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RESUMO

A Familia Characidae (Characiformes) € a mais diversa em namero de espécies entre 0s
peixes neotropicais. Muitos géneros dessa Familia, por ndo apresentarem evidéncias de
monofiletismo, sdo considerados como Incertae Sedis, como é o caso de Astyanax. Este
género agrupa peixes popularmente conhecidos como lambaris, sendo composto por 155
espécies validas. Astyanax serratus é considerada endémica do Rio lIguagu, onde esta
amplamente distribuida. Astyanax laticeps ocorre nas bacias costeiras da regido litoranea do
Uruguai, sul e sudeste brasileiro. Estas espécies sdo morfologicamente semelhantes e estdo
incluidas no complexo Astyanax scabripinnis. O objetivo do presente estudo foi verificar se
A. serratus e A. laticeps constituem uma mesma espécie, em sinonimia, ou formam unidades
evolutivas distintas, mas cripticas. Assim, foi empregada analise morfométrica, incluindo
medicOes das proporcdes corporais em relagdo ao comprimento do corpo e da cabeca,
contagem do numero de dentes, cuspides e de raios nas nadadeiras. A analise citogenética
consistiu em prepara¢fes cromossdmicas com coloracdo convencional por Giemsa,
localizacdo de heterocromatina constitutiva pelo método de bandamento C, deteccdo das
regibes organizadoras de nucléolos por impregnacdo com nitrato de prata (Ag-RONSs) e
hibridacdo in situ fluorescente com sondas de DNA ribossomal (rDNA) 5S e 18S. As
sequéncias utilizadas como DNA barcode foram obtidas através da amplificacdo parcial do
gene citocromo c oxidase | e a distancia genética calculada pelo método Kimura 2 Parametros
(K2P). Os resultados da analise morfométrica revelaram pré-maxilar com duas séries de
dentes, presenca de ganchos nas nadadeiras anal e pélvicas de machos, corpo alongado, com
uma mancha umeral com prolongamento anteroventral estreito em ambas as espécies. A
citogenética evidenciou mesmo numero dipldide, de 50 cromossomos, incluindo o primeiro
par de cromossomos metacéntricos de grande porte em relacdo aos demais do complemento,
mesma formula cariotipica (4m + 24sm + 6st + 16a) e mesmo numero fundamental (84). As
marcacOes de rDNA 5S coincidiram na regido centromérica do par cromossémico 19 e foram
evidenciados sitios multiplos de rDNA 18S, localizados nas regides telomeéricas dos
cromossomos em ambas as espécies analisadas. As Ag-RONs mostraram-se coincidentes com
0s sitios de 18S na maioria dos casos. A distribuicdo dos blocos de heterocromatina
constitutiva ocorreu preferencialmente nas regibes centroméricas e terminais dos
cromossomos, coincidentes com a maioria dos sitios ribossomais e das Ag-RONs nas regides
teloméricas. A analise do DNA barcode através do gene COI revelou uma divergéncia
genética interespecifica de 0,2%, indice abaixo do considerado limiar para a separacdo de
espécies de peixes (2%). Estes diferentes niveis de analise sugerem que A. serratus e A.
laticeps sdo espécies sindbnimas, ampliando a ocorréncia de A. laticeps para a bacia do Rio
Iguacu e reforcando a hipdtese de compartilhamento de fauna, provocado pelas atividades
tectonicas do escudo cristalino. As variagdes interespecificas encontradas no mapeamento de
heterocromatina constitutiva, Ag-RONs e rDNA 18S sdo comuns em Astyanax e derivam de
eventos nao robertsonianos, mas também podem refletir um processo de vicariancia, com o
isolamento geogréfico das bacias hidrograficas e restricdo de fluxo génico entre a populagédo
do rio Iguagu e populacdes litoraneas.

Palavras-chave: Evolucdo, Taxonomia, Characiforme, Complexos de Espécies.



ABSTRACT

The family Characidae (Characiformes) is the most diverse in number of species among
Neotropical fish. Many genera of this family, for no to present evidence of monophyly, are
considered Incertae Sedis, such as Astyanax. This genus of fish groups popularly known as
lambari, comprises 155 valid species. Astyanax serratus is considered endemic of the Iguacu
River, where is largely distributed. Astyanax laticeps occurs in coastal basins of the coastal
region of Uruguay, south and southeast Brazil. These species are morphologically similar and
are included in the complex A. scabripinnis. The purpose of this study was to determine A.
serratus and A. laticeps are the same species in synonymy, or form distinct evolutionary units,
but cryptic. Therefore, was used morphometric analysis, including measurements of body
proportions relative to length of the body and of the head, counting number of teeth, cusps
and fins. Cytogenetic analysis consisted in chromosome preparations conventional Giemsa
staining, localization of constitutive heterochromatin by C-banding method, detection of
nucleolar organizer regions (NORs) by impregnation with silver nitrate (Ag-NORs) and
fluorescent in situ hybridization using DNA probes ribosomal (rDNA) 5S and 18S. The
sequences used as DNA barcode, were obtained by partial amplification of cytochrome c
oxidase I (COIl) gene and the genetic distance calculated by the method of Kimura 2-
parameters (K2P). The results of morphometric analysis revealed pre-jaw with two series of
teeth, presence of hooks on anal and pelvic fins of males, elongated body with a humeral spot
with narrow anteroventral extension in both species. Cytogenetic showed the same diploid
number of 50 chromosomes, including the first pair of large metacentric chromosomes in
relation to the others complements, the same karyotype formula (4m + 24sm + 6st + 16a) and
even fundamental number (84). The markings of 5S rDNA coincide in the centromeric region
of chromosome 19 pair and were evidenced multiple sites of 18S rDNA, located in the
telomeric regions of the chromosomes in both species analyzed. The Ag-NORs showed to be
coincident with 18S sites in most cases. The distribution of constitutive heterochromatin
blocks occurred preferentially in the centromeric and terminals regions of chromosomes,
coincident with the location of ribosomal sites and Ag-NORs in telomeric regions. The
analysis of DNA barcode through the COI gene revealed an interspecific genetic divergence
to 0.2%, a rate below the threshold considered for the separation of fish species (2%). These
different levels of analysis suggest that A. serratus and A. laticeps are synonymous species,
increasing the occurrence of A. laticeps for the Iguacu River basin and enhancing the
hypothesis of fauna sharing, caused by tectonic activities of crystalline shield. The
interspecifc variations found in the mapping of constitutive heterochromatin, Ag-NORs and
18S rDNA are common in Astyanax and derived of events no robertsonian, while the
differences may reflect the vicariant process, with geographic isolation of watersheds and
gene flow restriction among the population of the Iguacu River and coastal populations.

Keywords: Evolution, Taxonomy, Characiform, Species Complex.
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1 INTRODUCAO

1.1 ORDEM CHARACIFORME COM ENFASE NA FAMILIA CHARACIDAE

Os peixes desta Ordem apresentam corpo coberto por escamas cicloides e nadadeiras
pélvicas em posi¢do abdominal (BAUMGARTNER et al., 2012). A distribuicdo das espécies
da Ordem Characiforme abrange a Africa do Sul e América, compreendendo peixes que
variam desde poucos centimetros até maiores que meio metro de comprimento
(MALABARBA et al., 2013).

Os caraciformes habitam uma grande variedade de ecossistemas, desde rios e corregos
de correnteza na regido Neotropical, até tributarios Iénticos de planicies de inundagdo das
Américas e Africa. Destacam-se ainda, pela sua importancia econdmica e ecoldgica, atuando
na manutencdo de ecossistemas, em termos de fluxo de energia e ciclagem de materiais
(OLIVEIRA, 2011a).

Esta Ordem destaca-se na ictiofauna Neotropical pelo elevado nimero de espécies,
compreendendo 3.381 espécies validas (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003,
ESCHMEYER; FONG, 2015), agrupa trés Familias africanas (Citharinidae, Distichodontidae
e Hepsetidae), 14 Familias neotropicais (Acestrorhynchidae, Anostomidae, Characidae,
Chilodontidae, Crenuchidae, Curimatidae, Ctenoluciidae, Cynodontidae, Erythrinidae,
Gasteropelecidae, Hemiodontidae, Lebiasinidae, Parodontidae, Prochilodontidae e
Serrasalmidae) e uma Familia trans-Atlantica (Alestidae) (MIRANDE, 2009).

A distribuicdo da Familia Characidae € ampla na regido Neotropical, ocorrendo desde
o sul dos Estados Unidos até o norte da Patagbnia na Argentina, sendo especialmente diversa
nos rios da Amazonia, do Orinoco e de La Plata (MIRANDE, 2009; 2010). Seu tamanho
corporal varia de pequeno a grande porte e suas estratégias reprodutivas e alimentares sdo
diversificadas (BAUMGARTNER et al., 2012).

Com um total de 2.182 espécies validas (ESCHMEYER; FONG, 2015), esta Familia é
a quarta mais numerosa entre 0s peixes e a primeira da ictiofauna Neotropical (MIRANDE,
2009). O elevado numero de espécies e 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, Bryconamericus e Hyphessobrycon (REIS;
KULLANDER; FERRARIS, 2003; MIRANDE, 2009; BAUMGARTNER et al., 2012).



Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Evolutiva 14

1.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Astyanax

Descrito inicialmente por Baird e Girard (1854), o género Astyanax havia sido
incluido na Subfamilia Tetragonopterinae por Géry em 1977. Reis, Kullander e Ferraris
(2003), apos realizarem estudos morfométricos, evidenciaram a falta de monofiletismo em
Astyanax, e 0 agruparam com outros géneros como Incertae Sedis da Familia Characidae. Um
dos aspectos evolutivos que dificulta a delimitacdo de espécies neste género é a ocorréncia de
convergéncia morfoldgica (WILKENS; STRECKER, 2003; PROTAS et al., 2006).

Composto por 155 espécies validas (ESCHMEYER; FONG, 2015) e com ampla
distribuicdo na regido Neotropical, com destaque nas bacias da América do Sul, os Astyanax
sdo popularmente conhecidos como “lambaris” (MALABARBA et al., 2013). Caracterizam-
se pela presenca de 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). Este género € considerado de relativa importancia para estudos
de padrdes biogeogréaficos e de vicariancia, devido sua ampla distribuicdo geogréafica, estando
assim submetido aos eventos geoldgicos nos sistemas de dgua doce (BAIRD; GIRARD, 1854;
GARCIA; DOMINGUEZ E DOADRIO, 2008).

Estudos citogenéticos em Astyanax evidenciaram numero diploide variando desde 36
cromossomos em A. schubartti (MORELLI et al, 1983; DANIEL SILVA; ALMEIDA-
TOLEDO, 2001; 2005) até 50 cromossomos para a maioria das espécies, como em Astyanax
altiparanae, Astyanax eigenmanniorum, Astyanax janeiroensis, Astyanax mexicanus,
Astyanax scabripinnis, Astyanax bifasciatus e Astyanax minor (FAUAZ; VICENTE;
MOREIRA-FILHO, 1994; MAISTRO, et al., 1994; CARVALHO; OLIVEIRA; FORESTI,
2002; DOMINGUES, et al., 2007; KAVALCO; ALMEIDA-TOLEDO, 2007; PAZZA, 2007),
ndo havendo cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados (MORELLI et al., 1983).

Oliveira (2011b) destaca a organizagdo de espécies que compartilham caracteristicas
morfoloégicas em comum, sem necessariamente pertencer a um grupo natural, incluidas em
complexos, como: complexo Astyanax fasciatus (MELO, 2005; PAZZA et al., 2008) e o
complexo A. scabripinnis (BERTACO; LUCENA, 2006). Mesmo com a auséncia de estudos
filogenéticos que suportem esta organizacdo, o agrupamento em complexos de espécies
facilita os trabalhos taxonémicos em grupos muito especiosos, como no caso dos Astyanax
(OLIVEIRA, 2011b).

Segundo Caramaschi (1986), Astyanax scabripinnis apresenta plasticidade fenotipica e

morfolégica. Fowler (1948) reconheceu seis subespécies em A. scabripinnis, sendo: A.
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scabripinnis (JENYNS, 1842), A. scabripinnis rivularis (LUTKEN, 1874), A. scabripinnis
longirostris (STEINDACHNER, 1907), A. scabripinnis intermedius (EIGENMANN, 1908),
A. scabripinnis laticeps (COPE, 1984) e A. scabripinnis paranae (EIGENMANN, 1927). Em
1991, Moreira Filho e Bertollo, realizaram estudos citogenéticos e morfoldgicos comparativos
em populagdes de A. scabripinnis e propuseram caracterizar estes peixes como um complexo
de espécies. Ingenito e Duboc (2014), baseados no estudo de Bertaco e Lucena (2006),
relataram 29 espécies incluidas dentro do complexo A. scabripinnis, sendo: A.
brachypterygium (BERTACO; MALABARBA, 2001); A. burgerai (ZANATA; CAMELIER,
2009); A. courensis (BERTACO; CARVALHO; JEREP, 2010); A. cremnobates (BERTACO;
MALABARBA, 2001); A. epiagos (ZANATA; CAMELIER, 2008); A. goyanensis
(MIRANDA-RIBEIRO, 1944); A. guaricana (OLIVEIRA; ABILHOA; PAVANELLI, 2013);
A. gymnogenys (EIGENMANN, 1911); A. intermedius (EIGENMANN, 1908); A. ita
(ALMIRON; AZPELICUETA; CASCIOTTA, 2002); A. jacobinae (ZANATA; CAMELIER,
2008); A. jenynsii (STEINDACHNER, 1877); A. jordanensis (ALCARAZ; PAVANELLI;
BERTACO, 2009); A. laticeps (COPE, 1894); A. leonidas (AZPELICUETA; CASCIOTTA;
ALMIRON, 2002); A. microschemos (BERTACO; LUCENA, 2006), A. obscurus (HENSEL,
1870); A. ojiara (AZPELICUETA; GARCIA, 2000), A. paranae (EIGENMANN, 1914); A.
paris (AZPELICUETA; ALMIRON; CASCIOTTA, 2002); A. pirabitira (LUCENA;
BERTACO; BERBIGIER, 2013); A. pirapuan (TAGLIACOLLO et al., 2011); A. rivularis
(LUTKEN, 1875); A. scabripinnis (JENYNS, 1842); A. serratus (GARAVELLO; SAMPAIO,
2010); A. totae (HALUCH; ABILHOA, 2005); A. troya (AZPELICUETA; CASCIOTTA;
ALMIRON, 2002); A. turmalinensis (TRIQUES; VONO; CAIAFA, 2003) e A. varzeae
(ABILHOA; DUBOC, 2007).

1.3 Astyanax laticeps

Esta espécie foi descrita inicialmente por Cope (1894), como Tetragonopterus laticeps
e incluida por Eingemann (1910; 1921) como uma subespécie de A. scabripinnis. Apenas em
2001 foi definida como uma espécie valida, reconhecida como Astyanax laticeps
(BERTACO; MALABARBA, 2001; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003).

A ocorréncia de A. laticeps foi registrada em drenagens costeiras do Uruguai e do
Brasil, até o sul do Parana, na bacia do rio Uruguai (AZPELICUETA; LOUREIRO, 2009;
BERTACO; LUCENA, 2010) e também na bacia Atlantica do Paranad e do Rio Ribeira de
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Iguape, onde era identificada anteriormente como Astyanax janeiroensis (OLIVEIRA,
2011b).

Em sua redescricdo, realizada por Bertaco e Lucena (2010), A. laticeps foi distinguida
das demais espécies do complexo A. scabripinnis pela presenca de uma mancha umeral preta
com alongamento anteroventral estreito, atravessando a linha lateral para baixo, de um a trés
dentes maxilares com uma variacdo de 1 a 3 cuspides e com ganchos 0sseos nas nadadeiras

anal e pélvicas de machos.

1.4 Astyanax serratus

Esta espécie foi inicialmente citada como Astyanax sp. D por Sampaio (1988) e teve
sua descri¢do morfologica e registro de ocorréncia no alto e baixo Iguacu realizada por Severi
e Cordeiro (1994). Foi diagnosticada por Garavello e Sampaio (2010), como Astyanax
serratus, tendo sua etiologia em alusdo ao perfil dos ganchos 6sseos presentes na nadadeira
anal dos machos. Em sua diagnose foram realizadas analises morfométricas comparativas
entre A. serratus e A. paranahybae, A. fasciatus, A. schubarti, A. eigenmanniorum, A.
scabripinnis paranae e A. altiparanae da bacia do Rio Parana; A. ribeirae do Rio Ribeira de
Iguape e A. ita, A. totae, A. varzeae e A. jordanensis do Rio Iguagu.

Astyanax serratus apresenta corpo com a regido ventral mais clara, escurecendo em
direcdo ao dorso; faixa longitudinal escura e larga, prateada quando em vida; mandibula
robusta, com a margem do terceiro infraorbital separada do pré-opérculo por uma area ampla
de pele e boca terminal (BAUMGARTNER et al., 2012).

Garavello e Sampaio (2010) distinguiu A. serratus dos demais Astyanax da bacia do
Rio Iguacu pela presenca do 3° osso infraorbital estreito e profundo, mas ndo em contato com
0 pré-opérculo; série externa do pré-maxilar com dois a cinco dentes, geralmente com quatro
cuspides, e série interna com dentes ndo sinfisianos com cinco cuspides; maxilar apresentando
geralmente dois dentes, variando de zero a quatro; mancha umeral geralmente arredondada e
escura, frequentemente com um estreito prolongamento vertical descendente. Esta espécie é
considerada endémica da bacia do Rio Iguagu, onde estd largamente distribuida.

A caracterizacdo citogenética desta espécie foi realizada por Kantek (2007; 2009),
apresentando numero diploide de 50 cromossomos, com formula cariotipica (FC) composta

por 4 cromossomos metacéntricos (m) +24 submetacéntricos (sm) + 6 subtelocéntricos (st) +
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16 acrocéntricos (a), numero fundamental (NF) = 84, com multiplas Regides Organizadoras
de Nucléolos, e variacdes intra-populacionais na localizacdo de heterocromatina constitutiva.

1.5 GEOMORFOLOGIA E BIOGEOGRAFIA DE TRIBUTARIOS PARANAENSES, DAS
DRENAGENS COSTEIRAS E SUA ICTIOFAUNA

O continente Sul Americano tem sua estrutura geoldgica caracterizada pela formacao
de conjuntos de rochas pré-cambrianas suscetiveis a deformac@es, ocasionadas por eventos
tectonicos ressurgentes, que reativam estruturas antigas, como falhas e zonas de cisalhamento
(SAADI, 1993; RICCOMINI; ASSUMPCAO, 1999; SUGUIO, 2001; SAADI et al., 2002;
SAADI et al., 2005).

O padrdo de drenagem das bacias hidrograficas paranaenses € imposto pelo escudo
cristalino brasileiro (Figura 1), que atua direcionando a foz dos rios para dentro do continente.
Sistemas de rios associados a sistemas de falhas geoldgicas, susceptiveis a erosdo capturam
cabeceiras de alguns tributéarios do escudo cristalino, estabelecendo padrdes biogeograficos da
ictiofauna de agua doce entre o escudo cristalino e drenagens da costa do Atlantico,
representados por linhagens filogenéticas e grupos de espécies estreitamente relacionadas que
ocorrem nas drenagens costeiras e rios continentais adjacentes, sugerindo eventos
cladogenéticos presentes em longa escala de tempo e com repeti¢des, originando grupos
irmdos, com padrdes filogenéticos semelhantes, refletindo em um processo de vicariancia

continua (RIBEIRO, 2006).
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Figura 1: Geomorfologia do relevo da costa leste do estado do Parand, Brasil, com destaque para a elevagdo da
Serra do Mar (Escudo Cristalino).
Fonte: MARENT et al., (2012).
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A atual configuracdo da bacia do Rio Parana resulta do principal evento tectdnico de
separacdo do Gondwana. Grandes elevacGes na fenda Afro-brasileira configuraram a maior
parte da formacdo da bacia do Alto Rio Parana, Alto Sdo Francisco e Uruguai, sendo que a
porcdo superior do rio Parana teve inicio de sua origem durante o Cretaceo. Reajustes de
drenagem tém ocorrido posteriormente, atuando principalmente nas margens das bacias
hidrograficas (COX, 1989; POTTER, 1997; RIBEIRO, 2006; MENEZES et al., 2008).

A area correspondente as divisdes de cabeceiras entre o Alto Iguacu, Ribeira de Iguape
e Paranapanema, corresponde a uma caracteristica geoldgica de destaque: o Arco de Ponta
Grossa, que consiste num soerguimento do embasamento cristalino ao longo da porcéo
sudeste da Bacia do Parana (PETRI; FULFARO, 1983). O Arco de Ponta Grossa exibe um
intrincado sistema de falhas e fraturas profundas que supostamente era o principal condutor
do fluxo de lava ao longo do Cretaceo na Bacia do Parand, conhecido como Formagéo Serra
Geral, que deixou um grande sistema de diques de magma intrusivo e tem uma tendéncia
geral de elevacdo (ALMEIDA; CARNEIRO, 1998).

O rio Iguacu possui uma extensdo de 1.320 km, formado pelo encontro dos rios Irai e
Atuba, em Curitiba, e desédgua no rio Parana em Foz do Iguagu no oeste do estado do Parana.
A bacia do rio Iguacu cobre uma superficie de 70.800 km? e é dividida em trés unidades
hidroldgicas: Baixo lguacu, Médio lguacu e Alto Iguacu (PARANA, 2006, 2010).

Maack (1968) considera este rio como geologicamente antigo, mas rejuvenescido
pelos processos de soerguimento, que caracterizam seu curso com corredeiras e saltos,
alternados por meandros e varzeas.

O rio Iguacu apresenta alta compartimentalizacdo em seu curso, devido a sua formacao
geoldgica e as barreiras artificiais (GARAVELLO; SAMPAIO, 2010). Além disso, este
tributério do Rio Parana apresenta um grande desnivel em seu leito, em torno de 830 m que,
somado ao surgimento das Cataratas do Iguacu, ha 22 milhdes de anos, isolou as populagdes
dos rios Iguacu e Parand (SEVERI; CORDEIRO, 1994). Estes fatores provocaram barreiras a
sua ictiofauna, que em muitos casos se constitui de espécies endémicas.

Ingenito e Duboc (2014), relataram um total de 14 espécies de Astyanax com
ocorréncia na bacia do Rio Iguagu: A. gymnodontus; A. gymnogenys (EIGENMANN, 1911);
A. altiparanae (GARUTTI; BRITSKI, 2000); A. ita; A. leonidas (ALMIRON;
AZPELICUETA; CASCIOTTA, 2002); A. totae (HALUCH; ABILHOA, 2005); A. varzeae
(ABILHOA; DUBOC, 2007); A. jordanensis (ALCARAZ; PAVANELLI; BERTACO, 2009);
A. bifasciatus; A. dissimilis; A. longirhinus; A. minor; A. serratus (GARAVELLO;
SAMPAIQ, 2010) e A. eremus (INGENITO; DUBOC, 2014).
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Em 2015, Dulz (dados ndo publicados), estudou citogeneticamente 7 espéecies com
ocorréncia na regido do Médio Rio Iguacu: A. altiparanae, A. bifasciatus, A. dissimilis, A
longirhinus, A. minor e A. serratus; relatando também a presenca de A. ribeirae, pela primeira

vez identificado nesta bacia.

1.6 CONTRIBUICOES DA CITOGENETICA E DA GENETICA MOLECULAR PARA
ESTUDOS TAXONOMICOS

Historicamente, a identificacdo de espécies foi, na sua maioria, baseada apenas em
caracteres morfologicos. Entretanto, a plasticidade fenotipica e a variacdo genotipica podem
levar a diagnoésticos equivocados, quando sdo tratadas espécies cripticas e diferentes estagios
de desenvolvimento (ROSSO et al., 2012). A taxonomia moderna de peixes atua com varias
ferramentas além da morfologia, como anatomia interna, fisiologia, biogeografia, genética e
analises moleculares (WARD et al., 2009).

A citogenética de peixes é de grande importancia para estudos evolutivos, e quando
associada a Taxonomia pode ser uma excelente ferramenta no entendimento de grupos
taxonomicamente problematicos. Os dados citogenéticos permitem estabelecer tendéncias
evolutivas entre grupos taxondmicos (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000).

A citogenética constitui-se de uma importante ferramenta para caracterizacdo de
especies, pois, permite a determinagcdo do numero diploide de cromossomos e a descricdo de
cariotipos, como numero fundamental (NF) e formula cariotipica (FC). Além disso, através de
técnicas convencionais, como o bandamento C e a impregnacdo com nitrato de prata (Ag-
RONS), possibilitam demonstrar a localizagdo de blocos de heterocromatina e das regides
organizadoras de nucléolos, respectivamente. Estas informacbes podem ser utilizadas como
marcadores espécie-especificos em estudos populacionais e interespecificos, auxiliando na
resolucéo de problemas taxonémicos (HOWELL; BLACK, 1980; BERTOLLO; MOREIRA-
FILHO; GALETTI, 1986; ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000; SUMNER, 2003;
GALETTI; MARTINS, 2004; MARTINS, 2007). Vicari et al. (2008) destacam a importancia
da realizacdo de estudos com marcadores cromossdmicos para elucidar relagbes entre
espeécies.

A heterocromatina de eucariontes contém grandes quantidades de DNA altamente

repetitivo, que geralmente estdo localizados em regifes centroméricas e teloméricas dos
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cromossomos. A técnica de bandamento C tem sido utilizada para mapeamento da localizacdo
destas regides heterocromaticas (GUERRA, 2004).

O DNA repetitivo inclui sequéncias repetidas em tandem que constituem o DNA
satélite, minissatélite e microssatétile, além de sequéncias repetidas dispersas, como 0s
elementos transponiveis (ET) (CHARLESWORTH et al., 1994). Estas sequéncias repetitivas
podem conter familias multigénicas, que codificam proteinas importantes, como hemoglobina
e histonas, além do RNA ribossomal (rRNA) (MARTINS; WASKO, 2004).

O rDNA de eucariotos estd organizado em duas familias génicas distintas, compostas
por centenas a milhares de copias. Uma destas familias é representada pelo rDNA 45S, que
codifica o rRNA 18S, 5,8S e 28S, a outra, representada pelo rDNA 5S codifica o0 rRNA 5S
(MARTINS; GALETTI, 2001; MARTINS; WASKO, 2004).

Estudos com DNA ribossdomico (rDNA) tém sido bastante utilizados, especialmente
em relagdo a caracterizacdo de espécies, variagcbes populacionais, relacionamento evolutivo
ou expressdo génica. A sequéncia nucleotidica e o padrdo de localizacdo dos sitios destas
familias multigénicas tém contribuido para a compreensdo da estrutura, organizacao e
evolucdo dos genomas (MARTINS; WASKO, 2004). A técnica de hibridacdo in situ, com
sondas fluorescentes especificas isoladas, permite 0 mapeamento fisico nos cromossomos da
localizacdo das sequéncias alvo, fornecendo informacdes para a caracterizagcdo cariotipica
(GUERRA, 2004).

A distribuicdo dos sitios cromossémicos de rDNA 45s em peixes tem sido amplamente
estudada por intermédio da impregnacdo com nitrato de prata (Ag-RONs) (GALETTI,
MARTINS, 2004). Este método é considerado indireto, uma vez que a prata se associa a
proteinas nucleolares envolvidas na transcricdo dos genes ribossomais e ndo diretamente ao
rDNA (MILLER et al., 1976).

Em espécies de peixes 0s genes de rDNA podem estar localizados em um Gnico par ou
em varios cromossomos, podendo ser encontrada sintenia entre o rDNA 45S e rDNA 5S
(PENDAS et al., 1994; MORAN et al., 1996), ou podem localizar-se em diferentes pares
cromossomicos (MARTINEZ et al., 1996; MARTINS; GALETTI JR, 1999).

Artoni et al. (2009) destacam que na ictiofauna Neotropical, especialmente a Familia
Characidae, apresenta dois padrbes de cariétipos distintos. Alguns grupos, como o0 género
Astyanax, apresentam variabilidade quanto ao nimero e estrutura dos cromossomos, no
ndmero e localizacdo das RONSs, nos sitios ribossomais 18S e 5S, polimorfismo da
heterocromatina e presenca de cromossomos B (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002,

KAVALCO et al., 2007) e outros grupos, como as Familias Anostominae e Parodontidae, tem
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cariotipos mais conservados, com pequenas variacdes (BERTOLLO; MOREIRA-FILHO;
GALETTI, 1986; GALETTI; BERTOLLO E MOREIRA-FILHO, 1994). O padrdo com
variacdes cariotipicas dificulta a identificacdo das espécies baseando-se apenas em caracteres
morfoldgicos e citogenéticos, havendo a necessidade de incluir outros niveis de analise, como
a molecular.

A identificacdo de espécies através de analises moleculares tem sido bastante
empregada, métodos que utilizam aloenzimas e DNA mitocondrial (mtDNA) foram
inicialmente usados (AVISE, 1994). Os metodos que utilizam o DNA sdo mais eficientes,
pois ele € menos sensivel a degradacdo e pode ser obtido em todos os estagios de
desenvolvimento (WARD et al., 2009). O DNA barcoding permite que uma sequéncia de
DNA de uma unica regido do gene possa ser utilizada como base de um sistema de
identificacdo (WARD et al., 2009). O genoma mitocondrial apresenta algumas vantagens em
relacdo ao genoma nuclear quando utilizados como barcode, pois ndo apresenta introns, tem
exposicao limitada a recombinacéo e sua hereditariedade é haploide (HEBERT et al., 2003).

O sequenciamento da subunidade | do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COl), e
sua utilizagdo como barcode foi proposto por Hebert et al., (2003) e desde entdo, tem sido
promissor para a identificacdo de espécies, sendo utilizado em mais de 172 mil espécies
(PEREIRA et al., 2013), uma vez que apresenta uma elevada taxa de evolu¢do molecular
guando comparado a outros genes (KNOWLTON E WEIGT, 1998; HEBERT et al., 2003).

Este gene possui em torno de 648 pb, fazendo parte de um complexo génico que
codifica proteinas transmembranas envolvidas no transporte de elétrons na cadeia respiratoria
de eucariontes (SIMON et al., 1994; DOBLER; MULLER, 2000; HEBERT et al., 2003). Seu
principio basico esta relacionado a uma sequéncia de DNA relativamente curta que pode
distinguir espécies através das diferencas entre as sequéncias, analisadas interespecificamente
e comparadas a variacao intraespecifica (HERBERT, et al., 2003; HAJIBABAEI et al., 2007;
TOFFOLI et al., 2008; PEREIRA et al., 2013), permitindo um delineamento de espécies a
partir de sequéncias semelhantes (WARD et al., 2009).

A metodologia do barcode utilizando o COIl mostrou-se de grande eficacia em peixes
Neotropicais, com 99,2% de resolucdo no estudo de Pereira et al. (2013), que envolveu 254
especies de 36 Familias na regido do alto rio Parana.

Para espécies de vertebrados, utiliza-se normalmente mais do que 2% de divergéncia
genética interespecifica (barcode gap) como um valor delimitador de espécies (AVISE;
WALKER, 1999; HERBERT et al., 2003; HUBERT, 2008; WARD, 2009; CARVALHO,
2011; MABRAGANA et al., 2011; PEREIRA, 2011a; PEREIRA, 2011b; BELLAFRONTE et
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al., 2013; PEREIRA et al., 2013). Este limite € baseado no metodo de Kimura 2 Parametros
(K2P), descrito por Kimura (1980), e considera a desigualdade entre as taxas de transicdo e
transversdo (o e PB) para calcular valores de distancia genética inter e intraespecificos. Os
parametros o ¢ B permitem avaliar a taxa total de substituicdo por unidade de tempo e a
classificacdo dessas substituicBes (transicdao/transversdo). Para um nucleotideo, pode haver
uma troca @, 0 que causa uma transi¢do, OU a uma troca 3, que gera transversdo. A razdo de

transicdo/transversdo (R), sera o/(2p). A taxa total de troca ¢ de a+2f (Figura 2).
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Figura 2. Esquema do modelo de K2P
Fonte: KIMURA (1980).

Tem sido realizado um esforco global a fim de criar um banco de dados para deposito
de sequéncias barcode de peixes, culminando na campanha Fish Barcode of Life (FISH-

BOL), uma biblioteca on line de referéncia para identificacdo de espécies (WARD, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Dados de estudos moleculares indicam que maior parte da diversificagdo da ictiofuna
Neotropical ocorreu em periodo geoldgico recente, caracteristica que, aliada a grande
diversidade da Ordem Characiforme dificultam a identificacdo e taxonomia destes peixes,
mesmo utilizando-se de informacgdes moleculares (PEREIRA et al., 2013).

Observacoes realizadas na morfologia de exemplares de Astyanax laticeps e Astyanax
serratus coletados ndo constataram diferencas morfolégicas entre as espécies (Oliveira,
2011b) (Figura 3), o que sugere que A. serratus pode tratar-se, na verdade, da espécie A.
laticeps, com distribuicdo geogréafica ocorrendo também na bacia do Rio Iguacu, hipotese
reforgada pela diagnose de A. serratus, realizada por Garavello e Sampaio (2010), na qual ndo
houve um estudo comparativo entre estas espécies.

Além disso, a distribuicdo geogréafica de A. laticeps ocorre em bacias costeiras, desde
o litoral do estado de S&o Paulo (rio Ribeira de lguape), até bacias litoraneas do Uruguai
(BERTACO; LUCENA, 2010; OLIVEIRA, 2011b). Esta distribuicdo geogréfica confrontada
com os eventos de captura de ictiofauna na regido do escudo Cristalino, onde ocorre o divisor
das bacias do rio Iguagu com os tributarios costeiros, reforca a sugestdo de que A. laticeps
possa ocorrer na bacia do Rio Iguagu.

Neste sentido, faz-se necessario integrar analises morfologicas, citogenéticas e de
genética molecular, incluindo o sequenciamento e analise da subunidade | do gene
mitocondrial citocromo c oxidase (COIl), utilizado como barcode e universalmente empregado
na identificacdo de espécies, a fim de buscar homologias interespecificas para avaliar se A.
serratus €, na verdade, a espécie A. laticeps, com ocorréncia na bacia hidrografica do rio
Iguagu ou se realmente tratam de duas unidades evolutivas distintas, na condi¢do de espécies
cripticas.

A integracdo de diversas técnicas de analise € fundamental para o estudo e resolugdo
de complexos taxonémicos, como espécies cripticas e processos recentes de especiacdo, além
de proporcionar uma avaliacdo da eficacia destas técnicas em estudos taxondmicos no género
Astyanax.

Compreender a relagdo taxonOmica entre A. serratus e A. laticeps se faz importante
para 0 entendimento do processo evolutivo do complexo género Astyanax e somara
informacdes sobre a particular geomorfologia e biogeografia da ictiofauna da regido sul-

sudeste brasileira.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se Astyanax laticeps e Astyanax serratus comp8em uma unica espécie e

apresentam-se em sinonimia, ou se sao cripticas, com um nivel de diferenciacdo suficiente

para distinguir unidades evolutivamente independentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Analisar morfologicamente individuos de ambas as espécies e comparar a
proporcionalidade das medidas;

Realizar a caracterizacdo cromossémica das espécies, através de montagem dos
cariotipos, determinacao de formula cariotipica e nimero fundamental;

Utilizar marcadores cromossémicos para mapear a localizacdo dos blocos de
heterocromatina constitutiva, regides organizadoras de nucléolos e de DNA ribossomal
(5S e 18S), e comparar o padrdo destes marcadores entre as duas espécies;

Comparar as sequéncias nucleotidicas parciais (subunidade 1) do gene mitocondrial
citocromo ¢ oxidase (COIl), através da técnica de Barcode, para testar se as
semelhancas moleculares séo significativas e condizem com as demais anélises;
Comparar o nivel de resolugédo dos diferentes métodos utilizados, no esclarecimento de
incertezas taxondmicas no complexo género Astyanax;

Contribuir com informacGes para uma melhor compreensédo do processo evolutivo e da

biogeografia do género Astyanax nas bacias hidrograficas paranaenses.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL E LOCAIS DE COLETA

Para as técnicas de citogenética convencional e molecular foram utilizados
individuos de Astyanax laticeps (Figura 3), coletados na bacia do rio Ribeira de Iguape no
ponto 5 (Tabela 1) e os individuos de Astyanax serratus (Figura 3) foram coletados na bacia
do rio Iguagu, no ponto 3 (Tabela 1).

Para a analise morfoldgica, além dos pontos de coletas mencionados, também foram
utilizados individuos de A. laticeps dos pontos 4, 6 e 7 e individuos de A. serratus dos pontos
1e 2 (Tabela 1). A localizacdo dos pontos de coleta pode ser observada no mapa da Figura 4.

As coletas foram realizadas por meio de varas e redes de pesca. Os individuos de A.
serratus foram transportados vivos para o laboratério de pesquisa da Universidade Estadual
do Parana (UNESPAR), Campus de Unido da Vitdria, e os individuos de A. laticeps foram
transportados vivos para o Laboratério de Citogenética e Evolugdo da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG), Campus de Uvaranas e mantidos em aquarios aerados. Foi realizada
eutanasia dos peixes, com anestesia por 6leo de cravo (GRIFFTHS, 2000). Todos os
espécimes foram identificados e depositados na colegdo Ictioldgica do Nucleo de Pesquisas de
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA), da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), Parana, Brasil.

Os espécimes foram coletados na natureza (licenca permanente para coleta de
material zool6gico MMA/IBAMA/SISBIO: 15115-1). Os procedimentos estdo de acordo com
o Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade de Ponta Grossa (Protocolo:
04509/08).
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Figura 3: Astyanax laticeps (a) e Astyanax serratus (b). Comprimento padrdo: 67,8 mm (a) e 74,5 mm (b).
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Figura 4: Mapa dos pontos de coleta: 1, 2 e 3 — Rio Iguagu (A. serratus); 4, 5 e 6 — Rio Ribeira de Iguape (A.
laticeps); 7 — Rio Itapucu (A. laticeps).
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Tabela 1: Descricdo dos pontos de coletas de A. serratus e A. laticeps.

Referéncia Espécie Afluente / Municipio / Estado  Bacia Hidrogréfica Coordenada NUP Numero de
na figura 4 geografica individuos
1 Astyanax serratus Rio Claro Rio Iguagu -25°57' 16,7364" 17529 2
Mallet-PR -50°43' 31,2924"

2 A. serratus Riacho Correntes Rio Iguagu -26° 09' 54,8280" 16889 9
Unido da Vitoria-PR -51° 05' 28,8456"

3 A. serratus Rio Pintado Rio Iguagu -26° 16' 41,6600" 16890 e 17
Porto Unido-SC -51° 02' 55,1000" 18252

4 Astyanax laticeps  Riacho Ribeirdozinho Rio Ribeira de Iguape  -24°52' 00,0000" 5170 1
Castro-PR -49° 45' 00,0000"

5 A. laticeps Riacho Itaiacoca Rio Ribeira de Iguape -25° 07' 00,1000" 17533/ 17
Ponta Grossa-PR -49° 54' 59,0000" 18253 e

18254

6 A. laticeps Reservatdrio Governador Rio Ribeira de Iguape -25° 08" 33,0000" 2869 2
Parigot de Souza, Rio Capivari -48° 52' 08,0000"
Campina Grande do Sul-PR

7 A. laticeps Riacho Itapucu Rio Itapucu -26° 32' 04,3000" 17515 8

Massaranduba-SC

-49° 01' 28,1000"

NUP: Cadigo de depdsito no NUPELIA (Nucleo de Pesquisas de Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de

Maringa).

27
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3.2 METODOS

3.2.1 Anélise morfométrica

A analise morfométrica foi realizada no NUPELIA da UEM, através de paquimetro
digital, e foram consideradas as medidas proporcionais em relacdo ao comprimento da cabeca
e ao comprimento do corpo (Figura 5). Foi realizada analise das variaveis candnicas livres de
tamanho das propor¢des obtidas, através do software PAST v. 3.10, pelo algoritmo de
Legendre e Legendre (1998).

Realizou-se a contagem dos raios das nadadeiras anal, dorsal, peitoral e pélvica; do
namero de escamas da linha lateral, série de escamas acima e abaixo da linha lateral, da
cabeca até o dorso (pré-dorsal) e circumpeduncular, de acordo com Fink e Weitzman (1974) e
Menezes e Weitzman (1990). O comprimento padrdo e o nimero de escamas acima e abaixo
da linha lateral foram obtidos conforme Bertaco e Lucena (2006).

A contagem de dentes foi realizada nas séries externa e interna do pré-maxilar, do
dentéario e do maxilar; sendo considerados o numero de cuspides dos dentes sinfisianos e
laterais da série externa e interna do pré-maxilar, do dentario e do maxilar, de acordo com
Fink e Weitzman (1974) e Garutti e Langeani (2009). O padréo de coloracéo foi caracterizado
considerando o numero e formato de manchas umerais, conforme Garutti e Langeani (2009).

A extracdo dos dentes foi realizada seguindo a metodologia de Moreira-Filho e
Garavello (1994). Os dentes foram posteriormente fotografados em microscopio de campo
claro (Olympus BX41) em aumento 40X acoplado a camara CCD DP71 (Olympus) no
software DP Controller (Olympus).



Programa de Pés-Graduacao em Biologia Evolutiva 29

Figura 5: Parametros utilizados para medi¢des na analise morfométrica. Medidas em relagdo ao comprimento do
corpo (vermelho), comprimento da cabeca (verde), altura do corpo (preto) e nadadeiras (azul).

3.2.2 PreparagOes cromossdmicas e citogenética

Os cromossomos mitdticos foram obtidos por preparagdes diretas (in vivo) através da
técnica de “air-drying” segundo Bertollo; Takahashi e Moreira-Filho (1978) e as preparacgoes
indiretas (in vitro) conforme Foresti; Oliveira e Almeida-Toledo (1993).

Para a deteccdo de heterocromatina constitutiva, realizou-se a técnica de bandamento
C proposta por Sumner (1972), com modificacbes (LUl et al., 2009). As regibes
organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foram detectadas pela técnica de impregnacdo pelo
ion prata segundo Howell e Black (1980).

A hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) seguiu o procedimento descrito por
Pinkel; Straume e Gray (1986). A obtengdo da sonda de DNA ribossémico 18S ocorreu a
partir do DNA genémico de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004) e a
sonda de rDNA 5S a partir de DNA genémico de Leporinus elongatus (Anostomidae)
(MARTINS; GALETTI, 1999). As sondas foram marcadas pelo Kit Nick Translation, para a
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sonda rDNA 18S foi utilizado digoxigenina-11-dUTP e para a sonda do rDNA 5S biotina-16-
dUTP, segundo as orientagdes do fabricante (Roche Applied Science). A detec¢do das sondas
foi realizada com anticorpo anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina
conjugada com FITC, respectivamente. Os cromossomos foram contracorados com DAPI em
meio de montagem Vectashield. As misturas de hibridizac&o tiveram a estringéncia de 77%
(2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2x SSC, 10% sulfato dextrano, 37°C por 16 horas).

As preparacdes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio
(Olympus Bx41) de campo claro e epifluorescéncia e as melhores imagens capturadas com
camera digital.

Para a montagem dos cariotipos os cromossomos foram identificados baseando-se na
relacdo de bragos proposta por Levan et al. (1964) e mensurados por meio do software Easy
Idio 1.0 (DINIZ; MELO, 2006). Realizou-se a montagem dos cari6tipos e ideogramas através
da utilizacdo dos softwares Adobe Photoshop (verséo PSD 14) e Corel Draw (versédo X7).

3.2.3 Obtencdo de sequéncias de DNA Barcode

As sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase | (COI) foram
obtidas através de extracdo de DNA de células musculares e do figado de 5 individuos de
cada espeécie, atraves do método CTAB, de acordo com Doyle e Doyle (1990). A amplificacdo
da sequéncia foi realizada através de PCR em ciclador térmico, com os primers Fish F1 e Fish
R1 (WARD et al., 2005).

Os segmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1% e
purificados com kit de purificagdo GE Healthcare GCF PCR DNA, seguindo as orientag0es
do fabricante e sequenciados em equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) por empresa terceirizada. As sequéncias individuais foram tratadas no software
Geneious 4.8.5 e identificadas contra o banco de dados do Nacional Center for Biotechnology

Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

As analises de distancia genética intraespecifica e interespecifica foram realizadas no
software MEGA 6.06 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), no qual as sequencias
foram alinhadas pelo algoritmo Muscle, comparadas e posteriormente foi elaborado um
dendograma com base na distancia genética (KUMAR; GADAGKAR, 2000), a qual foi
calculada utilizando o modelo Kimura-2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980).

Para enraizamento do dendograma foi incluida a espécie A. scabripinnis, da qual A.

serratus e A. laticeps fazem parte do complexo, e as espécies A. paranae, que também faz
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parte do complexo de A. scabripinnis e A. fasciatus, que forma outro complexo de espécies
dentro deste género. O meétodo utilizado para construcdo do dendograma foi de Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987). Como técnica de estimacdo de erros estatisticos, utilizou-se a
anélise de bootstrap, com 1.000 replicacGes, o qual é utilizado para medir o grau de suporte
dos nos pelo alinhamento das sequéncias. O valor de bootstrap representa 0 nimero de vezes
que o0 agrupamento ocorreu nas replicacdes. Estas analises estdo integradas no software Mega

6.06, utilizado também para a construcdo do dendograma.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo organizados em um capitulo, correspondente ao artigo cientifico:

CAPITULO 1

Analise morfoldgica, citogenética e de genética molecular: um caso de sinonimia no
género Astyanax (CHARACIFORMES: CHARACIDAE)
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4.1 CAPITULO 1

Analise morfoldgica, citogenética e de genética molecular: um caso de sinonimia no
género Astyanax (CHARACIFORMES: CHARACIDAE)

RESUMO

O género Astyanax, considerado como Incertae sedis na Familia Characidae, caracteriza-se
pela auséncia de monofiletismo e um elevado nimero de espécies. O objetivo desta pesquisa
foi verificar se A. serratus, considerada endémica da bacia do Rio Iguacu e A. laticeps,
distribuida nas bacias costeiras, constituem uma Unica espécie em sinonimia, ou apresentam
um nivel de variabilidade suficiente para distingdo como espécies cripticas, uma vez que
apresentam grandes semelhancas morfoldgicas. Foram realizadas analises integradas sob os
aspectos da morfologia, incluindo medigbes da proporcdo corporal em relacdo ao
comprimento da cabeca e do corpo, contagens de escamas, raios de nadadeiras, dentes e
namero de cuspides; analise citogenética, por meio de bandamento C, detec¢do de Ag-RONs
por impregnacdo com nitrato de prata, citogenética molecular, com localizacdo de sitios de
DNA ribossomal 5S e 18S através de técnica de hibridacdo in situ fluorescente e de genética
molecular, incluindo sequenciamento parcial do gene citocromo ¢ oxidase | (COIl) e utilizacéo
como DNA barcode. Ambas as espécies apresentaram pré-maxilar com duas séries de dentes,
sendo a série externa com dentes tricuspidados, e dentes da série interna com 3 a 5 cuspides,
presenca de ganchos nas nadadeiras pélvicas e anal de machos, corpo alongado, com uma
mancha umeral com estreito prolongamento anteroventral. As duas espécies apresentaram 2n
= 50 cromossomos, formula cariotipica composta por 4m + 24sm + 6st + 16a e numero
fundamental de 84. O padrédo de localizagdo de heterocromatina e Ag-RONs mostrou-se
heterogéneo entre as duas espécies, com variagdes intrapopulacionais nos sitios
heterocromaticos. A utilizagdo de marcadores cromossdmicos revelou localizagéo dos sitios
de rDNA 5S no par cromossdmico 19 em ambas as espécies, com heterogeneidade nas
marcacgdes de rDNA 18S. O sequenciamento do gene mitocondrial COI foi determinante nesta
analise, pois revelou uma baixa divergéncia genética interespecifica, de apenas 0,2%. Estes
diferentes niveis de analise sugerem que A. serratus e A. laticeps sdo espécies sindnimas,
ampliando a ocorréncia de A. laticeps na bacia do rio Iguagu e reforcando a hipotese de
compartilhamento de fauna através do escudo cristalino. As variagdes interespecificas
encontradas no mapeamento de heterocromatina constitutiva, Ag-RONS e rDNA 18S sédo
comuns em Astyanax e derivam de eventos ndo robertsonianos, mas também podem sugerir
um processo de vicariancia, com o isolamento geogréfico das bacias hidrograficas e restricao
de fluxo génico entre a populagdo do rio Iguacu e populagdes de tributarios litoraneos. A
utilizacdo do barcode através do sequenciamento do COI se mostrou eficiente na resolucao de
problemas taxonémicos neste caso.

Palavras-chave: Astyanax laticeps, Astyanax serratus, Taxonomia, Espécies Sinbnimas.
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Morphological analyses, cytogenetics and molecular genetics: a case of synonyms in the

genus Astyanax (CHARACIFORMES: CHARACIDAE)

ABSTRACT

The genus Astyanax considered as Incertae sedis in the Characidae family is characterized by
absence of monophyly and a high number of species. The objective of this study was to verify
whether A. serratus, considered endemic of the Iguagu River basin and A. laticeps, distributed
in coastal basins, constitute a single species in synonym, or present a sufficient variability for
distinction as cryptic species, since they are showing great morphological similarities.
Integrated analyzes were conducted under aspects of morphology, including measurements of
body proportion to length of the head and body; counting scales; fin rays; teeth and number of
cusps; cytogenetic analysis by C-banding, Ag-NORs detection by impregnation with silver
nitrate, location DNA ribosomal sites 5S and 18S through fluorescent in situ hybridization
technique and molecular genetics, including the sequencing partial of cytochrome ¢ oxidase |
gene (COI) and the use as DNA barcode. The two species have pre-jaw with two series of teeth,
where the external series with tricuspid teeth, and the teeth of internal series with 3-5 cusps,
presence of hooks on anal and pelvic fins of males, elongated body with a humeral spot with narrow
anteroventral extension. Both species presented 2n = 50 chromosomes, karyotype formula
consisting of 4m + 24sm + 6st + 16th and fundamental number of 84. The pattern of location
of heterochromatin and Ag-NORs showed heterogeneous between the two species, with
intrapopulational variations. The use of chromosomal markers revealed location DNA
ribosomal sites 5S and 18S in the chromosome 19 pair in both species, with heterogeneity in
the markings of 18S rDNA. The sequencing of the mitochondrial gene COI, was determining
factor in this analysis, because revealed a low interspecific genetic divergence of only 0.2%.
These different levels of analysis suggest that A. serratus and A. laticeps are synonymous
species, increasing the occurrence of A. laticeps in the Iguacu River basin and reinforcing the
hypothesis of fauna sharing through the crystalline shield. The interspecifc variations found
in the mapping of constitutive heterochromatin, Ag-NORs and 18S rDNA are common in
Astyanax and derived of events no robertsonian, whereas the differences can also to suggest a
vicariant process, with geographic isolation of watersheds and gene flow restriction between
the populations of the Iguagu River and populations of coastal tributaries. The barcode use
through the COI sequencing proved effective in solving taxonomic problems in this case.

Keywords: Astyanax laticeps, Astyanax serratus, Taxonomy, Synonymous Species.
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Introducéo

Os peixes da Ordem Characiforme possuem uma ampla distribuicdo geogréfica,
compreendendo a Africa do Sul e continente Americano (MALABARBA et al., 2013),
destacando-se também entre a ictiofauna Neotropical pelo elevado numero de espécies,
correspondendo a 3.381 espécies validas (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003;
ESCHMEYER; FONG, 2015).

A Familia Characidae é amplamente distribuida e apresenta 0 maior numero de
espécies na regido Neotropical (MIRANDE, 2009; 2010), com um total de 2.182 espécies
validas (MIRANDE, 2009; ESCHMEYER; FONG, 2015). O elevado nimero de espécies e a
auséncia de sinapomorfias para a determinacdo de subfamilias monofiléticas fez com que 92
de 170 de seus géneros fossem considerados como Incertae Sedis, como, por exemplo,
Astyanax, Bryconamericus e Hyphessobrycon (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003;
MIRANDE, 2009; BAUMGARTNER et al., 2012).

Composto por 155 espécies véalidas (ESCHMEYER; FONG, 2015) e com ampla
distribuicdo na regido Neotropical, com destaque nas bacias da América do Sul, os Astyanax
sdo popularmente conhecidos como “lambaris” (MALABARBA et al., 2013). Este género foi
inicialmente descrito por Baird e Girard (1854), e Reis; Kullander e Ferraris (2003), o
agrupou como Incertae Sedis na Familia Characidae, devido a auséncia de evidéncias de
monofiletismo. Caracterizam-se pela presenca de 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).

A citogenética deste género mostra um numero diploide que varia desde 36
cromossomos em A. schubartti (MORELLI et al, 1983; DANIEL SILVA; ALMEIDA-
TOLEDO, 2001; 2005) até 50 cromossomos para a maioria das espécies, como, por exemplo,
A. altiparanae, A. eigenmanniorum, A. janeiroensis, A. mexicanus, A. scabripinnis, A.
bifasciatus e A. minor (FAUAZ; VICENTE; MOREIRA-FILHO, 1994; MAISTRO, et al.,
1994; CARVALHO; OLIVEIRA; FORESTI, 2002; DOMINGUES et al., 2007; KAVALCO;
ALMEIDA-TOLEDO, 2007; PAZZA, 2007), ndao havendo cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados (MORELLI et al., 1983).

Astyanax laticeps foi descrito inicialmente por Cope (1894), como Tetragonopterus
laticeps. Eingemann (1910; 1921) o incluiu como uma subespécie de A. scabripinnis e, em
2001, foi reconhecido como uma espécie valida, denominada Astyanax laticeps (BERTACO;
MALABARBA, 2001; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003).
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A ocorréncia de A. laticeps foi registrada em drenagens costeiras do Uruguai e do sul
do Brasil, na bacia do rio Uruguai (AZPELICUETA; LOUREIRO, 2009; BERTACO;
LUCENA, 2010) e também na bacia Atlantica do Parana e do Rio Ribeira de Iguape, na qual
era identificada anteriormente como Astyanax janeiroensis (OLIVEIRA, 2011b).

Astyanax sp. D, foi citada inicialmente por Sampaio (1988) e diagnosticada por
Garavello e Sampaio (2010), como Astyanax serratus. Considerada endémica da bacia do rio
Iguacu, apresenta corpo com a regido ventral mais clara, escurecendo em direcdo ao dorso;
faixa longitudinal escura e larga, prateada quando em vida; mandibula robusta, com a margem
do terceiro infraorbital separada do pré-opérculo por uma area ampla de pele e boca terminal
(BAUMGARTNER et al., 2012). Ingenito e Duboc (2014), baseados no estudo de Bertaco e
Lucena (2006) mantiveram A. serratus, juntamente com A. laticeps dentro do complexo A.
scabripinnis.

Observacdes realizadas na morfologia de exemplares de A. laticeps e A. serratus por
Oliveira (2011b) ndo revelaram diferenciacdo morfoldgica entre as espécies (Figura 3),
indicando que podem ser espécies cripticas, ou A. serratus pode tratar-se, da espécie A.
laticeps, em sinonimia, ampliando a ocorréncia de A. laticeps para a bacia do Rio Iguacu,
hipdtese reforcada pela auséncia de comparacdo morfologica entre estas duas espécies na
diagnose de A. serratus, realizada por Garavello e Sampaio (2010).

Neste sentido, faz-se necessario associar analises morfoldgicas, citogenéticas,
envolvendo determinacdo de nimero diploide, caracterizagdo da formula cariotipica e numero
fundamental, bem como o mapeamento de blocos de heterocromatina constitutiva, Ag-RONs
e de DNA ribossomal, compreendendo as familias de rDNA 18S e 5S, incluindo também o
sequenciamento de DNA de regibes especificas, como o gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase | (COIl), utilizado como DNA barcode, para uma analise integrada proporcionando
uma visdo sob diversos aspectos dos processos evolutivos envolvidos nestas duas especies e
compreender o padrdo biogeografico das mesmas.

O presente trabalho teve como objetivo determinar, por meio de homologias
interespecificas, se A. serratus € espécie sinbnima ou criptica de A. laticeps e, além disso,
avaliar se a distribuicdo geografica desta pode ser ampliada para a bacia hidrografica do Rio
Iguacu, permitindo a compreensdo da relacdo taxondmica entre A. serratus e A. laticeps e
gerando informagdes importantes para o entendimento do processo evolutivo do género
Astyanax, somando conhecimentos acerca da particular geomorfologia das bacias

hidrograficas e da biogeografia da ictiofauna da regido sul-sudeste brasileira.
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Material e Métodos

Os individuos de ambas as espécies foram coletados na natureza (Tabela 1), de acordo
com licenga permanente para coleta de material zoolégico (MMA/IBAMA/SISBIO: 15115-
1). Os procedimentos estio de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Ponta Grossa (Protocolo: 04509/08). Todos os individuos coletados foram
identificados e depositados na colecdo Ictioldgica do Nucleo de Pesquisas de Limnologia,
Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA), da Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parana,
Brasil.

Analise morfoldgica

Para a espécie Astyanax serratus foram realizadas medicdes em 20 individuos,
correspondendo a 3 populacdes (Tabela 1): Rio Pintado (NUP 16890), Rio Correntes (NUP
16889) e Rio Claro (NUP 17529). Em Astyanax laticeps, foram realizadas medigdes em 14
individuos, correspondendo a 4 populacbes (Tabela 1): Riacho Itaiacoca (NUP 17533),
Corrego Itapucu (NUP 17515), Rio Capivari (NUP 2869) e Rio Ribeirdozinho (NUP 5170). A
localizagéo dos pontos de coleta pode ser visualizada no mapa da Figura 4.

A analise morfométrica foi realizada utilizando-se de paquimetro digital, sendo
consideradas as medidas proporcionais em relacdo ao comprimento da cabeca e ao
comprimento do corpo. Foi realizada a contagem dos raios das nadadeiras anal, dorsal,
peitoral e pélvica; do nimero de escamas da linha lateral, série de escamas acima e abaixo da
linha lateral, da cabeca até o dorso (pré-dorsal) e circumpeduncular, de acordo com Fink e
Weitzman (1974) e Menezes e Weitzman (1990). O comprimento padrdo e o numero de
escamas acima e abaixo da linha lateral foram obtidos conforme Bertaco e Lucena (2006). Foi
realizada anélise das variaveis candnicas livres de tamanho das proporcdes obtidas, através do
software PAST v. 3.10, pelo algoritmo Legendre e Legendre (1998).

Foi realizada contagem de dentes das séries externa e interna do pre-maxilar, do
dentario e do maxilar; namero de cuspides dos dentes sinfisianos e ndo sinfisianos da série
externa e interna do pré-maxilar, do dentario e do maxilar de acordo com Fink e Weitzman
(1974). A extracdo dos dentes foi realizada seguindo a metodologia de Moreira-Filho e

Garavello (1994). Os dentes foram posteriormente fotografados em microscopio de campo
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claro (Olympus BX41) em aumento 40X acoplado a cadmara CCD DP71 (Olympus) e o
software DP Controller (Olympus).

Citogenética convencional e molecular

Para o estudo citogenético e molecular foram utilizados 8 exemplares de A. serratus da
populacdo do Rio Pintado (NUP 16890) e 8 individuos de A. laticeps da populagdo do Riacho
Itaiacoca, bacia do rio Ribeira de Iguape.

A obtencéo de cromossomos mitoticos foi realizada seguindo a técnica de preparacfes
diretas de Bertollo; Takahashi e Moreira-Filho (1978). A deteccdo da heterocromatina
constitutiva (bandas-C) ocorreu por meio da técnica de Sumner (1972), com alteracfes na
coloracdo, realizada com iodeto de propidio (LUI et al., 2009). A caracterizacdo das regies
organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foi realizada conforme Howell e Black (1980).

A hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) seguiu o protocolo de Pinkel; Straume e
Gray (1986), realizada com sondas de DNA ribossdmico 18S e 5S, obtidas respectivamente a
partir do DNA genémico de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004) e de
Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI, 1999).

As sondas foram marcadas com os Kkits Biotin Nick Translation e Dig Nick
Translation, segundo as recomendacges do fabricante (Roche Applied Science). As reacGes de
hibridizacéo tiveram 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 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.

As preparagcfes cromossémicas convencionais e com hibridizacdo in situ fluorescente
foram analisadas em microscopio de campo claro e epifluorescéncia Zeiss Axio Imager A2
acoplado ao software ZEISS pro 2011 em Cé&mera Zeiss AxioCam MRm de Captura
Monocromatica com sensor CCD e resolucdo de 1.4 megapixels (Carl Zeiss®), foram
analisadas no minimo 30 metafases para cada individuo, sendo utilizados quatro individuos
machos e quatro fémeas de cada espécie, para determinagdo do numero diploide, formula
cariotipica e nimero fundamental.

Os cariotipos foram montados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, a

partir das melhores metéfases selecionadas. Os cromossomos foram classificados em
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metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo
com Levan; Fredga e Sandberg (1964). Os ideogramas foram construidos a partir dos
cariotipos, e respectiva razdo de bracos (RB), com os softwares Easy Idio 1.0 (DINIZ;
MELO, 2006) e Corel Drawv.X7, 2014 - Corel Corporation.

Obtencao e analise das sequéncias do gene citocromo c oxidase | (COI)

Para a obtencdo das sequéncias do gene COIl foi realizada a extracdo de DNA
gendmico e mitocondrial a partir de tecidos sélidos (figado e musculo), utilizando o protocolo
adaptado de Doyle e Doyle (1990), de 5 individuos de cada espécie, coletados no rio Pintado
(A. serratus) e no riacho Itaiacoca (A. laticeps).

A amplificacdo da sequéncia foi realizada através de PCR em ciclador térmico, com os
primers Fish F1 e Fish R1 (WARD et al., 2005), utilizando se de 2,5 pl de tampéo 10x, 1,25
pl de MgClz (50 mM), 0,5 pl de mix de DNTPs (2 mM), 0,5 ul de cada primer (foword: 5’
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ reverse: 5
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3°), 0,2 uL de Taq Polimerase (Invitrogen - 5
unidades), 2,5 uL de DNA concentrado a 10ng/ul, e completados para 25 pl com agua Mili Q.
O ciclo de PCR consiste em um passo inicial de desnaturagdo a 95°C por 2 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 46,1°C por 30 segundos
(para ambas as espécies) e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de um passo final de
extensdo a 72°C por 10 minutos.

+ faz parte do complexo de A. scabripinnis e A. fasciatus, que forma outro complexo
de espécies dentro deste género. Estas sequéncias foram obtidas através de depdsitos na
plataforma Bold System

(http://www.boldsystems.org/index.php/Public BINSearch?searchtype=records), = conforme

Figura 11.

Resultados

Anaélise morfoldgica


http://www.boldsystems.org/index.php/Public_BINSearch?searchtype=records
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Astyanax laticeps apresentou comprimento padrdo médio de 67,81 mm. Pré maxilar
com duas séries de dentes, sendo a série externa variando de 3 a 5 dentes. Tanto os dentes
sinfisianos como os laterais se apresentaram tricuspidados (Figura 6: A, C). Série interna com
5 dentes, sendo os sinfisianos e os laterais variando de 5 a 3 cuspides (Figura 6: E, G).
Maxilar variando de 0 a 2 dentes tricuspidados (Figura 6: M). Dentario com 4 dentes, 0s
sinfisianos variando de 5 a 4 cuspides e os laterais apresentando de 5 a 3 cuspides (Figura 6: I,
K). Todos os dentes apresentaram a cuspide central maior que as laterais.

Nadadeira dorsal com 2 raios ramificados e 8, 9 raios ndo ramificados. Nadadeira anal
com 3, 4 raios ramificados e 16 a 23 raios ndo ramificados. Nadadeira peitoral com 1 raio
ramificado e 11 a 12 raios ramificados e nadadeira pélvica com 1 raio ramificado e 6 a 7 raios
ndo ramificados (Tabela 2).

Escamas cicloides, linha lateral completa variando de 37 a 38 escamas perfuradas.
Série de 6 a 8 escamas acima e 5 a 7 escamas abaixo da linha lateral. De 11 a 14 escamas pré-
dorsais. Série longitudinal de 17 a 19 escamas ao redor do pedunculo caudal (Tabela 2).

Astyanax serratus apresentou comprimento padrdo médio de 74,05 mm. Pré maxilar
com duas séries de dentes, sendo a série externa variando de 3 a 4 dentes. Tanto os dentes
sinfisianos como os laterais se apresentaram tricuspidados (Figura 6: B, D). Série interna com
5 dentes, sendo os sinfisianos e os laterais variando de 5 a 3 cuspides (Figura 6: F, H).
Maxilar variando de 0 a 2 dentes com 3 a 1 cuUspides (Figura 6: N). Dentario com 4 ou 5
dentes, tanto os sinfisianos como os laterais variando de 5 a 3 cuspides (Figura 6: J, L). Todos
0s dentes apresentaram a cuspide central maior que as laterais.

Nadadeira dorsal com 2, 3 raios ramificados e 8, 9 raios ndo ramificados. Nadadeira
anal com 3, 4 raios ramificados e 16 a 19 raios ndo ramificados. Nadadeira peitoral com 1 raio
ramificado e 11 a 13 raios ramificados e nadadeira pélvica com 1 raio ramificado e 7 raios ndo
ramificados (Tabela 2).

Escamas cicloides, linha lateral completa variando de 36 a 38 escamas perfuradas.
Série de 6 a 7 escamas acima e 5 a 6 escamas abaixo da linha lateral. De 11 a 13 escamas pré-
dorsais. Série longitudinal de 17 a 19 escamas ao redor do pedunculo caudal (Tabela 2).

As proporc¢des corporais obtidas atraves da morfometria constam na Tabela 3 e Figura

Determinacgédo da formula cariotipica e marcadores cromossémicos
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As espécies estudadas apresentaram o mesmo numero diploide, com 50 cromossomaos,
incluindo o primeiro par de cromossomos metacéntricos de grande porte em relagcdo aos
demais do complemento, mesma formula cariotipica, sendo 4 cromossomos metacéntricos; 24
submetacéntricos, 6 subtelocéntricos e 16 acrocéntricos (Figura 8) e mesmo numero
fundamental (84). Nao foi constatada a presenca de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados.

As regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) se apresentaram mdaltiplas (Figura
8), sendo a maioria coincidentes com os sitios de rDNA 18S (Figura 9) em ambas as espécies.

O bandamento C revelou regides de heterocromatina constitutiva heterogéneas entre
as espécies (Figura 9), sendo coincidentes com os sitios de rDNA 5S apenas em A. laticeps.
Os sitios de heterocromatina localizaram-se em regides centroméricas, com predominancia
em regides teloméricas, sendo coincidentes com os sitios de Ag-RONS e com rDNA 18S nos
pares 9 e 16 em A. laticeps. Em A. serratus, foi coincidente com as Ag-RONs e rDNA 18S
nos pares 4, 7, 20 e 21. Em um dos cromossomos homologos do par 4 de A. serratus foram
evidenciados dois grandes blocos de heterocromatina, nas regiGes teloméricas do brago curto
e do braco longo. Foram evidenciados polimorfismos intrapopulacionais na localizagdo de
heterocromatina em ambas as espécies.

A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente revelou a presenca do rDNA 5S na
regido centromérica do par cromossdmico 19 em ambas as espécies (Figura 9). Os sitios de
rDNA 18S apresentaram-se em ambos os homdlogos no par 9 de A. laticeps e pares 4 e 7 de
A. serratus, além de constarem marcacdes heteromorficas nas duas espécies. Estes sitios
localizaram-se predominantemente em regides teloméricas, com excecdo para o par 21 de A.
serratus, onde localizou-se na regido centromérica. Uma sintese dos marcadores

cromossdmicos utilizados poder ser visualizada no ideograma (Figura 10).

Anélise do Barcode

Através do sequenciamento do gene COI, foram evidenciados 686 pares de bases para
este gene em ambas as espécies e as sequéncias obtidas foram de alta qualidade. As
sequéncias foram depositadas no banco de dados do Nacional Center for Biotechnology
Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sob o0s registros: KX815347;
KX815348; KX815349; KX815350 e KX815351 para A. laticeps e KX527840; KX527842;
KX527843; KX527845 e KX527849 para A. serratus.
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A divergéncia genética intraespecifica em A. serratus e A. laticeps foi de 0% para
ambas as espécies. A divergéncia interespecifica foi de 0,2%. Comparadas a sequéncia de A.
scabripinnis, a divergéncia genética foi de 20,4 % para A. laticeps e 20,7% para A. serratus.
Quando comparados com A. paranae, a divergéncia genética cai para 3,7% entre A. paranae e
A. laticeps e 3,9% entre A. paranae e A. serratus. Em comparacdo com A. fasciatus, a
divergéncia é de 5,6% para A. laticeps e 5,8% para A. serratus. Estes dados podem ser
visualizados na Tabela 4.

O dendograma elaborado (Figura 11) demonstra a pequena divergéncia entre A.
serratus e A. laticeps, agrupadas em um ramo bastante consistente, com o valor de bootstrap
de 99%. A espécie A. scabripinnis, enraizou o dendograma, com 100% de bootstrap,
demonstrando possuir um ancestral comum com o ramo diversificado. As espécies A. paranae
e A. fasciatus, foram situadas no mesmo ramo de A. laticeps e A. serratus e separadas de A.
scabripinnis, indicando a presen¢a de um ancestral comum entre elas, no entanto, as duas séo
separadas com 97% de valor de bootstrap de A. laticeps e A. serratus. A divergéncia

intraespecifica fica evidente no dendograma, nas espécies A. paranae e A. fasciatus.

Discussao

A anélise morfométrica revelou proporgdes condizentes com estudos realizados por
Haluch e Abilhoa (2005), Bertaco (2010) e Oliveira, (2011b) para A. laticeps e Garavello e
Sampaio (2010), para A. serratus, com excecdo da altura do corpo em A. serratus, onde a
média (32,86% do comprimento do corpo) esteve abaixo do valor minimo obtido por
Garavello e Sampaio (2010) (34,2% do comprimento do corpo). O didmetro orbital foi o item
com maior divergéncia entre as especies estudadas, com 31,03% de média em relagdo ao
comprimento da cabeca para A. serratus contra 37,10% para A. laticeps.

O grafico das variaveis canonicas livres de tamanho (Figura 7), elaborado com base
nas propor¢des corporais, agrupa os individuos de A. serratus e A. laticeps num mesmo
conjunto, mas com uma definicdo de cada espécie, demonstrando haver uma tendéncia de
separacao, ainda que inicial. Castro et al., (2014), ao estudarem duas populacdes de A.
scabripinnis isoladas geograficamente, obtiveram grupos distintamente separados na analise
de variaveis candnicas de medigdes corporais, atribuindo estes resultados, em conjunto com
dados citogenéticos, a especiacdo alopatrica recente. No presente estudo, os dados

morfomeétricos aproximam as popula¢des para a condi¢ao de uma Unica espécie.
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Na contagem de cuspides dentarias, A. serratus apresentou uma variacdo nos dentes do
maxilar, de 3 cuspides para 1, enquanto que em A. laticeps foram encontrados apenas dentes
com 3 cuspides. No entanto, essa variacdo de 3 clspides para 1 foi observada em A. laticeps
por Bertaco (2010).

Haluch e Abilhoa (2005) diferenciaram A. laticeps de A. serratus pela auséncia de
ganchos 6sseos na nadadeira peitoral de machos. Entretanto, neste trabalho, esta caracteristica
foi verificada em individuos coletados e foram obtidas informacdes pessoalmente no Museu
de Ictiologia da Universidade Estadual de Maringa, que confirmam que os machos de ambas
as espécies apresentam ganchos ésseos nas nadadeiras anal e pélvica, condizendo com o0s
trabalhos de Bertaco (2010), Garavello e Sampaio (2010) e Oliveira (2011b).

A Figura 10 contém um infografico dos resultados das técnicas de citogenética
convencional e molecular, permitindo uma comparagdo entre as espécies. A descricdo
cariotipica de A. serratus obtida esteve em concordancia com o estudo de Kantek (2007;
2009), tendo numero diploide de 50 cromossomos, sendo 4 m + 24 sm + 6 st + 16a, e NF =
84, com regiGes organizadoras de nucléolos com mdltipla localizacdo, e variacdes
intrapopulacionais na localizagdo de heterocromatina. Rosa et al., (2009), realizaram estudos
citogenéticos em A. laticeps, incluindo descricdo cariotipica, padrdo de distribuicdo de
heterocromatina, localizacdo de regides ricas em AT e GC e rDNA 45S; no entanto,
comparado ao presente trabalho, apenas foram coincidentes 0 mesmo numero diploide e o
mesmo padrdo heterocromatico em regides teloméricas.

Os sitios multiplos de Ag-RONs confirmados pelo rDNA 18S no presente trabalho
também foram evidenciados por Tendrio et al., (2013), em A. altiparanae e A. xavante, que
também coincidiu com o bandamento de heterocromatina. O padrdo heterogéneo de
localizac@o dos blocos de heterocromatina, situados nas regides centroméricas e teloméricas,
também foi observado para espécies do género Astyanax em outros estudos (SANTOS et al.,
2012; TENORIO et al., 2013; PAIZ et al., 2015).

Agrupamentos de rDNA 45S negativos as Ag-RONs sugerem que estes segmentos de
DNA ndo apresentam atividade de transcri¢do perceptivel pela coloragdo com prata ou podem
representar resquicios ndo funcionais de segmentos de rDNA 45S (GALETTI; MARTINS,
2004).

A andlise citogenética comparativa, apesar de confirmar o mesmo numero diploide, a
mesma foérmula cariotipica e a mesma localizacdo dos sitios 5S entre as espécies, revelou
também marcacOes heterogéneas na localizacdo e tamanho dos sitios e posicdo no

cromossomo, sendo intraespecificas para a distribuicdo dos blocos de heterocromatina em A.
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serratus e A. laticeps e interespecificas nos blocos heterocromaticos, Ag-RONS e sitios de
rDNA 18S.

No estudo de Mantovani et al. (2005), em A. scabripinnis, foi detectada acentuada
variabilidade cromossdmica envolvendo a localizagdo e a quantidade de sitios de rDNA 18S,
enquanto que os sitios de rDNAS5S apresentaram-se conservados em diversas populagdes.
Uma condicdo semelhante também foi evidenciada neste estudo, com variacGes
interespecificas nas localizacdes dos sitios de 18S e conservadorismo para os sitios de 5S em
ambas as espécies.

Almeida-Toledo et al. (2002), obtiveram estes mesmos resultados em diversas
especies de Astyanax, os quais foram associados por Galetti e Martins (2004) a localizacéo
dos sitios de rDNA 18S, que geralmente se encontram nas por¢bes terminais dos
cromossomos, ficando mais expostos a eventos de transposicao e dispersando estes segmentos
no genoma, ao passo que o rDNA 58S, localizado nas regides intersticiais permanece menos
suscetivel aos eventos de transposicdo (MANTOVANI, 2005).

O padrédo de distribuicéo intercalar da heterocromatina € reflexo da disposicéo espacial
dos teldmeros no nucleo interfasico. A heterocromatina telomérica, muitas vezes associada ao
rDNA, pode ser transferida para sitos intersticiais de cromossomos ndo homologos que
estejam proximos (SCHWEIZER, 1987). Mantovani (2005), associa este padrdo de
transferéncia de heterocromatina ao padrdo de distribuicdo menos conservado do rDNA 45S.

As diferengas entre A. serratus e A. laticeps, compreendendo a variagdo na localizacéo
cromossdmica, tamanho de sitios e posicdo ocupada, nas marcacGes de rDNA 18S,
heterocromatina constitutiva e Ag-RONs também podem indicar a ocorréncia de um evento
de vicariancia, atribuido por Ribeiro (2006) e Artoni (2004) com o atual isolamento
geogréfico da bacia do rio Iguacu, pelo Arco de Ponta Grossa na regido do Alto Iguacgu e das
cataratas do Iguacu em sua foz, impedindo o fluxo génico entre A. serratus e A. laticeps.

Esta hipotese é reforcada pelo padrdo biogeografico para as drenagens costeiras e do
planalto cristalino adjacente, determinado por eventos vicariantes recentes, onde ha espécies
compartilhadas entre as bacias hidrogréficas do escudo cristalino e drenagens costeiras. Este
padréo ocorre entre bacias do alto rio Tieté, cabeceiras do rio Ribeira de Iguape, e afluentes
de terras altas adjacentes da bacia do Parand, como o rio Iguacu e Paranapanema (RIBEIRO,
2006).

Na regido de cabeceira dos rios lguagu, Paranapanema e Ribeira de Iguape, a
caracteristica geoldgica mais interessante € o Arco de Ponta Grossa, cuja atividade tecténica

resultou numa dinamica fluvial acelerada nas drenagens adjacentes, controlando os padrdes de
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drenagem e acelerando o intercambio de fauna entre eles, atraves de movimentos verticais dos
blocos e acdo erosiva dos rios, 0 que possivelmente explica a mistura de fauna entre estes
tributarios (MENEZES, et al, 2008). A figura 12 ilustra as trés bacias hidrograficas que
compdem a regido sul brasileira, mostrando a separacao entre a bacia do rio Parana das bacias
costeiras, onde fica situado o Arco de Ponta Grossa.

Apesar do rio Iguacu ter sua drenagem voltada para a porc¢éo inferior do Rio Parana, a
sua porc¢do superior esta claramente relacionada com a bacia do Alto Rio Parana (Figura 12).
Este relacionamento biogeografico é constatado por semelhancas evidentes entre a fauna do
Alto Iguacu e areas adjacentes, como Paranapanema (afluente do alto rio Parand) e Ribeira de
Iguape. Estas relacGes evidenciam a hipdtese de que s@o o resultado de captacdo de rios de
areas vizinhas, impulsionados pela atividade tecténica do Arco de Ponta Grossa, no periodo
Cenozoico (MENEZES et al, 2008).

Menezes (2008) relacionou padrdes filogenéticos com eventos tectdnicos nas regides
costeiras do sudeste e sul da América do Sul, para explicar os padrGes de distribuicdo
geografica de Lophiobrycon, Glandulocauda e Mimagoniates. O género Glandulocauda, com
um padrdo de distribuicdo geogréafico nas bacias hidrograficas costeiras da regido sudeste, foi
identificado também no alto rio Iguacu, representando uma evidéncia para a hipotese de
compartilhamento de fauna.

Outro exemplo para o alto Iguacu é a presenca de Mimagoniates microleps,
encontrada anteriormente apenas em drenagens costeiras. Ingenito e Duboc (2014)
registraram a presenca de espécies tipicas da ictiofauna costeira no alto Iguacu, como
Hyphessobrycon griemi, Hyphessobrycon bifasciatus e Hyphessobrycon reticulatus. Também
existem relatos de compartilhamento de espécies entre os rios lguacu, Ribeira de Iguape e
Paranapanema, como Trichomycterus davisi (INGENITO; DUBOC; ABILHOA, 2004),
Hypostomus ancistroides (OYAKAWA; AKAMA; ZANATA; 2005), e Rhamdiopsis
moreirai (BIZERRILL; LIMA, 2000). Recentemente, Dulz (2015: dados ndo publicados)
evidenciou a presenca no rio Iguagu de Astyanax ribeirae, caracterizada até entdo como
endémica do rio Ribeira de Iguape.

Os eventos fluviais dindmicos entre sistemas de drenagens adjacentes ao Arco de
Ponta Grossa podem ser o resultado de sua atividade tecténica, promovendo a troca faunistica
entre estes tributarios. Esta atividade tectonica resultou na captura de rios costeiros para areas
de altitude no final do Pleistoceno (RIBEIRO, 2006). Movimentos verticais entre blocos das
falhas e a acdo erosiva dos rios promoveu a mistura entre drenagens adjacentes, e

provavelmente explica as trocas de fauna que ocorreram entre as drenagens costeiras, como
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Ribeira de Iguape e as terras altas do Iguacu e rios Paranapanema. O recuo erosivo da margem
leste da plataforma do escudo cristalino (Serra do Mar) foi responsavel pela transferéncia de
ancestrais de areas altas para as regides costeiras. A abertura da bacia do rio Ribeira de Iguape
é um exemplo deste processo (MENEZES et al., 2008).

A andlise do DNA barcode através do gene mitocondrial COIl revelou uma
divergéncia interespecifica entre A. serratus e A. laticeps bem abaixo (0,2%) do valor
considerado como limiar para delimitacdo de espécies (2%). No estudo de Pereira et al.
(2013), os valores de divergéncia nucleotidica do COI entre A. schubarti e A. trierythropterus
ficaram abaixo de 2% e estes valores foram atribuidos a evidéncias morfoldgicas que indicam
que estes grupos possam constituir apenas uma espeécie valida em sinonimia.

Para Pereira et al. (2013), o uso do valor limiar de 2% de divergéncia genética como
valor de corte para a delimitacdo de espécies foi eficiente em sua pesquisa, na qual 80% das
comparacOes interespecificas realizadas tiveram valor de divergéncia acima de 2%. No
entanto, valores divergéncia genética interespecificos do COI baixos e abaixo dos 2%
usualmente empregados, podem indicar grupos com radiacdo recente, ou taxas evolutivas
diferenciadas neste gene dentro de grupos taxonémicos (HEBERT et al., 2003; PEREIRA et
al., 2013). Nestes casos, deve haver precaucdo ao estabelecer este valor de corte, pois 0
mesmo pode desviar a real diversidade do grupo e ha a necessidade de uma analise integrativa
de forma a validar o resultado do DNA barcode, o que foi realizado neste trabalho, com a
insercdo de analise morfoldgica e citogenética.

O dendograma de Neighbor-Joining (Figura 11), elaborado com base na distancia
genética entre os individuos, aproximou a espécie A. fasciatus de A. serratus e A. laticeps,
enquanto que A. scabripinnis se distanciou, enraizando o dendograma, entretanto, A. serratus
e A. laticeps fazem parte do complexo de espécies de A. scabripinnis, enquanto que A.
fasciatus forma outro complexo de espécies dentro do género Astyanax. Esta condi¢do pode
ser explicada devido a dois fatores caracteristicos do género Astyanax: auséncia de evidéncias
de monofiletismo (REIS, KULLANDER E FERRARIS, 2003), e a convergéncia morfolégica
(WILKENS; STRECKER, 2003; PROTAS et al., 2006), que dificultam a taxonomia e 0
agrupamento em complexos de espécies baseando-se apenas em caracteres morfologicos.

Os resultados da caracterizagdo morfologica, analise morfométrica, estrutura
cromossémica, localizacdo dos sitios de rDNA 5S e do barcode sugerem fortemente a
sinonimia entre A. serratus e A. laticeps, entretanto, as variacdes interespecificas no padrdo de
heterocromatina, nos sitios de rDNA 18S e das Ag-RONS, apesar de serem comuns neste

género, podem indicar o inicio de um processo de vicariancia, no qual as diferencas
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encontradas podem ser resultado do acimulo de mutag6es devido a restricdo de fluxo génico
entre as populacdes pelo atual isolamento geografico entre as bacias hidrograficas do rio
Iguacu e bacias litoraneas adjacentes.

A eficécia das técnicas utilizadas pode ser observada neste caso, e com a evidéncia da
variacdo individual nos marcadores cromossdmicos, a analise morfoldgica, a descricdo

cariotipica e o sequenciamento do COI foram essenciais na determinacéo dos resultados.

Tabela 2: Contagem de raios das nadadeiras e de escamas (R = raios ramificados; NR = raios
nédo - ramificados).

A. laticeps A. serratus
Raios das nadadeiras
R NR R NR
Dorsal 2 8a9 |[2a3 8a9
Anal 3a4 16a23 |3a4 16al9
Peitoral 1 11a12 1 11a13
Pélvica 1 6a7 1 7
Escamas
Linha lateral 37 a 38 36 a 38
Acima da linha lateral 6a8 6a7
Abaixo da linha
lateral 5a7 5a6
Pré-dorsal 11a14 11a13
Pedunculo caudal 17a19 17a19
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Tabela 3: Medidas em proporc¢des em relagdo ao comprimento do corpo e ao comprimento da cabega. Valores obtidos em mm.

A. serratus (n=20) A. laticeps (n=14) A. laticeps A. serratus

Intervalo Média DP Intervalo Média DP Intervalo Intervalo

Porcentagens do comprimento padrao

46,64 - 56,07 49,54 2,06 44,46 - 50,73 4797 1,79 4390 - 52,70

66,09 - 7701 69,29 249 5023 - 7209 66,74 529 61,40 - 72,70

Altura do pedinculo caudal 11,07 - 14,75 1205 0,78 10,39 - 1196 11,34 045 10,00 - 13,70

Comprimento da nadadeira dorsal 2258 - 2535 2368 084 2331 - 2750 2503 1,36 20,00 - 28,20 -

Comprimento da nadadeira peitoral 18,33 - 23,29 19,74 120 19,01 - 23,10 2090 1,26 1780 - 2480 16,90 - 21,70

Base da nadadeira anal 1959 - 2994 2320 9,06 2103 - 2766 2515 166 2080 - 30,10 -

Distancia da nadadeira peitoral até a ventral 18,91 - 2599 21,76 1,92 17,17 - 2359 20,67 1,59

2332 - 2932 2630 150 2348 - 29,21 26,05 142 23,40 - 31,70 20,20 - 28,80

2351 - 30,75 27,05 200 2222 - 2732 2519 162 1890 - 3490 2120 - 28,30

Diametro orbital 2561 - 39,49 3108 337 3258 - 4436 37,10 3,18 2500 - 38,70 24,10 - 36,40
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Tabela 4: Valores de divergéncia genética do COI com base no método K2P em cinco
espécies de Astyanax.

A. Iaticeﬁs A. serratus A. scabriﬁinnis A. Earanae A. fasciatus

A. serratus 0,20 % 0,00 %

A scabripinnis  204%  207%  000%
A iaranae 370% 3,90 % 22,1 % 0,90 %
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Figura 6: NUmero de dentes e de clspides. Cuspides de dentes sinfisianos e laterais das séries externa e interna
do pré-maxilar, dentario e maxilar de A. laticeps e A. serratus. Barra = 10 um.
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Figura 7: Gréfico de projecdo individual da analise de varidveis candnicas livres de tamanho de A. serratus

(cinza) e A. laticeps (preto). Os machos estao representados pelos circulos e as fémeas por quadrados.
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Figura 8: Cari6tipos de A. laticeps (a) e A. serratus (b) elaborados com coloragdo convencional (Giemsa) com
destaque (a direita) para os cromossomos marcados com Ag-RONSs. Barra = 10um.
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Figura 9: Marcagdes de heterocromatina constitutiva (2 esquerda) através de bandamento C (coloragdo com
iodeto de propidio, apresentada em tons de cinza) e localizagdo com marcadores cromossdmicos (a direita) de
rDNA 5S (verde) e 18S (vermelho) em A. laticeps (a e b) e A. serratus (c e d). Barra = 10um.
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Figura 10: Ideograma representando as marcacdes de rDNA 5S e 18S, bandamento C e Ag-RONs em A. laticeps
(@) e A. serratus (b).
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Figura 11: Dendograma de Neighbor-Joining, mostrando as espécies A. serratus (populacéo do rio Pintado, bacia
do Rio Iguagu) e A. laticeps (populacdo do riacho Itaiacoca, bacia do Rio Ribeira do Iguape), analisadas
juntamente com os grupos externos. A escala indica a distancia evolutiva inferida pelo nimero de substituicdes

de bases.
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Figura 12: Representacdo da localizacdo das bacias hidrograficas de ocorréncia de A. laticeps (bacia do rio
Uruguai e do Atlantico Sul-Sudeste) e A. serratus (bacia do rio Parana). Os pontos pretos indicam os locais de

coleta de A. laticeps e os vermelhos de A. serratus.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foram integradas técnicas de analise morfolOgica, citogenética, genética
molecular, incluindo marcadores cromossomicos e utilizagio de DNA barcode para
comparacao entre as espécies A. laticeps e A. serratus.

A analise morfologica revelou alta similaridade nas proporc¢des corporais, duas series
de dentes no pré-maxilar, sendo os da série externa tricuspidados, e da série interna variando
de 5 a 3 cuspides, maxilar com 0 a 2 dentes, com variagdo de 3 cuspides para 1 e dentario com
dentes penta a tricuspidados. Ambas as espécies apresentam uma mancha umeral preta
ovalada, com um estreito prolongamento anteroventral.

A citogenética revelou mesmo nimero diploide, mesma férmula cariotipica e mesmo
namero fundamental, com destaque para o primeiro par cromossdmico de porte
destacadamente maior que os demais do complemento, sem diferenciacdo morfolégica de
Cromossomos sexuais.

O bandamento C revelou variacdes intrapopulacionais e interespecificas na localizacao
dos sitios de heterocromatina entre A. serratus e A. laticeps, sendo que grande parte dos sitios
foram localizados nas regifes teloméricas dos cromossomos, e na maioria dos casos foram
coincidentes com os sitios de DNA ribossomal e Ag-RONSs.

As Ag-RONSs apresentaram-se multiplas, sendo a maioria coincidentes com os sitios
de rDNA 18S. Foram encontradas variagdes entre as duas espécies estudadas.

Os marcadores rDNA 18S foram varidveis quanto ao numero, tamanho e localizagao
dos sitios nos cromossomos quando comparados entre A. serratus e A. laticeps, situados em
regibes teloméricas e centroméricas. Este padrdo ndo foi observado para o rDNA 5S, que se
mostrou conservado e localizado no par 19 em ambas as espécies.

A anélise das sequéncias do COI demonstrou divergéncia intraespecifica de 0%, e
interespecifica de 0,2%, valores abaixo do considerado limiar para a delimitacdo de espécies
diferentes em peixes (2%).

Os resultados morfoldgicos, da estrutura cromossémica e do barcode demonstram
fortes evidéncias para a sinonimia entre A. serratus e A. laticeps, como uma Unica unidade
evolutiva e ampliam a distribuicdo geogréafica de A. laticeps para o Rio Iguacu, explicada pela
hipotese de compartilhamento de fauna devido a movimentos tectdnicos e captura de
cabeceiras de rios no escudo cristalino.

As variacOes no padrdo de heterocromatina, nos sitios de rDNA 18S e Ag-RONs sdo

comuns no género Astyanax, e sdo resultado de eventos ndo robertsonianos, devido a
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localizagdo destes sitios. No entanto, as variagdes interespecificas também podem indicar que
A. serratus estad submetida a eventos de vicariancia e alopatria, devido ao seu atual isolamento
geografico restringir o fluxo génico com populacdes de bacias litoraneas.

Estas evidéncias reforcam a necessidade de realizar coletas nas bacias do alto rio
Parand, como rio Tibagi e Paranapanema, a fim de identificar a ocorréncia de A. laticeps

nestes tributarios.
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Anexo 2: Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade de Ponta Grossa

UE/"i: OPROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao

D E SUB-COMISSAO DE ETICA EM ANIMAIS

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordindria realizada nesta data, a
Comissdo de Etica em Pesquisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética e
Preservagdo dos Peixes dos Campos Gerais II” de

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

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

A(/z’{‘lz/l

Prof® GULlhé\rme dé Almeida S. Tedrus

Coo\a/enador substituto da SCEEA

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-900 — Ponta Grossa - PR — BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitario em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 - Fax: (42) 3220-3102
e-mail: seccoep@uepg.br Home page: www.uepg.br
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Anexo 3: OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS: PREPARACOES DIRETAS
(in vivo) (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA- FILHO, 1978).

Todos os exemplares foram anestesiados antes de sofrerem eutanasia, através da
administracdo de dleo de cravo (GRIFFTHS, 2000).

1. Injetar intra-abdominalmente uma solucdo aquosa de colchicina (0,025%) na
proporcdo de 1 mL para cada 100 g de peso do animal. Manter o peixe em aquario bem
aerado durante 30 - 40 minutos.

2. Anestesiar o animal com uma superdose de Gleo de cravo, sacrificando-o em
seguida.

3. Retirar uma porcdo do rim anterior, transferindo-a para uma cuba contendo cerca de
10 mL de solucéo hipotdnica (KCI 0,075 M), pré-aquecida a 37°C e dissociar as células com
pincas de disseccdo e seringa hipodérmica desprovida de agulha.

4. Incubar o material em estufa a 37°C durante 25 - 30 minutos.

5. Retirar a suspencdo celular da estufa, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
transferir o material para um tubo de ensaio, descartando os fragmentos de tecidos ndo
desfeitos.

6. Adicionar de 5 a 10 gotas de fixador Carnoy (3 partes de metanol para uma parte de
acido acético) recém preparado, ressuspender levemente o material com a pipeta de Pasteur.
Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm.

7. Descartar o material sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Adicionar de 5 a 7 mL de fixador, ressuspender o material e centrifugar por mais 10 minutos.

8. Repetir 0 passo 7 mais duas vezes.

6. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, retirar o sobrenadante e acrescentar 7- 10
mL de fixador. Ressuspender o material e centrifugar durante 10 minutos.

7. Repetir 0 passo 6 mais duas vezes.

8. Apo0s a ultima centrifugacdo eliminar o sobrenadante, adicionar de 1 a 2 mL de
fixador (dependendo da quantidade material obtido) e ressuspender o material.

9. Acondicionar em tubos de plastico tipo Eppendorf, e armazena-los no freezer.

Anexo 4: OBTENCAO DE CROMOSSOMOS MITOTICOS: PREPARACOES
INDIRETAS (in vitro) (FORESTI; OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO, 1993)
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Todos os exemplares foram anestesiados antes de sofrerem eutanasia, através da
administracdo de 6leo de cravo (GRIFFTHS, 2000).

1. Anestesiar o animal com 6leo de cravo, sacrificando-o em seguida.

2. Retirar uma porgéo do rim anterior, transferindo-a para uma cuba contendo cerca de
6 mL de meio de cultura celular RPMI, dissociar as células com pincas de dissecc¢do e seringa
hipodérmica desprovida de agulha.

3. Transferir a suspensdo celular para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de
Pasteur, adicionar de 1-3 gotas de solucdo aquosa de colchicina (0,025%) homogeneizando-as
bem com o material.

4. Incubar o material a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, centrifuga-lo
durante 10 minutos a 1200 rpm.

5. Descartar o sobrenadante e adicionar 10 mL de solucdo hipotonica (KCI 0,075M),
com auxilio de uma pipeta de Pasteur e ressuspender bem o material. Incuba-lo em uma estufa
a 37°C, por mais 30 minutos.

6. Retirar a suspensao celular da estufa e adicionar de 5 a 10 gotas de fixador Carnoy
(3 partes de metanol para uma parte de acido acético) recém preparado, ressuspender
levemente o material com a pipeta de Pasteur. Levar a centrifuga durante 10 minutos a 1200
rpm.

7. Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 7-10 mL de fixador.
Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm.

8. Repetir 0 passo 7 por mais duas vezes.

9. Apés a ultima centrifugacao e eliminacdo do sobrenadante, adicionar de 1-2 mL de
fixador e ressuspender o material.

10. Acondicionar o material em tubos plasticos tipo Ependorff e guarda-los no freezer.

PREPARO DE LAMINAS

Obtencdo das metafases por meio do procedimento de coloragdo convencional com
Giemsa:

1- Pingar de uma a trés gotas de suspensao celular sobre uma lamina recém lavada e
escaldada com agua a 60°C, permitindo que o excesso de material escorra sobre papel
absorvente.

2- Colocar as laminas em um suporte, para que sequem em temperatura ambiente.
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3- Corar a lamina com Giemsa 5%, diluida em tampéo fosfato (Na,HPO, x 12 H,O +
Na:HPO, x 12H,0), pH= 6,8, por 7 a 10 minutos.

4- Lavar as laminas com agua destilada e secar naturalmente.

Anexo 5: DETERMINACAO DE HETEROCROMATINA COSTITUTIVA (SUMNER,
1972), COM MODIFICAGOES (LUI et al., 2009)

1- Incubar a ldmina em solugdo de HCI 0,2N a 42°C por aproximadamente 10 min.
2- Lavar em agua corrente e deixar secar.

3- Colocar a lamina em solucéo aquosa de Ba (OH),8H2 5% recém preparado durante

2 a 3 min em temperatura ambiente.

4- Mergulhar trés vezes em HCI 0,2N, lavar em agua corrente e deixar secar.

5- Incubar a ldmina em solucéo salina 2xSSC (pH=6,8) a 60°C por aproximadamente
45 min.

6- Lavar em agua corrente e deixar secar.

7- Corar as ldaminas com iodeto de propidio, em uma proporcéo de 50 pg/mL diluido

em 200 pL “antifade” (1,4-Phenylendiamin-dihydochlorid) e cobri-las com uma laminula.

Anexo 6: DETERMINACAO DAS Ag-RONS (HOWELLL; BLACK,1980)

1- Colocar sobre uma lamina previamente preparada duas ou trés gotas de solugéo

aquosa de gelatina (1 g de gelatina incolor + 50 mL de H,O +0,5 mL de &cido formico).
2- Adicionar sobre cada gota de gelatina uma gota de agua destilada e 2 gotas de
AgNO, 50%3- Cobrir com laminula e colocar em estufa 4 60°C durante trés a seis minutos.

4- Lavar em &gua corrente, retirando a laminula.

5- Secar a lamina e observar ao microscopio de campo claro.

Anexo 7: HIBRIDIZACAO IN SITU COM SONDAS FLUORESCENTES (FISH) (PINKEL;
STRAUME; GRAY, 1986)
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Preparacdes das sondas

A obtencéo da sonda de DNA ribossémico 18S ocorreu a partir do DNA genémico de
Prochilodus argenteus (Prochilodontidae) (HATANAKA; GALETTI, 2004) e a sonda de
rDNA 5S a partir de DNA gendmico de Leporinus elongatus (Anostomidae) (MARTINS;
GALETTI JR, 1999). Para a marcacao da sonda rDNA 18S foi utilizado biotina-16-dUTP (kit
nick translationBiotin-Nick Translation Mix) e para a sonda do rDNA 5S, digoxiginina -11-
dUTP (kit DIG-Nick Translation Mix), segundo as orientacdes do fabricante (Roche Applied
Science). As misturas de hibridizag&o tiveram a estringéncia de 77% (2,5 ng/uL sonda, 50 %
formamida, 2 x SSC, 10% sulfato dextrano, 37 °C por 16 horas). Para a detec¢do das sondas
foram utilizados os anticorpos anti-digoxigenina conjugada com rodamina e streptavidina
conjugada com FITC (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contra corados com

DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector).

Tratamento com RNAse

1- Lavar as laminas, contendo as preparacdes cromossomicas, em tampdo PBS 1X
durante 3 minutos, em temperatura ambiente e com agitagéo.

2- Desidratar as laminas em série alcoolica (70%, 85% e 100%) durante 3 minutos e
seca-las ao ar livre.

3- Incubar as laminas em solugdo com 100 puLL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC), sob
laminula, & 37°C por 1 hora em camara Umida com agua mili-Q.

4- Lavar as laminas em solucdo de 2xSSC trés vezes, durante 3 minutos cada vez;

5- Em seguida, lavar em PBS 1X durante 5 minutos;

Tratamento com Pepsina
6- Incubar as laminas por 10 minutos em solucgéo de pepsina 0,005% (em 10mM HCL)
em temperatura ambiente.

7- Lavar em PBS 1x durante 5 minutos com agitacdo, em temperatura ambiente.

Fixacao

8- Fixar em formaldeido 1% em PBS 1X / 50mM MgCI2 50mM durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

9- Lavar em PBS 1X por 5 minutos, com agitagéao.

10- Desidratar das laminas em série de alcodlica (70%, 85% e 100%) por 3 minutos e

seca-las ao ar livre.
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Pré-hibridacéo

11- Simultaneamente a desidratacdo em serie de alcodlica, desnaturar a solucdo de
hibridacdo a 100°C durante 10 minutos e passa-los imediatamente ao gelo até sua utilizagéo.

12- Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos.

13- Desidratar as laminas em série alcoolica (70%, 85% e 100%) durante 5 minutos e

deixar secar.

Hibridacao
14- Preparar a camera umida 37°C.
15- Aliquotar sobre cada lamina 50 pL de solugdo de hibridacdo, cobrir com uma

laminula e deixar durante 16 horas a 37° C.

Lavagens (Segundo dia)

16- Lavar 2 vezes em formamida 15% / 0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10 minutos
cada, com agitagéo.

17- Lavar as laminas durante 3 minutos em solucdo de Tween 0,05%/ 4xSSC, em

temperatura ambiente, com agitacéo.

Bloqueio
18- Incubar as laminas em tampéo 5% NFDM / 4xSSC por 15 minutos.
19- Lavar as laminas duas vezes por 3 minutos cada com Tween 0,05%/ 4xSSC, em

temperatura ambiente, com agitagéo.

Deteccao de duas sondas DOUBLE FISH

20- Incubar as laminas com 100 pL cada do mix de anticorpos streptavidina conjugada
com FITC e anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science) durante 1
hora em camara Umida e escura em temperatura ambiente.

21- Lavar as laminas por trés vezes com Tween 0,05%/ 4xSSC em temperatura
ambiente, durante 3 minutos cada, com agitacao.

22- Desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 minutos cada

banho e seca-las ao ar livre.

Montagem das laminas com DAPI
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23- Misturar 400 pL de antifading mais 1pL de DAPI (0,2 ug/mL) em meio de
montagem Vectashield (\VVector).

24- Colocar 50 pl da mistura e cobrir com laminula. Guardar em local escuro.

Anexo 8: ESTUDOS CARIOTIPICOS (LEVAN; FREDGA; SANDBERG, 1964)

As preparagOes cromossdmicas foram analisadas em microscopio de campo claro
Olympus Bx41. As contagens cromossomicas e observagdes mais detalhadas foram feitas
com objetiva de imersdo (aumento de 1000 vezes). As metafases foram capturadas com
camera digital Olympus DP71 acoplada ao microscopio de Olympus BX 41, com a utilizacdo
do programa DP- Controller-BSW. As preparagfes com fluorocromos ocorreramem um
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.

As melhores imagens foram utilizadas para montar os cariétipos, nos quais 0s
cromossomos homologos foram pareados e dispostos em grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico), através de utilizacdo de software Adobe
Photoshop (versdo PSD 14). A classificagdo cromossdmica adotada foi proposta por Levan,
Fredga e Sandberg (1964) onde o limite de relacdo de bracos (RB), braco maior/braco menor,

estabelecido segue:

RB= 1,00-1,70, metacéntrico (m);
RB=1,71-3,00, submetacéntrico (sm);
RB= 3,01-7,00, subtelocéntrico (st);
RB= maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Para a determinagdo do numero fundamental os cromossomos metacéntricos,

submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados contendo dois bracos e os

Cromossomos acrocéntricos contendo apenas um braco.

Anexo 9 - EXTRACAO DOS DENTES
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A extracdo dos dentes foi realizada seguindo a metodologia de Moreira-Filho e
Garavello (1994). Com auxilio de estereomicroscopio e uma agulha hipodérmica foram
retirados os dentes sinfiseanos e laterais dos exemplares de Astyanax em analise. Cada dente
foi colocado em ladmina escavada contendo hipoclorito de sodio 2,5%. Logo a seguir foi
transferido para outra cavidade da lamina contendo perdxido de hidrogénio em solugéo 10%,
permanecendo por 3 minutos. Posteriormente, os dentes foram armazenados em alcool 70 v/v
por 10 dias. Os dentes foram entdo fotografados em microscopio de campo claro (Olympus
BX41) em aumento 40x.

Anexo 10 - EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico e mitocondrial foi realizada a partir de tecidos sélidos
(figado ou masculo), utilizando o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990).

1- Retirar um pequeno pedago (15 mm?3) do figado ou musculo do animal, picotar e
colocar em um microtubo;

2- Adicionar 360pl de tampéo (NaCl 5 M, EDTA 0,5 M, TRIS-HCI 1 M) sem CTAB
(brometo de cetil-trimetilamonio);

3- Acrescentar 13 pl de proteinase K (10 mg/mL), 5 ul de B-mercaptoetanol e 240 pl
de CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio) 5% cristalizado;

4- Incubar em banho-maria a 55°C, até digerir totalmente o tecido;

5- Ap6s digerir totalmente o tecido, adicionar 600 pl de cloroférmio e agitar por 5
minutos em voértex suave;

6- Em seguida, centrifugar a 8.000 rpm por 5 minutos e retirar 0 sobrenadante
transferindo-o para um novo tubo;

7- Adicionar 600 pl de etanol absoluto e armazenar a — 20 °C por 2 horas;

8- Posteriormente, centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos e descartar o
sobrenadante;

9- Lavar o pellet com 500 pl de etanol a 70 v/v, sem agitar;

10- Centrifugar por 2 minutos a 14.000 rpm e retirar o sobrenadante;

11- Armazenar em estufa a 37 °C até evaporar o alcool;

12- Adicionar 15 pl de &gua MiliQ e 5ul de RNAse e colocar por 1 hora na estufa a
37°C. Em seguida, inativar a RNAse elevando a temperatura para 65 °C durante 15 minutos e

armazenar no freezer.
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Anexo 11 - OBTENCAO DAS SEQUENCIAS PARCIAIS DO GENE CITOCROMO C
OXIDASE |

Para obtencdo das sequéncias do gene COI, utilizou-se os primers denominados de
Fish F1 e Fish R1 (WARD et al. 2005). A reacdo de amplificacdo COI foi realizada
utilizando-se de 2,5 pl de tampéo 10x, 1,25 pl de MgCl2 (50 mM), 0,5 p de mix de DNTPs (2
mM), 0,5 ul de cada primer (foword: 5° TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’;
reverse: 5° TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3°), 0,2 uL de Taq Polimerase
(Invitrogen - 5 unidades), DNA concentrado a 10ng/pl, e completados para 25 pl com Agua
MiliQ. O ciclo de PCR consiste em um passo inicial de desnaturacdo a 95°C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 46,1°C por 30
segundos (para ambas as espécies) e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de um passo
final de extensdo a 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram analisados em gel de

agarose 1%, purificados e submetidos ao sequenciamento de DNA.

Anexo 12 -PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR PELO KIT GE HEALTHCARE -
ILLUSTRAGFX PCR DNA

A purificagdo seguiu o protocolo do Kit Illustra GFX PCR DNA and GelBand
Purification (GE Healthcare). O protocolo consiste na adi¢cdo de 500ul de capture buffer type
3 a 100 pl de amostra (10 pg) e centrifugacéo por 30 segundos a 16.000 rcf. Posteriormente,
coletar o liquido do fundo do tubo que contém a amostra, transferir para microSpin Collumn e
centrifugar por 30 segundos a 16.000 rcf. Na sequéncia, descartar todo o contetdo do tubo
coletor, mantendo a microSpin Collumn. Em seguida, adicionar 500pl de Wash buffer typel, e
centrifugar por 30 segundos a 16.000 rcf, descartando o contetdo do tubo coletor e
centrifugar novamente por 20 segundos a 16.000 rcf. Posteriormente, transferir a microSpin
Collumn para um microtubo novo e deixar evaporar o alcool a 37° C por 3 minutos. Apds,
adicionar 25ul do tampédo type 6 a 70°C, aguardar 1 minuto e centrifugar por 1 minuto a

16.000 rcf. Coletar a solucéo que passou pela coluna e estocar a -20 °C.



