, durante a evolugéo das espécies (OCALEWICZ, 2013).

Em Astyanax j& foi relatada a presenca de diferentes nimeros diploides em populagtes
distintas pertencentes a mesma bacia hidrografica, a exemplo do que ocorreu com A.
bifasciatus. Justi (1993) ao estudar duas populacdes de A. fasciatus pertencentes a diferentes
regides da bacia do rio Sdo Francisco, verificaram um cariotipo composto por 48 cromossomos
e outro por 46 cromossomos. Padrdo também verificado por Heras (1998), para a mesma
espécie e bacia hidrografica. Daniel-Silva (1996) também observou diferentes nimeros

diploides em populacdes de A. fasciatus de diferentes regibes do rio Mogi-Guagu, com
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individuos apresentando 45, 46 e 47 cromossomos. Assim como A. fasciatus, A. scabripinnis
também exibe diferentes nimeros diploides, Mizoguchi e Martins-Santos (1998) por exemplo,
ao analisar duas populacbes pertencentes a bacia hidrografica do rio lvai, constataram a
presenca de um cariétipo composto por 48 cromossomos para uma das populacdes e outro
formado por 50 cromossomos. Adicionalmente, muitos outros estudos vém relatando a presenca
de diferentes nimeros diploides para estas espécies (JIM. TOLEDO, 1975; MORELLI, 1983;
MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; SOUZA; MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr., 1996;
PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006; ARTONI et al., 2006; VICARI et al., 2008b,
MEDRADO et al., 2008, entre outros).

Além destas diferencas relacionadas ao numero diploide, A. bifasciatus exibe
diferencas interpopulacionais com relacao a localizacao das regides organizadoras de nucléolo,
0 padrédo de banda C, e os sitios de DNAr 5S, 18S e DNAsn U2 como evidenciado por Barth et
al. (em preparagdo). Diferenciacdo esta, que fica ainda mais pronunciada ao considerar um
estudo realizado por Fazoli et al. (2003) no baixo rio Iguagu, onde foi verificada a presenca de
cromossomos supranumerarios em A. bifasciatus, fato que reforca ainda mais a ideia de que
existe uma variabilidade cariotipica pronunciada para A. bifasciatus do baixo Iguagu.

Tal variabilidade cariotipica presente em A. bifasciatus pode estar relacionada a
biogeografia da bacia hidrogréafica do rio Iguacu. Uma vez que a formacdo da serra do mar, o
isolamento da bacia do rio Iguacu da do rio Parand, e a compartimentalizacdo geoldgica da
bacia do rio Iguacu, provocada pelo soerguimento dos trés planaltos paranaenses (HAUCK,
2009) ocorridos ha cerca de 22 milhdes de anos (MINEROPAR, 2001), modificaram as
caracteristicas da regido, o que pdde restringir a distribuicdo das espécies e populacdes
(BAUMGARTNER et al., 2012).

Em complemento, Garutti (1995) assegura que 0s peixes do género Astyanax exibem
distribuicdo estruturada, o que sugere um grande nivel de endemismo, uma vez que dentro de
uma mesma bacia hidrografica sdo encontradas muitas formas com distribuicdo geografica
parcialmente restrita, como ocorre na bacia hidrografica do rio Iguacu. Portanto, se supde que
Astyanax nédo forma um grupo uniforme, ocorrendo varia¢Ges de populacéo para populacdo, em
parte pelo grupo habitar uma grande variedade de microambientes (GARUTTI; BRITSKI,

2000). O que pode explicar a variabilidade cariotipica presente em A. bifasciatus.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo houve a integracdo de técnicas de andlise morfoldgica e
citogenética, a fim de caracterizar a espécie A. bifasciatus e fazer inferéncias sobre a
influéncia que a geomorfologia da bacia hidrogréfica do rio lguagu exerceu sobre a
diversificagdo e variabilidade da espécie.

A analise morfologica demonstrou pequena sobreposicdo de carateres entre as
populacdes de A. bifasciatus do alto, médio e baixo Iguacu. No entanto, estas populacfes
foram significativamente diferentes quanto a totalidade de suas varia¢cbes morfologicas,
tendo a localizacdo da insercdo das nadadeiras como carateres que tiveram maiores
alteracdes.

A citogenética revelou diferente nimero diploide para a populacdo do baixo rio
Iguagu em comparagdo com as demais, 0 que consequentemente levou a uma variagao no
numero fundamental e formula cariotipica desta populacdo. Enquanto que as populacfes do
médio e alto rio Iguacu tiveram tanto o nimero diploide quanto a formula cariotipica e
numero fundamental iguais.

A localizagdo das Regides organizadoras de nucléolo se mostrou simples para as
populacBes do alto e baixo Iguagu e multipla para a populacdo do médio Iguacu. A técnica
de bandamento C evidenciou diferencas interpopulacionais na localizagdo dos sitios de
heterocromatina, os quais se localizaram em sua maioria na regido centromérica e
pericentromérica dos cromossomos, com marcacdes variaveis nas regides teloméricas, as
quais também estiveram coincidéncia com regides de DNAr 5S.

Os sitios de DNAr 5S e 18S e DNAsn U2 foram variaveis entre as populacdes,
tanto no numero, tamanho e localizacdo das marcac6es. Sendo a localizacdo do DNAr 18S,
em sua maioria, coincidente com as regides organizadoras de nucléolo.

A localizacéo de sequéncias de DNA telomérico na populacdo do baixo rio Iguacu,
revelou marcagdes intersticiais em um par cromossémico, fornecendo evidéncias que
podem explicar a diminui¢do no nimero diploide desta populag&o.

A integracdo dos resultados morfoldgicos e citogenéticos indica uma grande
diferenciacédo entre as populagdes de A. bifasciatus, fato que pode ser devido aos eventos
geomorfologicos que ocorreram na bacia do rio Iguacu e modificaram profundamente a

ecologia entre as diferentes regides.
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ANEXO A: LICENCA PERMANENTE PARA A COLETA DE MATERIAL

ZOOLOGICO MMA/IBAMA/SISBIO:1511-1.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15115-1 | Data da Emissdo: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no Ibama: 550248 INome: Roberto Ferreira Artoni CPF: 138.548.798-00
Nome da Instituiciio : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observaqoes ressalvas e condlclonantes

1 de {a) 0 ) nas atividades previ nesta izagh de i xpedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia
(CNquMCT
Alicenca permanenie nao & valda para: a) coleta ou 1e de & que nas listas oficiais de especies ameagadas de

2 extingao; b) ¢do de espécit de fauna sik em cative c) recebimento ou envio de material bicldgico ao
exterior; e d) de isa em unid: deeonservaqeoledsrdouem A igdo prevista no item d n&o se aplica as categorias
Reserva Parti do Patriménio Natural, Area de R gico e Area de Protegéo Ambi por terras privad:
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Ed ambiental de em%msnwe

& Esta autorizagéo exime o isador titular da » de atender ao di na 2 iva Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema

‘_Nau‘onaldeAn#lammmdeAvesSilvesm4
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9 |aogrupo émico de i tando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta cu captura que nio comprometa a viabilidade
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10 O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, orio de ativi a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversério de
emissédo da lice! anente.
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[T_| ORDEM Characiformes, Gymnotiformes. Tetraodontiformes. Siluriformes. Synbranchiformes, Perciformes
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Destino do material biolégico coletado

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugio Normativa Ibama n®154/2007. Através
do cbédigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na intemet (www.ibama.gov.brisisbio).
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ANEXO B: COMITE DE ETICA E EXPERIMENTACAO ANIMAL DA
UNIVERSIDADE DE PONTA GROSSA

UE/i DOPROPE

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA D Pra-Rettorio de Pesqras ¢ Pée-Graduacho

00 sCEEA

D SUB-COMISSAD DE FTICA EM ANIMAIS

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordinaria realizada nesta data, a
Comiss3o de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “"Biodiversidade, Citogenética e
Preservagao dos Peixes dos Campos Gerais II” de

respensabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maioc de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAL - SCEEA
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Coordenador substituto da SCEEA
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