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RESUMO

Astyanax &€ um género de peixes pertencente a Characiformes, sendo atualmente
classificado como incertae sedis. Dentre suas espécies encontra-se Astyanax scabripinnis,
que é reconhecida como um complexo de espécies, o qual é composto por 33 espécies. Este
estudo propds-se a investigar a constituicdo cariotipica classica e molecular de espécies
desse complexo, através de andlises de citogenética classica e molecular: coloracéo
convencional por Giemsa, bandamento C, impregnacao por Nitrato de Prata e hibridizagdes
in situ fluorescente (FISH) com diferentes sondas de DNA repetitivos (DNAr 5S, DNAr
18S, Asb1, snRNA U2, H3, H4, Rex1, Rex3, sequéncia telomérica e microssatélites) em
trés especies de diferentes bacias hidrogréaficas: 1) Astyanax aff. scabripinnis (Alto rio
Parand); 2) Astyanax cf. intermedius (Paraiba do Sul); 3) Astyanax cf. goyanensis
(Tocantins). Para esta ultima observou-se duas unidades ocorrendo em simpatria, sendo
entdo considerada a presenca de dois cariomorfos (A e B). As analises mostraram que as
espécies possuem algumas caracteristicas cromossémicas conservadas, como 2n=50
cromossomos, sitios teloméricos e padrdo de distribuicdo cromossdémica dos elementos
repetitivos Rex1 e Rex3. Entretanto, a presenca de caracteres cromossdmicos variaveis se
sobressai entre as espécies, mostrando diversidade no que se refere a morfologia
cromossdmica, padrdo de bandamento C, nimero de sitios e localizacdo de AgRONS,
distribuicdo cromossdmica de DNAs respetitivos (DNAr 18S e 5S, As51, snRNA U2, H3,
H4 e microssatélites). Estes resultados demonstram grande diversificagdo da microestrutura
cariotipica de espécies do complexo Astyanax scabripinnis e reforcam a biodiversidade
existente no grupo. Além disso, os dados obtidos tem um importante papel no auxilio a
taxonomia e biologia evolutiva do grupo, uma vez que revelam a presenca de diferentes
unidades dentro do complexo, as quais podem ser delimitadas com o auxilio citogenético,

mostrando a ocorréncia de caracteristicas cromossémicas exclusivas de cada espécie.



ABSTRACT

Astyanax is a fish genus of Characiformes and currently is classified as incertae sedis.
Astyanax scabripinnis, one of these species, is recognized as a species complex, which is
composed of 33 species. This study propose to investigate karyotypic constitution of
species of this complex, throughout classical and molecular analyzes: conventional Giemsa
staining, C-banding, impregnation with silver nitrate and fluorescence in situ hybridization
(FISH) with different repetitive DNA probes (rDNA 5S, rDNA 18S, As51, snRNA U2, H3,
H4, Rex1, Rex3, telomeric sequence and microsatellites in three species from different
rivers basins: 1) Astyanax aff. scabripinnis (Alto rio Parand); 2) Astyanax cf. intermedius
(Paraiba do Sul); 3) Astyanax cf. goyanensis (Tocantins). For the latter, two units were
observed occurring in sympatry, and then the presence of two karyomorphs (A and B) was
considered. The analyzes showed that the species have some conserved chromosomal
characteristics, such as 2n=50 chromosomes, telomeric sites and chromosomal distribution
pattern of repetitive elements Rexl and Rex3. However, the presence of variable
chromosomal characters stands out among the species, showing diversity regarding
chromosomal morphology, C-banding pattern, number of sites and location of AgNORSs,
chromosomal distribution of repetitive DNAs (rDNA 18S and 5S, As51, snRNA U2, H3,
H4 and microsatellites). These results demonstrate great diversification of the karyotypic
microstructure of species of Astyanax scabripinnis complex and reinforce the biodiversity
of the group. In addition, the data obtained has an important role in assisting the taxonomy
and evolutionary biology of the group, since they reveal the presence of different units
within the complex, which can be delimited with cytogenetic assistance, showing the

occurrence of exclusive chromosomal characteristics of each species.
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1. INTRODUCAO

Os peixes tém se mostrado de grande interesse para a pesquisa cientifica,
principalmente por apresentarem grande diversidade no que se refere a sua morfologia,
biologia e habitats (NELSON et al. 2016), além de possuirem uma histdria evolutiva longa
e muitas vezes de dificil compreensdo (LANGEANI et al. 2009).

Atualmente, sdo consideradas validas mais de 35.500 espécies de peixes (FRICKE
et al. 2020), as quais se encontram distribuidas em 85 ordens e 536 familias (NELSON et
al. 2016). Do total de espécies, 43% sdo predominantemente de agua doce (NELSON et al.
2016) e cerca de 8.000 espécies sdo encontradas na regido Neotropical, a qual se estende
desde o sul do México até a América do Sul, sendo assim, a maior fauna de peixes de dgua
doce conhecida (GRACA & PAVANELLI, 2007). Das espécies ocorrentes na regido
Neotropical, mais de 2.600 sdo encontradas em territorio brasileiro (BUCKUP et al. 2007).
Dentre estes, uma das mais intrigante e complexa histéria evolutiva pode ser atribuida aos

pequenos peixes conhecidos como lambaris ou piabas do género Astyanax.

1.1. Consideragdes gerais sobre Characiformes e Characidae

Characiformes € uma ordem de peixes bastante diversa, e seus individuos podem ser
localizados desde a fronteira México - Estados Unidos até o sul da Argentina, além de
serem encontrados no continente africano (LUCENA, 1993). Os peixes pertencentes a esta
ordem encontram-se distribuidos em 24 familias, com cerca de 520 géneros e
aproximadamente 2300 espécies. Desse total de espécies, cerca de 200 ocorrem na Africa e
as restantes apresentam-se distribuidas pela regido Neotropical, onde atingem sua maior

diversidade, representando 30% dessa ictiofauna (NELSON et al. 2016).



No que se refere ao cari6tipo, os Characiformes apresentam grande variagdo em
relacdo ao numero dipldide, sendo encontrados desde 2n=28 cromossomos, verificado em
Hemigrammus (SCHEEL, 1973), até 2n=102 cromossomos, observado em Potamorhina
altamazonica (FELDBERG et al. 1993) e Potamorhina squamoralevis (BRASSESCO et al.
2004).

Dentre as muitas familias pertencentes a Characiformes, uma das que mais se
destaca é Characidae, devido ao alto grau de complexidade e diversidade de seus individuos
(NELSON et al. 2016). Também € considerada a mais numerosa com cerca de 1.200
espécies distribuidas em aproximadamente 250 géneros (FRICKE et al. 2020). Do total de
géneros, 88 deles, incluindo cerca de 620 espécies, sdo considerados incertae sedis devido a
falta de dados que suportem seu monofiletismo (LIMA et al. 2003), mostrando, assim, que
as relaces filogenéticas da familia ainda sdo pouco conhecidas (NELSON et al. 2016).

Os caracideos incluem pequenos e grandes peixes popularmente conhecidos como
piranhas, lambaris, pacus, dourados, piracanjuba, entre outros (LIMA et al. 2003; NELSON
et al. 2016). Apresentam nadadeira caudal adiposa, sendo assim considerados bons
nadadores e, além disso, apresentam grande variacdo no que se refere a sua reproducéo,

acasalamento e habitos alimentares (BRITSKI et al. 1988).

1.2. Aspectos gerais de Astyanax, com enfoque no complexo de espécies Astyanax
scabripinnis

Astyanax ¢ um amplo género pertencente a Characidae. Atualmente é alocado como
incertae sedis (LIMA et al. 2003) e composto por cerca de 140 especies (NELSON et al.
2016). Sendo considerado o género mais rico em espécies de Characiformes, os individuos

encontram-se distribuidos desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (LIMA



et al. 2003). Recente revisdo taxonémica com base em caracteres morfoldgicos e
moleculares estabeleceu que o género Astyanax, como atualmente entendido, n&o
representa um grupo monofilético (TERAN et al. 2020). Estes autores ainda renomearam
varias espeécies e indicaram clados mais estreitos entre algumas espécies das 98 estudadas,
embora reconhegam que para uma filogenia definitiva é preciso considerar mais especies e
isso demanda também o aumento de caracteres na matriz de dados.

Astyanax, popularmente conhecidos como lambaris ou piabas, compreendem peixes
pequenos e ndo migratérios, com nadadeira adiposa quase sempre presente; linha lateral
completa e pouca curva na frente; dentes prée maxilares dispostos em duas series, sendo a
interna composta por cinco dentes; pré maxilar ndo protéatil; dentes com cuspides; altura do
corpo até trés vezes o comprimento padrdo e escamas de tamaho normal, cobrindo somente
a base dos raios da nadadeira caudal (BRITSKI et al. 1988).

De acordo com Pazza & Kavalco (2007), somente 15% das espécies de Astyanax ja
foram caracterizadas citogeneticamente, sendo essa porcentagem possivelmente ja
subestimada. O grupo mostra-se bastante diverso, com nimero dipl6ide variando de 2n=36
até 2n=50 cromossomos, sendo 2n=50 o mais frequente (MORELLI et al. 1983; PAZZA &
KAVALCO, 2007). Devido a alta variabilidade tanto cariotipica quanto morfologica
encontrada no grupo, varios autores propdem a existéncia de diferentes complexos de
espéecies, como: Astyanax bimaculatus, Astyanax fasciatus e Astyanax scabripinnis
(GARUTTI, 1995; MELO 2005; MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991,
respectivamente).

Moreira-Filho & Bertollo (1991) encontraram grande diversidade tanto em relacéo a
caracteres morfologicos quanto cromossémicos em diferentes populagbes de Astyanax

analisadas. Levando em consideracdo que A. scabripinnis apresenta um padrdo de



distribuicdo restrito a cabeceiras de rios, com plasticidade fenotipica e diferenciacdo
morfolégica em uma mesma bacia hidrogréfica, os autores propuseram que A. scabripinnis
trata-se possivelmente de um complexo de espécies e ndo de uma Unica especie em
particular. Em revisdo mais recente, Ingenito & Duboc (2014) apresentaram 29 espécies
pertencentes ao complexo A. scabripinnis, entretando novas espécies foram descritas, e

atualmente 33 espécies encontram-se alocadas dentro do complexo (Tab. 1).



Tabela 1: Espécies pertencentes ao complexo Astyanax scabripinnis (modificada de Ingenito & Duboc, 2014).

Espécie

Autor

Espécie

Autor

Astyanax
brachypterygium

Astyanax burgerai

Astyanax courensis

Astyanax cremnobates

Astyanax epiagos

Astyanax eremus

Astyanax goyanensis

Astyanax guaricana

Astyanax gymnogenys
Astyanax intermedius

Astyanax ita

Astyanax jacobinae

Astyanax jenynsii

Astyanax jordanensis

Astyanax laticeps

Astyanax leonidas

Astyanax lorien

Bertaco & Malabarba,
2001

Zanata & Camelier, 2009
Bertaco, Carvalho &
Jerep, 2010

Bertaco & Malabarba,
2001

Zanata & Camelier, 2008

Ingenito & Duboc, 2014

(Miranda-Ribeiro, 1944)

Oliveira, Abilhoa &
Pavanelli, 2013

Eigenmann, 1911

Eigenmann, 1908
Almiron, Azpelicueta &
Casciotta, 2002

Zanata & Camelier, 2008

(Steindachner, 1877)

Alcaraz, Pavanelli &
Bertaco, 2009

(Cope, 1894)

Azpelicueta, Casciotta &
Almirdn, 2002

Zanata, Burger &
Camelier, 2018

Astyanax microschemos
Astyanax obscurus

Astyanax ojiara

Astyanax paranae

Astyanax paris

Astyanax pirabitira

Astyanax pirapuan

Astyanax rivularis

Astyanax rupestris
Astyanax scabripinnis

Astyanax serratus

Astyanax sincora

Astyanax totae

Astyanax troya

Astyanax turmalinensis

Astyanax varzeae

Bertaco & Lucena,
2006

(Hensel, 1870)
Azpelicueta & Garcia,
2000

Eigenmann, 1914

Azpelicueta, Almirén
& Casciotta, 2002
Lucena, Bertaco &
Berbigier, 2013
Tagliacollo, Britzke,
Silva & Benine, 2011

(LUtken, 1875)

Zanata, Burger &
Camelier, 2018
(Jenyns, 1842)
Garavello & Sampaio,
2010

Burger, Carvalho &
Zanata, 2019

Haluch & Abilhoa,
2005

Azpelicueta, Casciotta
& Almirén, 2002
Triques, Vono &
Caiafa, 2003

Abilhoa & Duboc,
2007




1.3. Estudos cromossdmicos no complexo de espécies Astyanax scabripinnis

A denominacdo de Astyanax scabripinnis como complexo de espécies foi proposta
por Moreira-Filho & Bertollo (1991), com base no estudo de 7 populacGes provenientes de
riachos de diferentes ou de uma mesma bacia. A andlise realizada demonstrou grande
diversidade tanto em relacdo a caracteres morfologicos quanto cromossémicos, com
ndmero diploide variando entre 2n=46, 48 e 50 cromossomos, estrutura cariotipica,
principalmente relacionada ao numero de cromossomos acrocéntricos presentes nas
populagdes e distribuicdo de heterocromatina. Toda essa heterogeneidade encontrada entre
populacbes sendo consideradas como uma mesma espécie levou o0s autores a proporem que
se tratasse ndo de uma Unica espécie, mas sim de um complexo de espécies de A.
scabripinnis.

Muitos estudos corroboraram com a proposta de Moreira-Filho & Bertollo (1991).
Em relacdo ao numero diploide, 2n=50 é o mais frequentemente encontrado (MORELLI et
al. 1983; MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; SALVADOR & MOREIRA-FILHO,
1992; MAISTRO et al. 1992, 1994a, 1994b; 1998, 2000; 2001; FAUAZ et al. 1994;
SOUZA et al. 1995, 2007; VICENTE et al. 1996; PORTO-FORESTI et al. 1997;
MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS 1997, 1998a, 1998b; MESTRINER et al. 2000;
MANTOVANI et al. 2000, 2004, 2005; NEO et al. 2000a, 2000b; FERRO et al. 2001;
MOREIRA-FILHO et al. 2001; DANIEL-SILVA & ALMEIDA-TOLEDO, 2001,
KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; FERNADES & MARTINS-SANTOS, 2005,
2006; SANTOS & MORELLLI, 2006; ABEL et al. 2006; KAVALCO et al. 2007; BIAVITI
& MAISTRO, 2007; VICARI et al. 2008, 2011; KANTEK et al. 2008; DA ROSA et al.
2009; SANTOS et al. 2012a, 2012b; CASTRO et al. 2014, 2015; SILVA et al. 2014, 2015;

BARBOSA et al. 2015, 2017; TEIXEIRA et al. 2018), contudo variacbes podem ser



observadas, como 2n=46 (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; FERNADES &
MARTINS-SANTQOS, 2005, 2006; MANTOVANI et al. 2005; ABEL et al. 2006) e 2n=48
(MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; SOUZA et al. 1995, 1996; MIZOGUCHI &
MARTINS-SANTOS, 1998a, 1998b; MAISTRO et al. 2000; MANTOVANI et al. 2000,
2004; SOUZA et al. 2001; ALVES & MARTINS-SANTOS, 2002; FERNADES &
MARTINS-SANTOS, 2003, 2005, 2006; CRISTINA et al. 2003; ABEL et al. 2006;
VICARI et al. 2008; YANO et al. 2014; CASTRO et al. 2015). Além disso, a estrutura
cariotipica entre as populacdes estudadas apresenta grande variacdo. A ocorréncia de
espécimes triploides naturais também ja foi relatada para o grupo (FAUAZ et al. 1994;
MAISTRO et al. 1994b; CRISTINA et al. 2003; SANTOS et al. 2012b).

A heterocromatina, verificado pelo bandamento C, evidencia um padrao tipico, com
blocos proeminentes em posicdo terminal nos bracos longos de cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos (MAISTRO et al. 1992, 1994a; MIZOGUCHI &
MARTINS-SANTOS et al. 1997; MESTRINER et al. 2000; MANTOVANI et al. 2000;
FERRO et al. 2001; DANIEL-SILVA & ALMEIDA-TOLEDO, 2001; FERNADES &
MARTINS-SANTQOS, 2003, 2005; CRISTINA et al. 2003; SANTOS & MORELLI, 2006;
SANTOS et al. 2012a, 2012b; SILVA et al. 2014), podendo ocorrer heteromorfismo desses
blocos heterocromaticos entre os cromossomos homologos (MANTOVANI et al. 2000;
FERNADES & MARTINS-SANTOS, 2003). Além disso, o padrdo de distribuicdo de
heterocromatina nos cromossomos pode até mesmo ser carateristico para cada populacao
(MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1998;
MAISTRO et al. 19944, 1998, 2000; BIAVITI & MAISTRO, 2007; SANTOS et al. 2012b).

No que se refere a Regido Organizadora de Nucléolo (RON), a condicdo de sitios

multiplos € a mais frequente, podendo-se observar variagdo em relacdo ao ndmero e



posicdo desses sitios em diferentes tipos cromossémicos (MAISTRO et al., 1992, 1994a,
2000; MANTOVANI et al. 2000; ALVES & MARTINS-SANTQOS, 2002; FERNADES &
MARTINS-SANTOS, 2003, 2005; KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003; CRISTINA et
al. 2003; SANTOS & MORELLLI, 2006; BIAVITI & MAISTRO, 2007; SOUZA et al. 2007;
VICARI et al. 2008; DA ROSA et al. 2009; SANTOS et al. 2012a, 2012b; SILVA et al.
2014). Contudo casos de RON simples também ja foram observados (MESTRINER et al.
2000; MAISTRO et al. 2000, 2001; SANTOS et al. 2012b; BARBOSA et al. 2015, 2017).
A presenca de um sitio terminal no braco curto de um par subtelocéntrico, é encontrado
com frequéncia, podendo assim, se tratarem de cromossomos homeo6logos entre diferentes
populacbes (MANTOVANI et al. 2000) e importante marcador para a espécie (MAISTRO
et al. 2000) .

O mapeamento fisico de sequéncias de DNAs repetitivos nos cromossomos pela
Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH), foi realizado principalmente com sondas de DNA
ribossdbmico 45S e 5S, mostrando variacdo de cromossomos portadores desses cistrons
entre as populagdes estudadas (FERRO et al. 2001; SOUZA et al. 2001; KAVALCO &
MOREIRA-FILHO, 2003; CRISTINA et al. 2003; MANTOVANI et al. 2005; FERNADES
& MARTINS-SANTOS, 2006; VICARI et al. 2008, 2011; DA ROSA et al. 2009; SANTOS
et al. 2012a; CASTRO et al. 2014, 2015; SILVA et al. 2014, 2015; BARBOSA et al. 2015,
2017; TEIXEIRA et al. 2018).

Outras sondas de DNAs repetitivos ainda ndo foram amplamente exploradas,
contudo algumas ja foram utilizadas para mapeamento fisico dos cromossomos de
diferentes populacBes como: sequéncia telomérica (TTAGGG), (FERRO et al. 2003;
BARBOSA et al. 2017), sequéncia de DNA satélite Asbl (MESTRINER et al. 2000;

MANTOVANI et al. 2004, ABEL et al. 2006; KAVALCO et al. 2007; VICARI et al. 2011;
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BARBOSA et al. 2015, 2017), histonas H1, H3 e H4 (SILVA et al. 2014, 2015; BARBOSA
et al. 2017), snRNA Ul e U2 (SILVA et al. 2015), além de alguns tipos de microssatélites
(BARBOSA et al. 2017) e dos elementos transponiveis Rex1 e Rex3 (SILVA et al. 2014).
Outra caracteristica marcante do grupo é a presenga de cromossomos Bs, 0s quais
sdo varidveis em numero e morfologia, sendo que o mais frequentemente encontrado é o B
do tipo metacéntrico grande, semelhante ao primeiro par dos cari6tipos (SALVADOR &
MOREIRA-FILHO, 1992; MAISTRO et al. 1992, 1994a, 2001; PORTO-FORESTI et al.
1997; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS et al. 1997, 1998; MESTRINER et al. 2000;
NEO et al. 2000; FERRO et al. 2001, 2003; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2005;
VICENTE et al. 2006; KANTEK et al. 2008; SANTOS et al. 2012a, 2012b; CASTRO et al.
2014; SILVA et al. 2014; BARBOSA et al. 2015). Entretanto, outras morfologias foram
encontradas com menos frequéncia, como: metacéntrico pequeno (NEO et al. 2000; ALVES
& MARTINS-SANTOS, 2002; FERRO et al. 2003); submetacénrico grande (NEO et al.
2000; FERRO et al. 2003; SILVA et al. 2014); subtelocéntrico grande (FERNANDES &
MARTINS-SANTOS, 2005); acrocéntrico grande (FERNANDES & MARTINS-SANTOS,
2005) e microcromossomos (MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS et al. 1997).
Diferencas no padrdo de distribuicdo de heterocromatina nesses cromossomos
adicionais podem ser observadas, sendo eles totalmente heterocromaticos (SALVADOR &
MOREIRA-FILHO, 1992; MAISTRO et al. 1992, 2001; MIZOGUCHI & MARTINS-
SANTOS et al. 1997; NEO et al. 2000; FERRO et al. 2003; FERNANDES & MARTINS-
SANTOS, 2005; SANTOS et al. 2012a 2012b; CASTRO et al. 2014) ou parcialmente
heterocrométicos (SALVADOR & MOREIRA-FILHO, 1992; MIZOGUCHI & MARTINS-
SANTOS et al. 1997; MESTRINER et al. 2000; FERNANDES & MARTINS-SANTOS,

2005).
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Os cromossomos Bs também podem estar presentes em 100% das metafases
analisadas (SALVADOR & MOREIRA-FILHO, 1992; MIZOGUCHI & MARTINS-
SANTOS et al. 1997, 1998; FERNANDES & MARTINS-SANTOS, 2005; SILVA et al.
2014) ou apenas em um dos sexos (MAISTRO et al. 1992, 1994; ALVES et al. 2002). Além
disso, também ja foram encontrados sitios de DNAS repetitivos nesses cromossomos, como
rDNA 45S, histona H1 (SILVA et al. 2014) e As51 (BARBOSA et al. 2017).

Astyanax scabripinnis apresenta também importante propor¢do de individuos
intersexos com ocorréncia de hermafroditismo funcional, com possivel inversdo tanto para
machos quanto para fémeas, esse fato possivelmente esta ligado a fatores ambientais, tais
como temperatura e densidade populacional, entretanto néo relacdo entre a ocorréncia de

reversdo sexual e cromossomos Bs (CORNELIO et al. 2017; CIOFFI et al. 2018).

1.4. Aspectos gerais sobre DNAS repetitivos

No genoma de organismos eucariotos é comum a presenca de uma grande
quantidade de sequéncias repetitivas de DNA (MARTINS et al. 2011; LOPEZ-FLORES &
GARRIDO-RAMOS, 2012). Apresentando-se de tamanhos variados, esses segmentos
podem estar repetidos de dezenas a milhares de vezes no genoma, podendo estar
distribuidos em tandem (lado a lado) ou dispersos pelo genoma (LOPEZ-FLORES &
GARRIDO-RAMOS, 2012). As sequéncias que se repetem em tandem sdo subdivididas de
acordo com o tamanho de suas unidades de repeticdo, sendo classificadas em DNA
microssatélite, minissatélite e satélite. Por sua vez, os elementos transponiveis (TES) sdo
sequéncias que se apresentam dispersas pelo genoma e possuem a capacidade de
movimentac&o entre distintas regides do genoma (CHARLESWORTH et al. 1994; LOPEZ-

FLORES & GARRIDO-RAMOQS, 2012).
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Microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSRs) contém de 1 a 6 pares de
base (pb), repetidas de 5 a 100 vezes em cada locus (EPPLEN & EPPLEN-HAUPT, 2002),
e participam da organizacdo da cromatina, replicacdo e recombinacdo do DNA e regulacdo
da atividade génica (LI et al. 2002). Essas sequéncias sdo frequentemente distribuidas ao
acaso pelo genoma e possuem elevado grau de polimorfismo, sendo que devido a essa alta
variabilidade, seu uso como marcador molecular tem crescido consideravelmente, sendo
Uteis na caracterizacdo de diferentes populacdes (MARTINS et al. 2011).

Minissatélites possuem de 9 a 100 pb e apresentam-se repetidos no genoma de 2 a
centenas de vezes por locus (EPPLEN & EPPLEN-HAUPT, 2002). Para muitas
classificacbes de sequéncias em tandem, o DNA telomérico é comumente considerado um
minissatélite (FAJKUS et al. 2008). Teldmeros sdo sequéncias de DNA encontradas na
regido terminal dos cromossomos (MCEACHERN et al. 2000) e sua funcdo basica é manter
a integridade e estabilidade cromossomica (BLACKBURN, 2001). Todos os vertebrados
apresentam esse tipo de repeticdo de sequéncia telomérica (TTAGGG),. A utilizagdo desse
tipo de sequéncia vem sendo importante na deteccdo de rearranjos em diversos grupos,
principalmente em eventos relacionados a fusdes céntricas onde pode ser detectada a
presenca de ITS (Interstitial Telomeric Sequences).

DNAs satélites sdo sequéncias maiores e possuem repeticdes de 100 a 1000 pb
presentes em até 10’ cépias por genoma (EPPLEN & EPPLEN-HAUPT, 2002). Na maioria
dos casos, essas regides encontram-se alocadas preferencialmente na regido centromérica e
pericentromérica dos cromossomos (CORRADINI et al. 2007; ROSSI et al. 2007).
Contudo, também ha descricdo desse tipo de DNA em regido telomérica e intersticial

(ADEGA et al. 2007; MELES et al. 2008). Ocasionalmente, alguns genes podem ser
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encontrados intercalados com essas regides, sem que ocorra sua inativacdo (PIMPINELLI
etal. 1986; LOHE & HILLIKER, 1995).

As familias multigénicas sdo outra classe de DNA repetitivo organizada em tandem
e exibem essa denominacdo por agrupar conjuntos de DNAs que geralmente exibem
similaridades tanto estruturais quanto funcionais, além de serem descendentes de um gene
ancestral comum (NEI & ROONEY, 2005; LOPEZ-FLORES & GARRIDDO-RAMOS,
2012). Dentro desta classe, estdo inclusos os genes de histonas, DNA ribossomais e 0s
genes de snRNA (MARTINS et al. 2011; VALADKHAN, 2005).

As histonas sdo codificadas por familias que variam entre 100 e 1.000 genes
(GRIFFITHS et al. 2006). Séo classificas em histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4 e estdo
envolvidas na compactagdo do DNA para formagdo do nucleossomo. A estrutura dessas
proteinas é altamente conservada entre as diversas classes de animais, principalmente H3 e
H4, embora variagdes ja tenham sido encontradas (MARTINS et al. 2011).

As sequéncias de DNA ribossomais (DNAr) séo amplamente utilizadas, e de suma
importancia na grande maioria dos eucariotos por desempenharem um papel indispensavel
na sintese proteica, constituindo as principais estruturas dos ribossomos. Apresentam-se
organizados em tandem em dois grupos distintos: DNAr 45S e DNAr 5S. O arranjo maior €
constituido pelos genes que transcrevem os RNAs ribossomais (RNAr) 18S, 5,8S e 28S. O
arranjo menor é formado pelas sequéncias de genes que transcrevem o RNAr 5S, e €
transcrita por uma sequiéncia de aproximadamente 120 pb, sendo altamente conservada
(MARTINS et al. 2011; LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012).

Os snRNA (Small Nuclear RNA) sdo um subconjunto de pequenos RNASs que
podem ser encontradas no nucleo. Séo subdivididos em cinco tipos: U1, U2, U4, U5e U6 e

compdem a maquinaria do spliceossomo, atuando na remocao dos introns do pré-RNAmM
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durante o processo de splicing (VALADKHAN, 2005; UTSUNOMIA et al. 2014). O
mapemaneto cromossdmico dos genes de Ul e U2 vem evidenciando cenérios variaveis,
podendo essas sequéncias apresentarem-se clusterizadas em um ou mais pares
cromossdmicos, além de poderem exibir formas dispersas (UBEDA-MANZARANO et al.
2010).

As sequéncias dispersas sdo compostas por elementos transponiveis que possuem
capacidade de movimentacdo entre distintas regides do genoma. Séo classificadas em
transposons, 0s quais se propagam a partir de moléculas de DNA, e retrotransposons, que
necessitam da acdo de uma transcriptase reversa para se propagarem. Estes Ultimos s&o
subdivididos em duas categorias: 0s longos elementos intercalares (LINEs — Long
Interspersed Elements) e os elementos curtos intercalados (SINEs — Short Interspersed
Elements) (GRIFFITHS et al. 2006; MARTINS et al. 2011).

A anélise de diferentes classes de elementos repetitivos vem sendo cada vez mais
utilizada na citogenética de peixes e, para 0 complexo Astyanax scabripinnis, os trabalhos
envolvendo o mapeamento fisico dos cromossomos com sondas de DNASs repetitivos se
concentram mais nos DNAs ribossdmicos 45S e 5S, e poucos estudos exploraram outras
classes de DNA repetitivos até o momento. Desta forma, € de grande importancia
desenvolver mais estudos de citogenética molecular para entender como diferentes classes
de DNAs repetitivos, comumente estudados no genoma de peixes, como, histonas,
sequéncia telomérica, microssatélites e outros TEs, além dos rDNA 45S e 5S, que

apresentam grande variabilidade no grupo, estdo distribuidos no seu genoma.
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1.5. Caracterizacéo dos locais de estudo

Cerca de 70% da superficie global é constituida por agua, correspondendo ao
recurso natural de maior abundancia. Contudo, 97,5% desse total correspondem a oceanos e
mares, e apenas 2,5% sdo de &gua doce, e somente uma pequena fragdo dessa agua é
encontrada em rios e lagos (REBOUCAS, 2008). O Brasil € dotado de uma vasta e densa
rede hidrogréfica, possuindo 12% do total mundial de &gua doce e representando 53% da
producdo de agua doce do continente americano, encontrando-se dividido em doze regides
hidrograficas, sendo elas: Amazobnica, Tocantins/Araguaia, Atlantico NE Ocidental,
Parnaiba, Atlantico NE Oriental, Sdo Francisco, Atlantico Leste, Atlantico Sudeste, Parana,

Paraguai, Uruguai e Atlantico Sul (ANA, 2020a).

1.5.1. Bacia do Alto rio Parana

O Parana é o segundo maior rio em extensdo da América do Sul e o décimo maior
do mundo, com 4.695 Km, sendo considerado o principal rio da bacia do Prata
(AGOSTINHO et al. 2004). Percorre cerca de 3.809 Km desde sua nascente na Serra da
Mata da Corda (MG), onde € formado pela juncdo do rio Grande e Parnaiba, até sua
desembocadura no rio da Prata, drenando uma area que corresponde a 10,5% do territorio
brasileiro (AGOSTINHO & JULIO Jr., 1999).

No Brasil, o rio Parana é dividido em duas regifes: o Alto rio Parana, que vai desde
sua nascente até a usina de Itaipu; e o Baixo rio Parana, que corresponde a regido posterior
a essa barragem. O Alto rio Parana corresponde aproximadamente ao primeiro terco da
bacia do rio Parana e esta situado inteiramente em territdrio brasileiro, com excecdo de uma
area dentro do reservatorio de Itaipu, o qual faz fronteira com o Paraguai (AGOSTINHO et

al. 2004).
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Para a bacia do Alto rio Parang, 310 espécies de peixes sdo descritas, encontrando-
se alocadas em 11 ordens e 38 familias. Destas, 80% pertencem as ordens Siluriformes e

Characiformes (LANGEANI et al. 2007).

1.5.2. Bacia do rio Tocantins

O rio Tocantins apresenta aproximadamente 2.400 Km de extensdo, sendo
considerado o segundo maior curso d’agua inteiramente brasileiro, ficando atras somente
do rio Séo Francisco. O Tocantins tem sua nascente localizada na Serra Parand, entre os
municipios de Ouro Verde de Goiés e Petrolina de Goiés, ambos no estado de Goias, e a
partir dai percorre toda sua extensdo atravessando os estados de Tocantins, Maranhdo e
tendo sua foz localizada em Belém, no Para (ANA, 2020b).

A bacia do rio Tocantins abrange cerca de 750.000 Km (GOULDING et al. 2003).
Por se encontrar com o rio Araguaia entre os estados do Tocantins e Para, pode ser chamado
também de rio Tocantins-Araguaia, formando a &rea de drenagem inteiramente em territorio
brasileiro conhecida como Regido Hidrogréfica do Tocantins-Araguaia (ANA, 2020b).
Antes da confluéncia com o Araguaia, as adguas do rio Tocantins caracterizam-se pela
presenca de cachoeiras e corredeiras (INNOCENCIO, 1989).

A ictiofauna da bacia do Tocantins € considerda bem conhecida, devido a
levantamentos ictiofaunisticos realizados para a construgdo de hidrelétricas, sendo
encontradas pelo menos 520 espécies de peixes, sendo cerca de 30% consideradas

endémicas da bacia (LIMA & CAIRES, 2011)
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1.5.3. Bacia do rio Paraiba do Sul

A bacia do rio Paraiba do Sul encontra-se situada na regido sudeste do Brasil, com
uma é4rea total de 55.500 Km?, abrangendo os estados de S&o Paulo (13.900 Km?), Minas
Gerais (20.700 Km?) e Rio de Janeiro (20.900 Km?). O Paraiba do Sul é o principal rio da
bacia e resulta da confluéncia dos rios Paraibuna e Paraitinga, no estado de Sao Paulo,
enquanto sua foz situa-se no Norte Fluminense, no estado do Rio de Janeiro. O percurso
desde sua nascente até a sua foz supera 1.100 Km? Os seus principais afluentes pela
margem esquerda sdo: rios Jaguari, Paraibuna, Pomba e Muria€, enquanto a margem direita
tem como afluentes os rios Pirai, Piabanha e Dois Rios. Essa bacia encontra-se subdividida
em quatro sub-bacias: Alto Paraiba do Sul, Baixo Paraiba do Sul, Muriaé/Pomba e
Paraibuna (ANA, 2020c).

Em relacdo a sua ictiofauna, ha registro da ocorréncia de cerca de 200 espécies,
sendo 160 espécies de dgua doce no rio Paraiba do Sul e o restante encontra-se na area do
estuario, junto ao Oceano Atlantico. Espécies exéticas sao comumente encontradas, como
dourado, tilapias e tucunarés. Os peixes mais encontrados pertencem a Siluriformes,
seguidos pelos Characiformes, Cyprinodontiformes, Perciformes e Synbranchiformes

(HILSDORF & PETRERE Jr., 2002).
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2. JUSTIFICATIVAE OBJETIVOS

Estudos envolvendo tanto a citogenética classica quanto a molecular vém sendo
cada vez mais utilizados em populages naturais de peixes Neotropicais de dgua doce. A
associacdo das informacdes obtidas a partir de diferentes marcadores tem gerado
importantes informacGes sobre modificagdes da estrutura cromossémica, assim como
auxiliado na investigacdo de problemas de ordem taxondmica e evolutiva.

Né&o obstante, diferentes classes de DNAs repetitivos tém sido mapeadas sobre 0s
cromossomos com 0 objetivo de elucidar questdes relacionadas a identificacdo de
cromossomos sexuais, evolugfes cromossdmicas e probleméticas taxonémicas de grandes e
pequenos grupos de peixes.

Considerando que A. scabripinnis apresenta-se como um complexo de espécies,
possuindo alta diversidade cariotipica e morfoldgica (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO,
1991), este estudo propbs-se a investigar a constituicdo cariotipica em diferentes espécies
pertencentes a esse complexo e identificar a localizagcdo cromossémica de marcadores
moleculares ainda pouco explorados no grupo, com o intuito de estabelecer o grau de
conservacao ou divergéncia evolutiva entre essas espécies no que se refere a sua macro e
microestrutura cariotipica, e suas inter-relagcdes e relacbes com grupos préximos, buscando,
assim, aumentar o nivel de compreensdo a cerca da real dimensdo da diversidade que
envolve esse complexo de especies, além de gerar dados que contribuam com o
conhecimento da biologia evolutiva do grupo e com potencial de auxiliar nas problematicas
taxonémicas que o envolvem.

Para tanto, foram desenvolvidos:

o Procedimentos citogenéticos classicos (coloragdo convencional por Giemsa,

bandamento-C e impregnacéo por Nitrato de Prata);
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Mapeamento citogenético de sequéncias de DNAS repetitivos j& descritos na
literatura: (rDNA 18S, rDNA 5S, As51, snRNA U2, Histonas H3 e H4, Rexl,
Rex3, segéncia telomérica (TTAGGG), e 0s microssatélites (CA)1s, (GA)1s,
(GAG)10 e (GATA),;

Andlises comparativas dos dados obtidos entre as diferentes espécies

analisadas e com aqueles ja disponiveis na literatura.



MATERIAILS e
METODOS



22

3. MATERIAIS E METODOS
Foram analisados exemplares de trés populagdes pertencentes ao complexo de
espécies Astyanax scabripinnis, provenientes de localidades distintas: 1) ribeirdo dos
Negros, bacia do Alto rio Parand, no municipio de S&o Carlos-SP; 2) ribeirdo Grande, bacia
do rio Paraiba do Sul, no municipio de Pindamonhangaba-SP; 3) ribeirdo das Brancas,
bacia do rio Tocantins, no municipio de Agua Fria de Goias — GO. Todos os exemplares
foram identificados pelo Dr. Vinicius Abilhoa, como pertencentes as espécies Astyanax aff.
scabripinnis (ribeirdo dos Negros), Astyanax cf. intermedius (ribeirdo Grande) e Astyanax
cf. goyanensis (ribeirdo das Brancas). Exemplares testemunhos foram depositados na
colecdo de ictiologia do Museu de Histdria Natural do Capdo da Imbuia, Curitiba, Parana
(Fig. 1; Tab. 2).
Todos os procedimentos seguiram condutas éticas, de acordo com o Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (Processo n°. CEUA
1853260315) e as coletas foram executadas com a autorizacdo emitida pelo

IBAMA/ICMBio (n°10538-2).

Para a captura dos exemplares foram utilizadas peneiras e tarrafas, e 0s peixes capturados

foram transportados vivos, em condicfes de oxigenacdo e temperatura adequadas, para o

laboratdrio de Citogenética de Peixes, do Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade

Federal de Sao Carlos (UFSCar), onde foram mantidos em aquéarios até serem processados para a

obtengdo dos cromossomos.



Tabela 2: Espécies coletadas e suas respectivas localidades.
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- . . . Exemplares - Localizagéo
Espécie Localidade Municipio Bacia GPS analisados Deposito no mapa
Astyanax aff. Ribeiréo dos Séo Carlos _ - 22°02'20.44"S
o Alto rio Parana 10Q/58 MHNCI 13005 A
scabripinnis Negros (SP) 47°46'58.21"0
Astyanax cf. Ribeiréo Pindamonhang ) 22°47'8"S
) _ Paraiba do Sul 59/78 MHNCI 13009 B
intermedius Grande aba (SP) 45°27'19"0
Astyanax cf. o . )
_ Ribeirdo das Agua Fria de _ 14°57'7.8"S
goyanensis 5 Tocantins 109/38 MHNCI 13010 C
Brancas Goias (GO) 47°35'57.3"0

*SP Estado de Sdo Paulo; GO Estado de Goias; S Sul; O Oeste




@® Ponto A
® Ponto B
® Ponto C

Ponto A: Ribeirdo dos Negros - Séo Ponto B: Ribeirdo Grande

Carlos/SP (Bacia do Alto rio Parana) Pindamonhangaba/SP (Bacia do rio

Paraiba do Sul)

Astyanax cf. intermedius

Astyanax aff. scabripinnis

Comprimento Total: 6,5cm

Comprimento Total: 8,3cm

Ponto C: Ribeirdo das Brancas — Agua
Fria de Goias/GO (Bacia do rio

Tocantins)

Astyanax cf. goyanensis

Comprimento Total: 6,4cm

Figura 1: Mapa ilustrativo dos pontos de coletas e fotos das respectivas espécies coletadas em cada ponto
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Foram realizadas as seguintes técnicas de citogenética:
3.1. Metodologia Classica
3.1.1. Inducéo ao aumento do nimero de mitoses e suspensdo de levedura

Para obtencdo de uma melhor qualidade na analise cromossémica, fez-se
necessario a aquisicdo mais consistente de células metafasicas, tanto em qualidade como
em guantidade. Uma vez que o rim anterior possui fun¢do hematopoiética, ou seja, produz
células sanguineas, tanto as de defesa como as de transporte de O,/CO,, foi utilizado o
aumento na freqiéncia de mitoses nas células de defesa através de uma suspensdo de
levedura (CAVALLINI & BERTOLLO, 1988).

Injetou-se intraperitonialmente suspensdo de levedura (0,5 gramas de fermento de
padaria + 1,5 gramas de dextrose + 6 mL de H,0O) na propor¢do de 1 mL/ 100 gramas de
peso animal durante 48 horas, apds esse tempo o material foi processado para a preparacao

de cromossomos mitéticos.

3.1.1. Tratamento “in vivo”

Os cromossomos mitoéticos foram obtidos por meio da técnica descrita por Bertollo
et al. (2015):

Foi injetado em cada espécime, intra-abdominalmente, uma solugdo aquosa de
Colchicina 0,025%, na propor¢do de 1mL/100g de peso. Posteriormente, os peixes foram
mantidos em aquario bem aerado durante 40 minutos. Decorrido esse tempo, 0s especimes
foram anestesiados com o6leo de cravo (GRIFFITHS, 2000) e sacrificados, e porgdes do
rim foram retiradas. O material foi lavado em solucdo hipotonica de cloreto de potéssio
(KCI 0,075M), sendo transferido para pequenas cubas de vidro contendo cerca de 10mL

desta mesma solucdo. O material foi bem fragmentado, com o auxilio de pingas de
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dissecacdo, sendo completado este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de
agulha, através de leves movimentos de aspiracdo e expiracdo do material, facilitando a
separacdo das células, até se obter uma suspensdo celular homogénea. Posteriormente, esta
suspensdo foi incubada a 36°C/20 min. O material foi ressuspendido cuidadosamente com
auxilio de uma pipeta Pasteur, e a suspensao obtida foi transferida para um tubo de
centrifuga. Algumas gotas de fixador (metanol:acido acético - 3:1) foram acrescentadas ao
material, que foi homogeneizado e centrifugado a 800rpm/10min, descartando-se 0
material sobrenadante com pipeta Pasteur. Foram adicionados, vagarosamente, 5-7mL de
fixador, deixando escorrer através das paredes do tubo. O material foi novamente
homogeneizado com auxilio da pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido por duas
vezes. Apos a Ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, foi adicionado 1mL de
fixador, misturando bem o material. Posteriormente o material (suspenséo celular) foi

acondicionado microtubos tipo Ependorff e guardado no refrigerador.

3.1.3. Preparo de laminas — Coloracéo convencional por Giemsa
Sobre uma lamina limpa pingou-se 1-3 gotas de suspensdo celular, deixando-a
secar ao ar. Em seguida corou-se a lamina com Giemsa 5%, diluida em tampéo fosfato

(KH,PO4 x 12 H,0 + NaHPO4 x 12H,0), pH = 6,8, por 7 minutos.

3.1.4. Determinacéo da heterocromatina — bandamento C

Para a determinacdo de heterocromatina foi adotado o procedimento béasico de
bandamento C descrito por Sumner (1972). Primeiramente a ldmina foi tratada em solucao
de &cido cloridrico (HCI 0,2N) a 42°/8min. A lamina foi lavada em agua corrente e seca ao

ar. Em seguida, a 1amina foi colocada em solucdo aquosa de hidroxido de bario (Ba(OH),
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5%) a 42°C/2 min e em seguida foi mergulhada trés vezes em HCI 0,2N e lavada em agua
corrente, secando ao ar. Em seguida, colocou-se a lamina em solucdo salina 2xSSC a
60°/35 minutos. Por dltimo, lavou-se a lamina em agua corrente, deixando secar ao ar e
corando com 0,7 pL iodeto de propideo (50 pg/mL) e 20 pL de anti-fading (LUI et al.

2012).

3.1.5. Deteccdo de Regibes Organizadoras de Nucléolo - impregnacdo por nitrato de
prata (Ag-RONS)

A técnica de impregnacdo pelo nitrato de prata, segundo o procedimento descrito
por Howell & Black (1980), foi utilizada para a detec¢do das Regides Organizadoras de
Nucléolo (RONSs). A prata se associa com as proteinas nucleolares, e marca somente as
RONs ativas na intérfase precedente. Colocou-se sobre uma lamina previamente
preparada 3 gotas de solucdo aquosa de gelatina (1 grama de gelatina incolor + 50mL de
H,0O + 0,5mL de acido férmico) e adicionou-se sobre cada gota duas gotas de solucéo de
nitrato de prata (AgNO3). Em seguida, cobriu com uma laminula e colocou em estufa a
60°C/8 min. Apos isso a laminula escorreu debaixo de agua corrente e secou ao ar. A

lamina foi observada ao microscopio.

3.1.6. Estudos cariotipicos

As preparagOes foram analisadas em microscopio Optico comum. As contagens
cromossdmicas e observacdes mais detalhadas foram feitas com a objetiva de imerséo.
Com a utilizacdo de uma camera acoplada a um microscopio Olympus BX50, as imagens

selecionadas foram capturadas através do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).



28

Apds a captura, os homdlogos foram pareados e dispostos em grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico), seguindo a classificacdo proposta por
Levan et al. (1964) onde o limite de relacdo de bracos (RB), brago maior/braco menor,
estabelecido € o seguinte:

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).

Na determinacdo do numero fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com dois bragos cromossémicos e

0S Cromossomaos acrocéntricos com um braco.

3.2. Metodologia Molecular
3.2.1. Extracdo de DNA total com fenol:cloroférmio

A extracdo de DNA total foi realizada segundo o protocolo descrito por Sambrook et
al. (2001). Inicialmente, pequenos pedacos de tecido foram macerados com auxilio de
nitrogénio liquido. Foram adicionados 700uL de solucdo de digestdo (NaCl 0,4M; EDTA
0,1M pH 8,0; Tris-HCI 0,01M; Proteinase K — 100pug/mL e SDS 0,1%). As amostras foram
entdo incubadas a 55°C/2h. Foi adicionado um volume igual de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) e o material foi agitado suavemente por 20 minutos. Centrifugou-se o
material a 13.000rpm/15min e o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo. Foram
acrescentados 1 volume de NaCl 1M e 2 volumes de etanol 100% gelado. O material foi
agitado suavemente, posteriormente centrifugado a 10.000rpm/10min e o sobrenadante foi

descartado. Foram acrescentados 200uL de alcool 70% gelado e centrifugou-se o material a
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10.000rpm/5min. O sobrenadante foi descartado. Secou-se 0 DNA em estufa a 37°C e este
foi resuspendido em tampao TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM). Acrescentou-se 1uL de
RNAse (concentracdo final = 100ug/mL).

Ap0s a extracdo do DNA total, foi realizada a sua quantificacdo em gel de agarose
1% com auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). A
estimativa da quantidade de DNA foi feita por meio de comparacdo entre o tamanho e a

intensidade da banda do marcador com o das amostras.

3.2.2. Obtencao e marcacéo das sondas

As sondas utilizadas para o mapeamento fisico dos cromossomos foram pela técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As sequéncias As51, snRNA U2, H3, H4, Rex1,
Rex3 foram amplificadas a partir do genoma de Astyanax aff. scabripinnis. A sequéncia
telomérica (TTAGGG), e (GATA), foram amplificadas na auséncia de DNA molde. Os
primers utilizados para a amplificacdo dos DNASs repetitivos encontram-se descritos na
tabela 3. Os DNAs ribossémicos 18S e 5S foram amplificados a partir de clones descritos
por Hatanaka & Galetti Jr. (2004) e Martins & Galetti Jr. (2001), respectivamente.

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, de acordo com
instrucdes do fabricante (Roche Applied Science). Foram utilizados os compostos biotina
16-dUTP para as sondas de DNAr 18S, As51, snRNA U2, H3 e Rex3, ja para as outras
sondas: DNAr 5S, H4, Rex 1, telomérica e (GATA), foi utilizado o composto digoxigenina
11-dUTP.

Os trés oligonucleotideos enriquecidos com microssatélites: (CA)is, (GA)1s €
(GAG)1p, foram obtidos comercialmente junto a Sigma, com marcagdo direta Cy3 na

extremidade 5’durante a sintese.



Tabela 3: Sequéncias de DNASs repetitivos amplificadas e seus respectivos primers.
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Sequéncia Primers utilizados Referéncia
As51 As51-F SGGTCAAAAAGTCGAAAAA -3’ Mestriner et
As51-R 5’GTACCAATGGTAGACCAA -3’ al. 2000
SNRNA U2 U2F 5°- ATCGCTTCTCGGCCTTATG -3’ Cross et al.
U2R 5’- TCCCGGCGGTACTGCAATA -3 2005
H3 5’- ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC -3’ Colgan et al.
5’- ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC -3’ 1998
H4 H4 F2s 5°- TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC -3’ Pineau et al.
H4 F2er 5°- CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT -3’ 2005
Rex1 Rex1f5’- TTCTCCAGTGCCTTCAACACC -3’ \olff et al.
Rex1r 5’- TCCCTCAGC AGAAAGAGTCTGCTC -3 1999
Rex3 Rex3f 5’- CGGTGAYAAAGGGCAGCCCTG -3’ \olff et al.
Rex3r 5’- TGGCAGACNGGGGTGGTGGT -3’ 2000
Telomérica EEE’%?.S\%: ljdo et al. 1991
(GATA), Epplen et al.
(GATA): (TATC), 1982

3.2.3. Hibridizacéo in situ Fluorescente - FISH (PINKEL et al. 1986)

HibridizacGes in situ Fluorescente (FISH) foram realizadas de acordo com o

protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), com algumas adaptac¢Oes. Foi realizada Dupla

hibridizagdo (Double-FISH) com as seguintes sondas: DNAr 18S e DNAr 5S, snRNA U2 e

DNAr 5S, histonas H3 e H4, retroelemento Rexl e Rex3. Para a seqiiéncia Asbl,

telomérica (TTAGGG), e sequéncia de microsatélite de repeticbes (GATA), foi realizada

simples hibridizag&o in situ Fluorescente.

3.2.4. Simples Hibridizagéo in situ Fluorescente

Preparacéo das laminas:

As laminas foram incubadas com 100uL solucdo de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC)

em camara umida a 37°C/1h e em seguida lavadas 3 vezes em solucdo de 2xSSC, sendo 5

minutos cada lavagem. Todas as lavagens do processo foram realizadas sob agitacéo. Entéo,

foram incubadas em solucéo de pepsina (pepsina 0,005%/HCI 10mM) por 10 minutos e
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lavadas em tampdo 1xPBS por 5 minutos. Em seguida, foram fixadas em solucdo de
formaldeido 1% por 10 minutos e lavadas em tampdo 1xPBS por 5 minutos. Fez-se a
desidratacdo em série alcodlica de etanol 70%, 85% e 100%, por 5 minutos cada. Apos, foi
realizada a desnaturacdo do DNA cromossémico em formamida (formamida 70%/2xSSC) a
70°C/4 min, sendo as laminas desidratadas em série alcodlica de etanol 50% e 100%, por 5
minutos cada.

Hibridizagao:

O mix de hibridizacdo consistiu de: 6uL de sonda, 6uL de H,O Mili-Q, 30uL de
formamida, 12jL de sulfato de dextrano 50% e 6uL de 20xSSC, por lamina. Em seguida a
solucdo de hibridizacdo foi colocada em banho-seco a 100 °C/10min, sendo retirada e
colocada imediatamente no gelo. Para a hibridizacdo, foram colocados 60uL da solu¢do em
cada lamina e essas foram incubadas em camara imida a 37°C/16h.

Deteccdo do sinal:

As laminas foram lavadas com solucdo de formamida (formamida 15 %/0,2xSSC) a
42°C/20min e em seguida lavadas em solugdo Tween (Tween 0,05 %/4 x SSC), por 5
minutos. Posteriormente, foram incubadas em tampdo NFDM (NFDM 5%/4xSSC) por 15
minutos em temperatura ambiente e, entdo, lavadas duas vezes com solugdo Tween, 5
minutos cada. As sondas marcadas com digoxigenina (telomérica e GATA,) foram
detectadas com rodamina e a sonda marcada com biotina (As51) foi detectada com FITC
Para a deteccdo do sinal, foram colocados sobre cada lamina 100uL do mix de detec¢éo,
contendo: 99,5uL de NFDM e 0,5uL de anti-digoxigenina rodamina conjugada, para
marcacdo com digoxigenina e 99uL de NFDM e 1uL de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil
Cianato-avidin) conjugada para marcagdo com biotina, permanecendo incubadas em

camara Umida a 37°C/60min e entdo lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada. Foi
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realizada amplificacdo do sinal de FITC somente para sonda de As51 FITC, sendo
colocados sobre cada lamina 100puL do mix de amplificacdo, composto por: 99uL de
NFDM e 1pL anti-avidina biotina, sendo entdo imbubadas em camara imida a 37°C/30min
e entdo lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada. Novamente fez a deteccéo do sinal de
FITC, sendo colocado 100 pL do mix de deteccdo contendo: 99uL de NFDM e 1uL
avidina-FITC conjugada e entdo imcubadas novamente em camara Umida a 37°C/30min e
posteriormente lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada. Em seguida realizou-se a
desidratacdo em série alcoolica com etanol 70%, 85% e 100% a temperatura ambiente, 5
minutos em cada banho.

Montagem das laminas:

Os cromossomos serdo foram contra corados com solucdo contendo 25uL de antifading e
0,1pL 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI 0,2mg/mL), po lamina. A lamina foi coberta

com laminula e guardada em local protegido da luz.

3.2.5. Dupla Hibridizacao in situ Fluorescente
Preparacao das laminas:

As laminas foram incubadas com 100pL solucdo de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC)
em cadmara Umida a 37°C/1h e em seguida lavadas 3 vezes em solugdo de 2xSSC, sendo 5
minutos cada lavagem. Todas as lavagens do processo foram realizadas sob agitacdo. Entéo,
foram incubadas em solugdo de pepsina (pepsina 0,005%/HCI 10mM) por 10 minutos e
lavadas em tampdo 1xPBS por 5 minutos. Em seguida, foram fixadas em solugéo de
formaldeido 1% por 10 minutos e lavadas em tampdo 1xPBS por 5 minutos. Fez-se a
desidratacdo em série alcodlica de etanol 70%, 85% e 100%, por 5 minutos cada. Apos, foi

realizada a desnaturacdo do DNA cromossémico em formamida (formamida 70%/2xSSC) a
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70°C/4 min, sendo as laminas desidratadas em série alcodlica de etanol 50% e 100%, por 5
minutos cada.
Hibridizagao:

O mix de hibridizacdo consistiu de: 6uL de sonda 1, 6uL de sonda 2, 30uL de
formamida, 12jL de sulfato de dextrano 50% e 6L de 20xSSC, por lamina. Em seguida a
solucdo de hibridizacdo foi colocada em banho-seco a 100 °C/10min, sendo retirada e
colocada imediatamente no gelo. Para a hibridizacdo, foram colocados 60uL da solucdo em
cada lamina e essas foram incubadas em camara imida a 37°C/16h.

Deteccdo e amplificacdo do sinal:

As laminas foram lavadas com solucdo de formamida (formamida 15 %/0,2xSSC) a
42°C/20min e em seguida lavadas em solugdo Tween (Tween 0,05 %/4 x SSC), por 5
minutos. Posteriormente, foram incubadas em tampdo NFDM (NFDM 5%/4xSSC) por 15
minutos em temperatura ambiente e, entdo, lavadas duas vezes com solucdo Tween, 5
minutos cada. As sondas marcadas com biotina foram detectadas com FITC e as marcadas
com digoxigenina foram detectadas com rodamina. Para a detec¢do dos sinais, foram
colocados sobre cada lamina 100uL do mix de detec¢do, contendo: 98,5uL de NFDM, 1uL
de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidin) conjugada e 0,5uL de anti-
digoxigenina rodamina conjugada, permanecendo incubadas em camara Umida a
37°C/60min e entdo lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada. Para a amplificacdo do
sinal de FITC, foram colocados sobre cada lamina 100pL do mix de amplificacéo,
composto por: 99uL de NFDM e 1puL anti-avidina biotina, sendo entdo imbubadas em
camara Umida a 37°C/30min e entdo lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada.
Novamente fez a deteccdo do sinal de FITC, sendo colocado 100 pL do mix de deteccao

contendo: 99uL de NFDM e 1uL avidina-FITC conjugada e entdo imcubadas novamente
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em camara Umida a 37°C/30min e posteriormente lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos
cada. Em seguida realizou-se a desidratacdo em serie alcoolica com etanol 70%, 85% e
100% a temperatura ambiente, 5 minutos em cada banho.

Montagem das laminas:

Os cromossomos serdo foram contra corados com solucédo contendo 25uL de antifading e
0,1pL 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI 0,2mg/mL), po lamina. A lamina foi coberta

com laminula e guardada em local protegido da luz.

3.2.6. Simples Hibridizacao in situ Fluorescente (KUBAT et al. 2008)
A simples hibridizacdo in situ fluorescente, segundo o protocolo de Kubat et al.

2008, foi utilizada para realizar as hibridizacbes com as sondas dos microssatélites (CA)1s,
(GA)15 e (GAG)10.
Preparacao das laminas

As laminas foram incubadas em solucdo de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) em
camara Umida a 37°C/1h e em seguida lavadas 1 vez em tampdo 1xPBS por 5 minutos.
Todas as lavagens do processo foram realizadas sob agitacdo. Entdo, foram incubadas em
solugéo de pepsina (pepsina 0,005%/HCI 10mM) por 10 minutos e lavadas em tampé&o
1XPBS por 5 minutos. Em seguida, foram fixadas em solugdo de formaldeido 1% por 10
minutos e lavadas em tampdo 1xPBS por 5 minutos. Fez-se a desidratacdo em série
alcoolica de etanol 70%, 85% e 100%, por 2 minutos cada. Apds, foi realizada a
desnaturacdo do DNA cromossémico em formamida (formamida 70%/2xSSC) a 72°C/3
min, sendo as laminas desidratadas em serie alcodlica de etanol 50%, 75% e 100%, por 2
minutos cada.

Hibridizagao:
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O mix de hibridizacdo consistiu de: 2uL de sonda, 12,5uL de formamida, 5uL de
sulfato de dextrano 50% e 2,5uL de 20xSSC, por lamina. Em seguida a solucdo de
hibridizacdo foi colocada em banho-seco a 85°C/10min e em seguida mantidas a 4°C/2min.
Para a hibridizacdo, foram colocados 20uL da solucdo em cada lamina e essas foram
incubadas em camara Umida a 37°C/16h.

Apbs a hibridizacdo, as laminas foram lavadas em 2xSSC e 1xSSC por 5 minutos
cada banho. As laminas foram entdo desidratadas em série alcodlica de etanol 50%, 70% e
100% por 2 minutos cada.
Montagem das laminas:

Os cromossomos serdo foram contra corados com solucdo contendo 20uL de
antifading e 0,1pL 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI 0,2mg/mL), po lamina. A lamina

foi coberta com laminula e guardada em local protegido da luz.

3.2.7. Anélise dos resultados

As preparacdes de citogenética molecular foram analisadas em microscépio de
epifluorescéncia, com filtros apropriados. As imagens selecionadas foram capturadas
através do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic), com camera acoplada a um

microscopio Olympus BX50.
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4. RESULTADOS

Todos os exemplares das especies analisadas apresentaram 2n=50 cromossomos,
com variacOes intra e interespecificas evidenciadas nas formulas cariotipicas e namero
fundamental (NF) (Tab. 4). Os individuos de Astyanax cf. goyanensis, provenientes do
ribeirdo das Brancas, apresentaram dois cariotipos distintos e foram classificados em
cariomorfo A (42 ¢ 1) e cariomorfo B (69 e 2J). Nédo foi observada a ocorréncia de
cromossomos Bs e de cromossomos sexuais diferenciados nas espécies estudadas, aléem da

auséncia de hibridos interespecificos.

Tabela 4: Numero dipléide (2n), formulas cariotipicas e nimero fundamental (NF) das espécies analisadas.

Espécie Localidade/Bacia 2n CFOFm,“'.a NF Figura
ariotipica
Ribeirdo dos
Astyanax aff. scabripinnis Negros/Altorio 50 6m+26sm+2st+16a 84 2a
Parana
Ribeirdo
Astyanax cf. intermedius Grande/Paraiba 50 4m+10sm+36a 64 2C
do Sul
Astyana>§ cf. goyanensis Ribeirdo das_ 50 6m+26sm+18a 82 %6
(cariomorfo A) Brancas/Tocantins
Astyanax cf. goyanensis Ribeiréo das
(cariomorfo B) Brancas/Tocantins 50 Am+32sm+14a 86 29

*2n Numero dipléide; NF Numero Fundamental; m metacéntrico; sm submetacéntrico; st subtelocéntrico; a
acrocéntrico

A distribuicdo da heterocromatina, verificada pelo bandamento C, evidenciou
padrdo comum de marcas palidas em posi¢do centromérica na maioria dos cromossomos
das populagdes, além de algumas bandas terminais (Fig. 2b, 2d, 2f, 2h). Entretanto, o
cariomorfo A de Astyanax cf. goyanenis foi o Unico que apresentou blocos de
heterocromatina proeminentes na regido terminal da maioria dos cromossomos

acrocéntricos (Fig. 2f).
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A impregnacao por nitrato de prata evidenciou Regides Organizadoras de Nucléolo
(AgRON) multiplas e simples. Para Astyanax aff. scabripinnis esses sitios foram
localizados na posicdo terminal do braco curto (p) e braco longo (q) dos pares
submetacéntrico 5 e acrocéntrico 19, respectivamente (Em caixa, Fig. 2b). Para Astyanax
cf. intermedius esses sitios foram localizados em posi¢do terminal do braco p nos pares
acrocéntricos 22, 23 e 25 (Em caixa, Fig. 2d). Ambos os cariomorfos de Astyanax cf.
goyanensis apresentaram AgRON simples, em posicdo terminal no braco p do par
acrocéntrico 21 (Em caixa, Fig. 2f, 2h).

O mapeamento fisico cromossémico pela FISH com diferentes sondas de DNA
repetitivos mostrou diversidade no que se refere a composicdo gendmica das espécies
estudadas. Para as sondas de DNAr 5S e DNAr 18S, diferentes pares cromossomicos
apresentaram-se portadores desses cistrons. Astyanax cf. intermedius foi a espécie que
apresentou o maior nimero de sitios de DNAr, com até 12 sitios de DNAr 18S, além de um
par com marcacdo bitelomérica (par acrocéntrico 11), e 14 sitios de DNAr 5S. Além disso,
houve ocorréncia de sitios sinténicos em todas as populacdes, exceto no cariomorfo A de

Astyanax cf. goyanensis (Fig. 3; Tab. 5).
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Tabela 5: Resultados da FISH com sondas de DNAr 18S e DNAr5S para as populages analisadas.

Pares cromossdomicos Pares cromossémicos

Espécie portadores de DNAr portadores de DNAr Pares sinténicos
5S 18S
Astyanax aff. scabripinnis 2,19 Ly ) Bl 2 25 G U 19
cromossomo do par 20
12,15, 16, 17, 22,23 e 22,23 eum
Astyanax cf. intermedius um cromossomo dos 10, 11, 14, 22, 23, 25 cromossomo do par
pares 11 e 21 11
Astyanax cf. goyanensis i
(cariomorfo A) 2R 21
Astyanax cf. goyanensis 21 e um cromossomo do Um cromossomo
) 2,5
(cariomorfo B) par 5 do par 5

No presente trabalho, sequéncias do elemento repetitivo As51 foram restritas a
cromossomos acrocéntricos, com variagdo na localizagdo do sitio (Fig. 4). Para Astyanax
aff. scabripinnis os sitios foram localizados na por¢éo terminal do braco g nos pares 19, 24
e um cromossomo do par 20, e em posi¢do terminal do bragco p no par 21 (Fig. 4a). Para o
cariomorfo A de Astyanax cf. goyanensis, os sitios se localizaram em posicdo terminal do
braco p nos pares 17, 18, 19 e 22 e em posicdo terminal do brago g em um cromossomo do
par 17 (Fig. 4b). Ja para o cariomorfo B os sitios encontraram-se alocados em posicédo
terminal do braco g no par 20 e em posi¢do terminal do bragco p nos pares 21 e 22 (Fig. 4c).
N&o houve sinal de hibridizagao para a Astyanax cf. intermedius.

Em relagdo a sonda de snRNA U2 houve variacdo da localizacdo cromossémica dos
sitios entre as espécies (Fig. 5). Para Astyanax aff. scabripinnis os sitios encontraram-se
alocados na regido distal do braco p dos pares submetacéntricos 5 e 15 (Fig. 5a), enquanto
para Astyanax cf. intermedius esses sitios localizaram-se na regido terminal do brago p nos
pares acrocéntricos 9, 13, 16 e 22 (Fig. 5b). Para o cariomorfo A de Astyanax cf.
goyanensis, 0s sitios estavam na regido distal do braco p nos pares submetacéntricos 6 e 13

(Fig. 5¢), j& no cariomorfo B estava presente também na regido distal do braco p do par
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submetacéntrico 16 e em um cromossomo do par submetacéntrico 10, na regido distal do
braco q (Fig. 5d). Somente para Astyanax cf. intermedius foi observada sintenia em dois
pares (16 e 22) entre DNAr5S e sSnRNA U2 (Em caixa, Fig. 5e).

Para as sondas de Histonas H3 e H4 a FISH evidenciou a ocorréncia de sintenia em
todas as populacbes (Fig. 6). Para Astyanax aff. scabripinnis os cistrons de H3 e H4
encontraram-se alocados na regido distal do braco p dos pares submetacéntricos 5 e 12,
além da H3 mostrar-se disperso pelos outros cromossomos (Fig. 6a). Para Astyanax cf.
intermedius a sintenia se deu na regido terminal do par acrocéntrico 23, com H3 fracamente
também disperso (Fig. 6b). J& para o cariomorfo A de Astyanax cf. goyanensis, observou-se
tanto H3 quanto H4 dispersos, mas com sitio sinténico em destaque na regido terminal do
braco p do par acrocéntrico 21 (Fig. 6¢), enquanto no cariomorfo B somente H3 mostrou-se
disperso, com sitios sinténicos na regido distal do braco p do par submetacéntrico 4 e na
regido terminal do braco p do par acrocéntrico 21 (Fig. 6d).

Em relacdo as sondas de Rexl e Rex3, ndo houve acumulo preferencial em
nenhuma regido cromossémica e ambas se mostraram dispersas pelos cromossomos nas
trés espécies. Ndo houve sinal de hibridizacdo de Rex1 em Astyanax cf. intermedius (Fig.
7).

Para a sonda de sequéncia telomérica, os sitios encontraram-se restritos a porcéo
terminal dos cromossomos em todas as espécies, sem a ocorréncia de ITS (Interstitial
Telomeric Site) (Fig. 8).

Por fim, os microssatélites apresentaram as seguintes distribuicdes nos
cromossomos (Fig. 9): 1) Astyanax aff. scabripinnis: (GA)is: presente em maior
concentracdo na regido terminal e pericentromérica; (GAG)i: disperso, com pouco

acumulo na regido terminal de alguns cromossomos; e (GATA),: disperso, com blocos
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terminais mais fortes, sendo um bloco mais proeminente em um par de cromossomos
acrocéntricos; 2) Astyanax cf. intermedius: (GA)is: blocos terminais e algumas marcagoes
centroméricas; (GAG)1o: disperso, com acumulo preferencial na porcéo terminal de alguns
cromossomos; e (GATA),: blocos teloméricos em alguns cromossomos acrocéntricos; 3)
Astyanax cf. goyanensis): (GA)is: disperso, com algum actmulo preferencial na porcéo
terminal dos cromossomos, além de acimulo no centrébmero de alguns cromossomos, em
ambos cariomorfos, (GATA),: disperso, com bloco terminal no brago p de um par de
acrocéntricos, para o cariomorfo A e disperso com bloco centromérico em um par
submetacéntrico, para o cariomorfo B, (GAG)1: ndo houve sinais de hibridizacdo nos
cromossomos de ambos cariomorfos. Ja para o microssatélite (CA)15 observou-se 0 mesmo
padrdo nas trés espécies, sendo disperso, com maior concentracdo na regido terminal e

pericentromérica dos cromossomos.
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Figura 2: Cariotipos de Astyanax aff. scabripinnis (a, b), Astyanax

cf. intermedius (c, d), Astyanax cf.

goyanensis (e, f, g, h). Cariétipos corados com Giemsa (a, ¢, e, g) e posteriormente C bandados (b, d, f, h). Em
caixa sdo apresentados os pares cromossémicos portadores de AGRONSs para cada populagdo. Barra=10um.
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Figura 3: Cariétipos de Astyanax aff. scabripinnis (a), Astyanax cf. intermedius (b), Astyanax cf. goyanensis (c, d) hibridados com sondas de DNAr 5S (Rodamina —
sinal vermelho) e DNAr 18S (FITC - sinal verde). Em destaque (linhas) cromossomos portadores de sintenia 5S/18S. Barra=10um.
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Figura 4: Caridtipos de Astyanax aff. scabripinnis (a), Astyanax cf. goyanenis (b, ¢) hibridados com sonda de As51(FITC — sinal verde). Barra=10um.
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Figura 5: Cariotipos de Astyanax aff. scabripinnis (a), Astyanax cf. intermedius (b), Astyanax cf. goyanensis (c, d) hibridados com sondas de sShnRNA U2 (FITC — sinal
verde). Em caixa, ocorréncia de sintenia DNAr 5S (Rodamina — sinal vermelho) e sSnRNA U2 (FITC — sinal verde) em Astyanax cf. intermedius. Barra=10 pm.
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Figura 7: Metafases de Astyanax
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goyanensis e  Astyanax cf.
intermedius  hibridadas  com
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Figura 8: Metéfases de Astyanax aff. scabripinnis, Astyanax cf. intermedius e Astyanax cf. goyanensis, hibridadas com sonda de sequéncia telomérica (TTAGGG),
(Rodamina — sinal vermelho). Barra=10 pm.
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Figura 9: Metafases de Astyanax aff. scabripinnis, Astyanax cf.
intermedius e Astyanax cf. goyanensis, hibridadas com sondas de
microssatélites (CA)1s, (GA)1s, (GAG)yo (Cy3 — sinal vermelho) e (GATA),
(Rodamina — sinal vermelho). Barra=10 um.
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5. DISCUSSAO

Com aproximadamente 140 espécies validas, Astyanax é considerado o género mais
rico em espécies de Characiformes (NELSON, 2016), sendo classificado atualmente como
incertae sedis devido a auséncia de dados que suportem seu monofiletismo (LIMA et al.
2003; TERAN et al. 2020). As espécies desse género apresentam nimero diploide variando
de 2n=36, como em Astyanax schubarti (DANIEL-SILVA & ALMEIDA-TOLEDO, 2001)
e Astyanax correntinus (PAIZ et al. 2015), até 2n=50, que pode ser observado na maioria
das espécies do género, sendo assim o mais frequente (PAZZA & KAVALCO, 2007).
Astyanax €& um grupo composto por muitas espécies cripticas, as quais Sao
morfologicamente muito semelhantes, mas apresentam grande variabilidade cariotipica,
sendo assim considerada a existéncia de varios complexos de espécies dentro do género,
como A. bimaculatus, A. fasciatus e A. scabripinnis.

O termo complexo de espécies A. scabripinnis foi assim nominado primeiramente
por Moreira-Filho & Bertollo (1991), a partir da analise de diferentes populacdes de A.
scabripinnis para as quais encontraram grande diversidade no que se refere ao nimero
diploide, estrutura cariotipica, distribuicdo de heterocromatina, além de caracteres
morfoldgicos. Muitos estudos realizados posteriormente corroboraram com essa proposta,
demonstrando a variabilidade cariotipica encontrada no grupo, com numero diploide
variando de 2n=46, 48 e 50 cromossomos, sendo 2n=50 o mais frequentemente encontrado
(Tab. 6). Essa variacdo observada no namero diploide é proveniente da ocorréncia de
rearranjos cromossomicos como fusdo/fissdo ou translocacdes. Além disso, a grande
variabilidade cariotipica encontrada, com diferentes férmulas cariotipicas, assim como
observada nas especies desse estudo, pode ser decorrente de inversGes pericentricas, e

apesar de serem espécies muito similares morfologicamente, a estrutura cariotipica
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encontrada em cada uma delas, muitas vezes € capaz de diferencia-las entre si, mostrando
assim, que possivelmente se tratem de unidades evolutivas diferentes. Atualmente, 33
espécies encontram-se alocadas dentro do complexo A. scabripinnis (Tab. 1).

Esse € o primeiro trabalho de caracterizacdo citogenética para Astyanax cf.
goyanensis, o qual apresentou dois cariomorfos distintos (A e B) ocorrendo em simpatria e
sintopia. Vale ressaltar que a ocorréncia de populacGes simpatricas € um caso recorrente no
grupo, podendo essas populacbes apresentar 2n distintos, ou assim como no presente
estudo, 2n iguais, mas diferencas nas formulas cariotipicas, além de outros caracteres
citogenéticos que as diferenciam (Tab. 6).

Espécimes triploides ja foram relatados para o complexo (Tab. 6), e, até 0 momento,
ndo foi relatada a ocorréncia de hibridos interespecificos entre espécies do complexo A.
scabripinnis. Entretanto, Pinheiro et al. (2019) relataram a ocorréncia de hibridos entre A.
paranae e A. fasciatus, assim como Artoni et al. (2006) e Gavazzoni et al. (2020)
encontraram hibridos entre dois citotipos de A. fasciatus, mostrando assim que eventos de
hibridizacdes entre espécies cripticas podem ocorrer naturalmente.

A ocorréncia de cromossomos Bs ndo foi observada em nenhuma das espécies
estudadas no presente trabalho, contudo esta é considerada uma caracteristica marcante dos
exemplares pertencentes ao complexo A. scabripinnis. Cromossomo B do tipo metacéntrico
grande, semelhante ao primeiro par cromossémico, € 0 mais encontrado, entretanto
variagcdes na morfologia, nimero e padrdo heterocromatico sdo bastante comuns (Tab. 6;
MOREIRA-FILHO et al. 2004). De acordo com Carvalho et al. (2008), Characiformes € a
ordem de peixes onde se encontra a maior riqueza de cromossomos Bs, e mais de 50% das

espeécies portadoras desses cromossomos, estdo alocadas nessa ordem.
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O padrdo de distribuicdo de heterocromatina observado no cariomorfo A de
Astyanax cf. goyanensis, com blocos heterocromaticos em destague nos Cromossomos
acrocéntricos, € considerado uma caracteristica comum no grupo (MAISTRO et al. 1992,
1994; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1997; MESTRINER et al. 2000;
MANTOVANI et al. 2000; FERRO et al. 2001; DANIEL-SILVA & ALMEIDA-TOLEDO,
2001; FERNADES & MARTINS-SANTOS, 2003, 2005; CRISTINA et al. 2003; SANTOS
& MORELLI, 2006; SANTOS et al. 2012a, 2012b; SILVA et al. 2014), entretanto, ndo é
regra e cada populacdo pode ser caracterizada até mesmo por apresentar uma distribuicao
heterocromatica especifica (MORERIA-FILHO & BERTOLLO, 1991; MIZOGUCHI &
MARTINS-SANTOS, 1998; MAISTRO et al. 1994, 1998, 2000; BIAVITI & MAISTRO,
2007; SANTOS et al. 2012b). No presente estudo, a heterocromatina encontrada nos
cromossomos das trés espécies (bandas centroméricas/terminais/blocos proemintes)
apresentou-se co-localizada em diferentes cromossomos. Esse padrdo equilocal de
distribuicdo heterocromatica pode ter se originado devido a localizacdo dos cromossomos
no nucleo interfasico (SCHWEIZER & LOIDL, 1987; CREMER & CREMER, 2010), onde
cromossomos ndao homdlogos podem realizar trocas heter6logas de sequéncias
heterocrométicas e evidenciar um padrdo de localizacdo equilocal em diferentes
cromossomos (INIGO et al. 1996; ARTONI et al. 1999).

Para o complexo A. scabripinnis, casos de AgRONs multiplas ocorrem com maior
frequéncia em relacdo aos sitios simples (Tab. 6). Estudos também sugerem que a presenca
de um sitio de AGRON em posic¢éo terminal do brago p em um par subtelocéntrico pode ser
um importante marcador para o grupo (MAISTRO et al. 2000), contudo esse sitio nao foi
observado em nenhuma das espécies analisadas nesse estudo, ou pode se tratar de algum

cromossomo homedlogo aqui classificado como acrocéntrico, uma vez que as morfologias
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cromossémicas podem ser classificadas no limites estabelecidos, caso a ser resolvido
somente com pintura cromossémica.

Assim como ocorreu nas espécies Astyanax aff. scabripinnis e Astyanax cf.
intermedius, um alto nimero de sitios de DNAr 18S € frequentemente observado no
complexo, podendo, assim, ser considerado altamente polimoérfico dentro do grupo. Além
disso, alguns autores propdem que esse elevado nimero de sitios pode ser explicado pelo
mesmo modelo de Schweizer & Loidl (1987) citado anteriormente (KAVALCO &
MOREIRA-FILHO, 2003; MANTOVANI et al. 2005, FERNANDES & MARTINS-
SANTOS, 2006). Contudo, um aumento no numero de sitios de DNAr 18S também pode
estar associado a elementos transponiveis (TES) ou até mesmo a pseudogenes (BARBOSA
et al. 2017). Ja o padrdo observado em Astyanax cf. goyanensis, com um dnico sitio de
DNAr 18S, ndo é comumente observado, mas ja foi relatado para uma populacdo do
Ribeirdo Grande que também apresentou sitio simples em um par subtelocéntrico
(BARBOSA et al. 2015).

Outras espécies de Astyanax, como, A. fasciatus, Astyanax xavante, Astyanax
altiparane e A. correntinus também apresentam sitios maultiplos de DNAr 18S
(FERREIRA-NETO et al 2012; TENORIO et al. 2013; SILVA et al. 2015; PAIZ et al. 2015,
respectivamente). Vale ressaltar, que esses sitios estdo sempre localizados na porgao
terminal do cromossomo, seja no brago p, g ou em ambos, e essas regides sdo geralmente
heterocromaticas, fato que também pode facilitar eventos de transposicdo, fazendo assim
com que esses segmentos sejam dispersos pelo genoma, elevando o numero de sitios
(MARTINS & WASCO, 2004). Casos de sitios simples de DNAr 18S , como ocorreu em
Astyanax cf. goyanensis, sdo observados com mais frequéncia em espécies fora do

complexo A. scabripinnis, como em Astyanax argyrimarginatus e Astyanax elachylepis
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(TENORIO et al. 2013), Astyanax asuncionensis (SILVA et al. 2015; PAIZ et al. 2015;
GAVAZZONI et al. 2018), Astyanax abramis (PAIZ et al. 2015; TEIXEIRA et al 2018;
GAVAZZONI et al. 2018), Astyanax lacustris (TEIXEIRA et al 2018), Astyanax
jacuhiensis (GAVAZZONI et al. 2018) e até mesmo A. fasciatus e A. altiparanae, que além
de sitios multiplos, pode apresentar sitios simples em alguns casos (PAZZA et al. 2006;
GAVAZZONI et al. 2018, respectivamente). Desse modo, pode-se supor que sitios simples
de DNAr 18S em posicao terminal possa representar um estado ancestral para o carater nao
s6 no complexo A. scabripinnis, mas dentro do género Astyanax como um todo.

Por outro lado, a dindmica de distribuicéo de sitios DNAr 5S parece ser mais estavel
do que a observada para 0 DNAr 18S. Assim como ocorreu em Astyanax aff. scabripinnis e
Astyanax cf. goyanenis, o DNAr 5S € encontrado em menor ndmero de sitios e com
localizagdo cromossdmica mais estavel (MANTOVANI e al. 2005; FERNANDES &
MARTINS-SANTOS, 2006; VICARI et al. 2008; SANTOS et al. 2012b; BARBOSA et al.
2017). Ja o padrdo observado em Astyanax cf. intermedius, com até 14 sitios de DNAr 5S
ndo € um caso comum no complexo A. scabripinnis, para o qual no maximo 8 sitios ja
foram relatados (FERRO et al. 2001; CASTRO et al. 2014). Além disso, Astyanax cf.
intermedius foi a Unica espécie que apresentou somente sitios terminais, fato que, assim
como mencionado para rDNA 18S poderia facilitar sua dispersdo por diferentes
cromossomos. Ja as outras especies apresentaram tanto sitios terminais quanto
centroméricos, assim, esses sitios alocados mais internamente nos cromossomos parecem
estar mais protegidos de eventos de dispersdo, o que pode explicar uma menor quantidade
de sitios nessas outras espéecies (MARTINS & WASCO, 2004). Qutras espécies de
Astyanax, alocadas em outros complexos, parecem seguir esse mesmo padrdo com menor

numero de sitios e em outras posi¢ées que ndo sejam terminais (HASHIMOTO et al. 2011,
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GAVAZZONI et al. 2018). Vale ressaltar que todas as espécies analisadas no presente
trabalho, exceto Astyanax cf. intermedius, apresentaram um sitio centromerico de DNAr5S
no segundo par metacéntrico, podendo esse ser um bom cromossomo marcador para
especies do complexo.

Analisando uma populacdo de A. scabripinnis, Mestriner et al. (2000)
identificaram no genoma da espécie um tipo de DNA satélite 59% rico em AT, com
unidades monomeéricas de 51pb, o qual denominaram As51. Assim como no presente
trabalho, Barbosa et al. (2015) também encontraram sitios de As51 restritos a acrocéntricos
em trés populacdes distintas de Astyanax aff. scabripinnis. Entretanto, outros estudos
mostram a ocorréncia desse sitio em outros tipos cromossdmicos, mas sempre na posicao
terminal do cromossomo (MANTOVANI et al. 2004; ABEL et al. 2006; KAVALCO et al.
2007; BARBOSA et al. 2015, 2017).

Kavalco et al. (2007) analisaram duas populac@es provenientes da bacia do rio
Paraiba do Sul (A. scabripinnis e A. intermedius) e, assim como ocorreu no presente estudo
com a espécie dessa bacia, também ndo encontraram sinais de hibridizacdo de As51 em A.
intermedius, desse modo, propuseram a ocorréncia de dois grupos distintos de Astyanax
nessa bacia: (1) o primeiro apresenta poucos cromossomos acrocéntricos e As51 positivo e
(2) o segundo grupo, compativel com a populagdo desse estudo, apresenta muitos
cromossomos acrocéntricos e As51 negativo. Auséncia da sequéncia As51 ndo ocorre
somente em A. intermedius, uma vez que para uma populacdo de A. scabripinnis da bacia
do rio S&o Francisco, essa sequéncia também ndo foi encontrada (ABEL et al. 2006). Além
disso, fora do grupo A. sacbripinnis, Kavalco et al. (2008) também n&o encontraram essa
sequéncia no genoma de Astyanax bockmanni. Neste contexto, pode-se dizer que o

elemento repetitivo As51, embora ndo seja uma sinapomorfia de Astyanax, representa uma
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caracteristica surgida antes mesmo da origem dos cromossomos B, visto que espécies que
ndo possuem este cromossomo adicional também sdo portadoras desta sequéncia.

Os snRNAs (small nuclear RNA) sdo um subconjunto de RNAS e estdo envolvidos
no processamento do RNAm, compondo a maquinaria do spliceossomo. Os sSnRNAs U1,
U2, U4, U5 e U6 atuam na remocdo dos introns do pré RNAm durante o splicing
(VALADKHAN, 2005). Apesar de serem sequéncias altamente conservadas, o padrdo de
distribuicdo cromossdmica do snRNA U2 apresenta-se variavel, podendo estar
compartimentalizado em um ou mais pares ou disperso pelos cromossomos (UBEDA-
MANZARANO et al. 2010; UTSUNOMIA et al. 2014). Silva et al. (2015) analisaram
diferentes espécies do género Astyanax: Astyanax altiparanae, Astyanax jordani, A.
fasciatus, A. bockmanni, e A. paranae, sendo este ultimo pertencente ao complexo A.
scabripinnis, e encontraram sitios compartimentalizados em dois pares cromossémicos em
todas as espécies, exceto para A. joradani que apresentou essa sequéncia em apenas um par.
Além disso, 0s autores ndo observaram a ocorréncia de sintenia entre ShDRNA U2 e DNAr
5S, como ocorrido para a espécie Astyanax cf. intermedius do presente estudo. A sintenia
entre essas duas sequéncias segue a predisposicdo da clusterizacdo dos chamados genes
housekeeping ou genes de manutencdo, os quais sao altamente expressos e essenciais para
as atividades celulares basicas (LERCHER et al. 2002, MALIMPENSA et al. 2018).
Diferentemente do observado em Astyanax, para outros géneros de peixes como Bergiaria
(MALIMPENSA et al. 2018) e Triportheus (YANO et al. 2017), a clusterizagcdo dessas
sequéncias podem ser observadas com frequéncia. Atualmente, o sSnRNA U2 vem se
mostrando um importante marcador cromossdmico nos estudos de diferentes espécies de
peixes (UTSUNOMIA et al. 2014), podendo ser de grande utilidade dentro do complexo, a

fim de estabelecer relacGes entre as espécies.
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As histonas sao classificas em H1, H2A, H2B, H3 e H4 e atuam no processo de
compactacdo do DNA durante a formacgédo do nucleossomo (MARTINS et al. 2011). Para o
complexo A. scabripinnis poucos estudos foram realizados até o momento envolvendo
essas sequéncias. Silva et al. (2014) analisaram uma populacdo de A. paranae e
encontraram sintenia entre H1, H3 e H4 em posicdo terminal do braco p de dois pares
cromossémicos (metacéntrico e acrocéntrico), aléem da presenca de um sitio de H1 em um
cromossomo B. J& Barbosa et al. (2017) analisaram trés populacdes de A. scabripinnis e
também encontraram sintenia, em todas as populacdes, entre H3 e H4 em posi¢édo terminal
do braco p em dois pares cromossdmicos (metacéntrico e submetacéntrico). Para A.
bockmanni também foi verificada a ocorréncia de sintenia entre H1, H3 e H4 (SILVA et al.
2013), assim como Pansonato-Alves et al. (2013) também observaram a associa¢do entre
H1 e H3 em A. fasciatus. Desse modo, pode-se dizer que a ocorréncia de sintenia entre
sitios de histonas é fato recorrente e marcante para o grupo. Além disso, Piscor & Parise-
Maltempi (2016), analisando diferentes espécies de Astyanax (A. abramis, A.
asuncionensis, A. altiparanae, A. bockmanni, A. fasciatus, A. schubarti, Astyanax
eigenmanniorum e Astyanax mexicanus) encontraram a sequéncia de H3 clusterizada em
um ou dois pares cromossdmicos. Sendo assim, o padrdo fracamente disperso de H3 e H4
encontrado nas espécies do presente trabalho, pode ser devido & associacdo com TEs,
fazendo com que essas sequéncias se tornem dispersas pelo genoma e muito provavelmente
nédo sejam mais genes de histonas.

A maior parte do genoma dos teleGsteos é composta predominantemente por
elementos transponiveis (TE) (CARDUCCI et al. 2018). As sequéncias Rex (Retroelemento
de Xiphophorus) sdo TEs classificados como retrotransposons (Rex1, Rex3 e Rex6), 0s

quais foram isolados primeiramente do peixe modelo Xiphophorus (VOLFF et al. 1999,
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2000, 2001). Cada vez mais essas sequéncias vém sendo utilizadas no mapeamento
cromossdmico de diferentes grupos de peixes, uma vez que esses organismos podem
apresentar grande habilidade em incorporar elementos transponiveis em seu genoma
(CARDUCCI et al. 2018). O trabalho realizado por Silva et al. (2014) mapeou as
sequéncias de Rexl e Rex3 em A. paranae, 0s quais mostraram-se dispersos pelos
cromossomos e alocados em regides heterocromaticas de cromossomos acrocéntricos,
respectivamente. Pessenda et al. (2018) também encontraram padréo disperso de Rex1 para
diferentes espécies de Astyanax (A. altiparanae, A. asuncionensis, A. eigenmanniorum, A.
fasciatus, A. schubarti e Astyanax marionae). Ja para uma populacdo de A. fasciatus e outra
de A. bockmanni, a sequéncia Rex3 foi encontrada clusterizada em diferentes pares
cromossomicos (PANSONATO-ALVES et al. 2013 e SILVA et al. 2013, respectivamente).
O padrdo disperso encontrando tanto para Rexl quanto para Rex3 ndo s6 no presente
trabalho, como para outras espécies de Astyanax, pode ser explicado pelo fato dos TEs
poderem exibir variacdo na sua estrutura, tamanho e mecanismos de transposi¢do, podendo
assim haver diferentes linhagens nos genomas (CARDUCCI et al. 2018). Além disso, a
auséncia de Rex1, como ocorreu para Astyanax cf. intermedius, ja foi observada em outras
espécies de peixes, esse fato deve-se possivelmente a rapida divergéncia e perda frequente
dessa sequéncia, além da possibilidade de transferéncia horizontal (VOLFF et al. 2001).

Os teldmeros sdo sequéncias de DNA encontradas na regido terminal dos
cromossomos, as quais sdo compostas pela repeticdo (TTAGGG), e estdo presentes em
todos os vertebrados (McCEACHERN et al. 2000). A presenca desta sequéncia na porgao
terminal do cromossomo é essencial para a manutencdo da integridade e estabilidade
cromossdmica, alem de ser necessaria no processo de replicacdo (BLACKBURN, 2001).

Sitios teloméricos presentes tanto em posic¢ao terminal quanto intersticial (ITS - Interstitial
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Telomeric Site) nos cromossomos podem dar indicios sobre a evolucdo daquela espécie.
Até o momento sO foi observado sitios teloméricos restritos aos telomeros dentro do
complexo A. scabripinnis (FERRO et al. 2003; BARBOSA et al. 2017, presente estudo),
contudo a presenca de ITS seria de suma importancia para indicar possiveis rearranjos que
possam ter ocorrido no grupo (BARBOSA et al. 2017), podendo-se assim, fazer possiveis
inferéncias sobre o 2n basal para o complexo.

Os microssatélites ou Sequéncias Simples Repetidas (SSRs) geralmente contém de
1 a 6 pares de base (pb), repetidas de 5 a 100 vezes em cada locus (EPPLEN & EPPLEN-
HAUPT, 2002). Possuem alto grau de polimorfismo, apresentando comportamento
mutacional caracteristico (LOPEZ-FLORES & GARRIDO-RAMOS, 2012). Na maioria
das vezes, sdo distribuidos aleatoriamente pelo genoma (MARTINS et al. 2011), mas
tendem a apresentar certa predisposicdo em se agrupar em regides heterocromaticas, as
quais apresentam baixa taxa de recombinacdo (SCHENEIDER et al. 2015), entretanto
arranjos de microssatélites ja foram observados dispersos ao longo da eucromatina
(GARRIDO-RAMOS, 2017). Os microssatélites sdo muitas vezes utilizados para a
compreensdo da evolucdo de cromossomos especificos, onde costumam apresentar
marcacdo diferencial, como os cromossomos sexuais (CIOFFI et al. 2011; YANO et al. 204,
HATANAKA et al. 2018) e cromossomos Bs (GARRIDO-RAMOS, 2017). As espécies
aqui analisadas ndo apresentaram tais cromossomos, mas na sua maioria, 0s microssatelites
foram importantes para diferenciarem as espécies Observou-se acumulo em regides
especificas, como telébmeros e centrdmeros, mostrando assim, que a distribuicdo dessas
sequéncias pelo genoma pode nédo ser tdo ao acaso como se pensava (RUIZ-RUANO et al.
2015; UTSONOMIA et al; 2018). Além disso, para alguns microssatélites, foi possivel

verificar clusters bem definidos em determinados cromossomos, mostrando assim, que
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essas sequéncias podem estar mais compartimentalizadas em determinadas regides
(MALIMPENSA, 2019), mas ndo chegam a apresentar alguma clusterizacdo especifica,
tornando-se assim dispersas, mas com certo grau de compartimentalizacdo em alguns
Cromossomos.

O microssatélite com repeticdes (GATA)N, o qual é o maior componente do DNA
satélite Bkm (Banded Krait Minor), foi o que se mostrou mais especifico para cada espécie,
apresentando padrdo diferenciado até mesmo entre os cariomorfos de Astyanax cf.
goyanensis. Barbosa et al. 2017 também encontraram essa sequéncias em Cromossomos
especificos em diferentes populacdes de A. scabripinnis. Desse modo, pode-se sugerir que
as repetices (GATA)n mostram-se como relevante marcador dentro do complexo A.
scabripinnis.

As espécies do complexo A. scabripinnis sdo consideradas como peixes de pequeno
porte, sendo encontradas em pequenos riachos ou, na maioria das vezes, restritas as
cabeceiras de pequenos tributarios (BRITSKI, 1972), fator esse que pode ser considerado
importante para a diversificacdo desse grupo de peixes, pois o fato de as populacfes terem
suas distribuicOes restritas a cabeceiras, o que faz com que as calhas dos rios principais se
tornem barreiras naturais, impedindo assim, sua dispersdo, fato que leva a ocorréncia de
diferentes isolados, 0 que as tornam mais propensas a mudancas evolutivas, que podem ser
rapidamente estabelecidas, aumentando, assim, cada vez mais sua biodiversidade (PAZZA
& KAVALCO, 2007; CIOFFI et al. 2018).

No presente trabalho, os exemplares da populagédo do ribeirdo Grande (baca do rio
Paraiba do Sul) foram identificados como Astyanax cf. intermedius. Kavalco & Moreira-
Filho (2003) e Kavalco et al. (2007), analisaram uma populacdo de A. intermedius,

proveniente do rio Paraitinga, também pertencente a bacia do rio Paraiba do Sul. Os dados
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citogenéticos obtidos nesses trabalhos, como: 2n=50, elevado nimero de cromossomos
acrocéntricos e consequentemente baixo NF, AgRONs restritas a C€romossomos
acrocéntricos, elevado nimero de sitios de DNAr 18S e auséncia de hibridizacdo da
sequéncia As51, estdo de acordo com os dados obtidos no presente estudo, além da
localidade-tipo para a espécie estar localizada também na bacia do rio Paraiba do Sul.
Desse modo, levando-se em conta a comparacao de todos esses dados, pode-se dizer que a
espécie do presente estudo se trate realmente de A. intermedius.

Para Astyanax aff. scabripinnis, os dados obtidos no presente trabalho aliados aos
da literatura e sua ampla distribuicdo pela bacia do Alto rio Parana, também permitem
considerar que a identificacdo da espécie esteja de acordo com as caracteristicas
citogenéticas de A. scabripinnis. Ja para A. goyanensis, Bertaco et al. 2010 realizaram a
redescricdo da espécie com base na série-tipo e top6tipos originais e ambas foram coletadas
em um pequeno tributério do rio dos Couros, bacia do rio Tocantins, na regido da Chapada
dos Veadeiros, em Goias. A populacdo de Astyanax cf. goyanensis do presente estudo foi
coletada nessa mesma regifo (ribeirdo das Brancas, Agua Fria de Goias — GO, bacia do rio
Tocantins, proximo a Chapada dos Veadeiros), contudo esse é o primeiro trabalho de
caracterizagdo citogenética para a espécie, portanto ndo h& dados cromossémicos
disponiveis para comparagdo, somente podemos compara-la com a localidade para onde foi
descrita, tratando-se, assim, da mesma regiéo.

Téran et al. (2020) consideram que a definigdo filogenética de Astyanax € um dos
mais relevantes desafios para a sistematica de peixes neotropicais, uma vez que apesar de
tratar-se de um género amplamente diverso, as especies sdéo muito semelhantes entre si,
muitas vezes com detalhes bem conservados, dificultando assim, a distin¢do entre elas.

Estes autores renomearam varias espécies e indicam clados mais estreitos entre algumas
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especies das 98 estudadas por eles, entretanto 0s mesmos reconhecem que somente com
seus estudos, os quais apresentaram dados congruentes e estaveis, ainda ndo é possivel
propor uma filogenia definitiva para Astyanax, uma vez que é preciso considerar mais
espeécies e expandir o estudo, 0 que e demanda também o aumento de caracteres na matriz
de dados.

Por fim, os dados citogenéticos obtidos no presente estudos demonstram que as
espécies pertencentes ao complexo A. scabripinnis aqui analisadas: Astyanax aff.
scabripinnis, Astyanax cf. intermedius e Astyanax cf. goyanensis, apresentam caracteres
cromossémicos conservados como: nimero dipldide, padréo de distribuicdo de sequéncia
telomérica, Rex1 e Rex3. Entretanto, a presenca de caracteres cromossémicos variaveis se
sobressai entre as espécies, mostrando uma diversidade no que se refere a morfologia
cromossémica, padrdo de bandamento C, nimero de sitios e localizacdo de AgRONS,
distribuicdo cromossémica de DNAS respetitivos (DNAr 18S e 5S, As51, sSnRNA U2, H3,
H4 e microssatélites). De um modo geral, o presente estudo vem contribuir para o
conhecimento da diversidade genética do complexo de espécies A. scabripinnis,
evidenciando que a dindmica cromossémica apresentada pela analise dos DNAS repetitivos
permitiu um melhor conhecimento acerca da composicdo gendmica do complexo e
demostrando sua grande diversificacdo ao nivel de microestrutura cariotipica, além da
diversificacdo na macroestrutura cariotipica observadas ja com a citogenética classica.

Os dados da citognética classica e molecular, aqui obtidos, ndo so reforcam a
biodiversidade existente no grupo, como podem ter um importante papel no auxilio da
taxonomia e biologia evolutiva do grupo, uma vez que por esses dados é possivel afirmar
que ha unidades dentro do complexo que podem ser muito bem delimitadas com o auxilio

citogenético, mostrando a ocorréncia de caracteristicas cromossémicas exclusivas de cada
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espeécie, evidenciando assim, a importancia da associacao de diferentes dados e ferramentas

para o entendimento da diversidade a qual um complexo de espécie esta envolvido.



Tabela 6: Revisao dos trabalhos citogenéticos do complexo de espécies Astyanax scabripinnis.
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- . Bacia . . Bs . A
Espécie Localidade Hidrogrifica 2n Férmula cariotipica NF AgRONs (n*/morfologia) DNAs repetitivos Referéncia
A SR P corrego dos Bicudos, Brotas, SP Tieté 50 oAl 2 {2 90/92 - 0 - Morelli et al. 1983
paranae 8(10)a
corrego Centenario, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+20sm+8st+16a 84 - 0
corrego das Marrecas, Londrina, PR Paranapanema 48 6m+20sm+12st+10a 86 - 0
corrego Curral das Eguas, Trés Séo Francisco 46 6m+22sm+8st+10a | 82 - 0
Marias, MG
Astyanax scabripinnis corrego V]l\\/izlrrizsdelzvll\éudas, Trés Sao Francisco 50 6m+30sm+8st+6a 94 - 0 - Moreira-Filho & Bertollo, 1991
cérrego Barreiro SIrénde, Trés Marias, Sdo Francisco 50 6m+30sm+8st+6a 94 - 0
rio Claro, Salesépolis, SP Tieté 50 6m+24sm+8st+12a 88 - 0
rio Monjolinho, Sao Carlos, SP Tieté 50 6m+24sm+8st+12a 88 - 0
Astyanax scabripinnis S G et (a}t. Wb, Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde - Salvador & Moreira-Filho, 1992
Campos do Jorddo, SP
Asty an;};:;zsert]]mms rio Araqua, Botucatu, SP Tieté 50 4m+30sm+4st+12a 88 multipla 0-1/m gde - Maistro et al. 1992
Astyanax scabripinnis rio Jacu, Vitor Hugo, ES Costeira 50 6m+8sm+36a 64 multipla 0-4/micro - L OFO T f;;\;melda-Toledo,
Asty anzzf;:szlp s corrego Cascatinha, Botucatu, SP Alto rio Parana 50 8m+22sm+10st+10a 90 multipla 0-1/m gde - Maistro et al. 1994a
T . ~ . . 50 6m+22sm+10st+12a 88 =
Astyanax scabripinnis rio das Pedras, Campos do Jorddo, SP | Alto rio Parana P —T: Omi33smi15str18a - 0-2/m gde - Fauaz et al. 1994
: . +30sm+4st+
rio Araqua, Botucatu - SP Alto rio Parana 7507 4m+30smtstt2a - 0-1/m gde
L 2n=3x=75 6m+45sm+6st+18a simples .
Astyanax scabripinnis - - Maistro et al. 1994b
corrego das Pedras, Campos do Alto rio Paran4 50 6m+22sm+10st+12a - 0-2/m ode
Jordao, SP 2n=3x=75 9m+33sm+15st+18a simples g
50 4m+26sm+4st+16a 84 - 0
Ast bripinni. ibeirdo Canta Galo, Itirapina, SP Tieté - S t al. 1995
styanax scabripinnis ribeirdo Canta Galo, Itirapina, ieté 23 ot 2ot 8t 12a ™ - 0 ouza et a
Astyanax scabripinnis ribeirdo Canta Galo, Itirapina, SP Tieté 48 6m+22sm+8st+12a 84 simples 0 - Souza et al. 1996
corrego das Peiiras, Campos do Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 simples 0-2/m gde
Jorddo, SP
Astyanax scabripinnis ribeirdo do 3:::51;;1}180},) Campos do Alto rio Paran4 50 6m+22sm+10st+12a | 88 simples 0-1/m gde Vicente et al. 1996
ribeirdo das Periilzes, Campos do Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 simples 0-2/m gde
Jordao, SP
Astyan;);j;:lzs;zp TS corrego Cascatinha, Botucatu, SP Alto rio Parana 50 8m+22sm+10st+10a 90 - 0-1/m gde - Porto-Foresti et al. 1997
. corrego Yukatan, Maringa, PR Ivai 50 6m+30sm-+4st+10a 90 - 0-1/m gde . . .
Ast ab - - M hi & Martins-Santos, 1997
syanax scabripmms rio Agua do Rancho, Maringa, PR Alto rio Parana 50 6m+28sm+16a 84 - 0-2/ micro 1zogueh artns=santos,
corrego Yukatan, Maringa, PR Ivai 50 6m+30sm+4st+10a 90 - 0-1/m gde
L corrego Ligeiro, Maringd, PR Ivai 48 10m+22sm+2st+14a 82 - 0 . . .
A ab - M hi & Martins-Santos, 1998
styanax scabriptnnis corrego Sarandi, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+26sm+4st+14a 86 - 0 e Artns=antos, a
rio Agua do Rancho, Maringa, PR Alto rio Parana 50 6m+28sm+16a 84 - 0-2/ micro
Astyanax scabripinnis corrego Yukatan, Maringa, PR Ivai 50 6m+30sm+4st+10a 90 multipla 0-1/m gde - Mizoguchi & Martins-Santos, 1998b
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corrego Ligeiro, Maringa, PR Ivai 48 10m+22sm+2st+14a 82 multipla 0
corrego Sarandi, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+26sm+4st+14a 86 multipla 0
rio Agua do Rancho, Maringa, PR Alto rio Parana 50 6m+28sm+16a 84 multipla 0-2/ micro
corrego Grande, Pardinho, SP Paranapanema 50 6m+26sm+8st+10a 82 multipla 0
corrego Sao Pedro, Itatinga, SP Paranapanema 50 6m+24sm+8st+12a 80 multipla 0
rio Claro, Botucatu, SP Pardo 50 6m+28sm+6st+10a 84 multipla 0
y Bt rio Pardo, Pardinho, SP Pardo 50 6m+26sm+6st+12a 84 multipla 0
Sty ana)‘cl:;:lla;’lp s corrego das Pedras, Itatinga, SP Pardo 50 6m+28sm+4st+12a 84 multipla 0 = Maistro et al. 1998
P rio Araqua, Botucatu, SP Tieté 50 4m+30sm+4st+12a 84 multipla 0
rio Capivara, Botucatu, SP Tieté 50 8m+22sm+10st+10a 90 multipla 0
corrego Cascatinha, Botucatu, SP Tieté 50 8m+22sm+10st+10a 90 multipla 0
rio Lavapés, Botucatu, SP Tieté 50 6m+26sm+8st+10a 82 multipla 0
. 50 6m+26sm+4st+14a 86 multipla 0 .
A K ipinnis 0 T: 4, Itat P P, - Maistro et al. 2
styanax scabripinnis corrego Tamandua, Itatinga, S aranapanema 23 o 28t Astr10a %6 simples 0 aistro et al. 2000
L corrego das Pedras (alt. 1720m), . , . .
Astyanax scabripinnis ~ Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 simples 0-2/m gde As51 Mestriner et al. 2000
Campos do Jorddo, SP
. corrego Centenario Maringa, PR Paranapanema 50 6m+20sm+8st+16a 84 multipla 0 .
Ast b - Mant t al. 2000
Styanax seavripints corrego das Marrecas, Londrina, PR Paranapanema 48 6m+20sm+12st+10a 86 multipla 0 antovant et a
corrego Ribeirdo Grande~ (alt. 1920m), Paraiba do Sul 50 6mt22sm-t10st+12a 38 } 0-2/m gde; m peq; sm
Campos do Jorddo, SP gde
Astyanax scabripinnis sy b Grande~ (Bl [E00m) Paraiba do Sul 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde; sm gde - Néo et al. 2000a; 2000b
Campos do Jorddo, SP
cérrego Ribeirdo Grande (alt. 700m), | p, 5 o sul 50 6m+22sm+10st+12a | 88 - 0
Campos do Jorddo, SP
corrego Fojo, Campos do Jorddo, SP Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 multipla 0-2/m gdz;dr: peg; sm
lagoa Capivari, Campos do Jorddo, SP | Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 multipla 0-2/m gde(;i;n peg; sm DNAr 55:
Astyanax scabripinnis 02/m dg' pe—— DNArl 8S’ Ferro et al. 2001
lagoa Carpa, Campos do Jordao, SP Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 multipla & z’de ped; s
corrego da Fazenda Lavrinha, Campos | p, i 4o Sul 50 6m+22sm+10st+12a | 88 | maltipla | O™ gde mpeg; sm
do Jordio, SP gde
Astyanax scabripinnis ribeirdo Canta Galo, Itirapina, SP Tieté 48 6m+22sm+8st+12a 84 DNArl8S Souza et al. 2001
Astyanax scabripinnis corrego daJsOFr’gg(l;ass,F()Z ampos do Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde - Moreira-Filho et al. 2001
Astyanax scabripinnis tributdrio do rio Paranapanema, |y, i parana 50 §m+18sm+10st+14a | 86 - 0 . Daniel-Silva & Almeida-Toledo,
Botucatu, SP 2001
Astyanax scabripinnis corrego Cascatinha, Botucatu, SP Alto rio Parana 50 8m+22sm+10st+10a 90 simples 0-1/m gde - Maistro et al. 2001
. corrego Sao Domingos, Maringa, PR Ivai 48 10m+20sm+8st+10a 86 multipla 0-1/m peq .
A ab - Alves & Martins-Santos, 2002
styanax scabripinnis corrego Tamboara, Paranavai, PR Ivai 48 10m+24sm+6st-+8a 88 multipla 0 ves Artms=>antos,
. corrego Amores, Cianorte, PR Ivai 48 8m+24sm-+4st+12a 84 multipla 0 .
A . - - F M - 2
styanax scabripinnis tio Indios, Cianorte, PR Ivai 48 Sm+20sm+6st+14a | 82 | multipla 0 ernandes & Martins-Santos, 2003
corrego da Fazenda Layrinha, Campos | p, 00, 40 Sul 50 6m+22sm+10st+12a | 88 . 0-2/m gde; sm gde
do Jordao, SP
Astyanax scabripinnis corrego Fojo, Campos do Jordao, SP Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 = 2 gd;;dr: peg; sm telomérica Ferro et al. 2003
lagoa Capivari, Campos do Jorddo, SP | Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde
lagoa Carpa, Campos do Jordao, SP Sapucai-Guagu 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde; sm gde
Astyanax scabripinnis rio Macacos Paraiba do Sul 50 8m+20sm+8st+14a 86 multipla 0 DNArl8S Kavalco & Moreira-Filho, 2003




67

Astyanax intermedius rio Paraitinga Paraiba do Sul 50 6m+8sm+4st+32a 68 multipla 0
L n ; o 48 6m+22sm+4st+16a 80 multipla 0 .
Astyanax aff. scabripinnis corrego Apertados, Londrina, PR Tibagi QT — Omi33smi 65 24a 124 o 0 DNAr 18S Cristina, A et al. 2003
. corrego Centenario, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+20sm+8st+16a 84 multipla 0 .
Ast scab K As51 Mant t al. 2004
SYAnAx SCabripinnts corrego das Marrecas, Londrina, PR Paranapanema 48 6m+20sm+12st+10a 86 multipla 0 s amovanteta
50 6m+22sm+6st+16a 84 - 0-1/m gde
Astyanax scabripinnis corrego Tatupeba, Maringa, PR Ivai 48 8m+26sm+6st+8a 88 - 0-1/ m gde; st gde, a gde - Fernandes & Martins-Santos, 2005
46 8m+22sm+6st+10a 82 - 0-2/ m gde; a peq
corrego Centenario, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+20sm+8st+16a 84 - 0
corrego das Marrecas, Londrina, PR Paranapanema 48 6m+20sm+12st+10a 86 - 0
L 5 ivei 8 DNAr 5S; .
Astyanax scabripinnis cérrego Viveiro de Mudas, Trés a i + +8st+ - ¢ Mantovani et al. 2005
2% P Marias, MG Sao Francisco 50 6m+30sm+8st+6a 94 0 DNAr18S
corrego Curral das Eguas, Sdo - . }
Gongalo do Abacté, MG Sao Francisco 46 6m+22sm+8st+10a 82 0
50 6m+22sm+6st+16a 84 multipla 0-1/m gde T
Astyanax scabripinnis corrego Tatupeba, Maringa, PR Ivai 48 8m+26sm+6st+8a 88 multipla | 0-1/ m gde; st gde, a gde DN Azl 8S’ Fernandes & Martins-Santos, 2006
46 8m+22sm+6st+10a 82 multipla 0-2/ m gde; a peq
Astyanax scabripinnis corrego Crug da Retirada Bonita, Paranaiba 50 8m+22sm+12st+8a 92 multipla 0 - Santos & Morelli, 2006
Campina Verde, MG
corrego Centenario, Maringa, PR Paranapanema 50 6m+20sm+8st+16a 84 - 0
corrego das Marrecas, Londrina, PR Paranapanema 48 6m+20sm+12st+10a 86 = 0
Astyanax scabripinnis Cérrego ViVCiItO de Mudas, Trés S30 Francisco 50 6m+30sm+8st+6a 94 = 0 As51 Abel et al. 2006
Marias, MG
corrego Curral das Eguas, Sdo < . )
Gongalo do Abaeté, MG Sao Francisco 46 6m+22sm+8st+10a 82 0
ribeirdo Canta Galo (alt. 720m), Tieté 50 4m+26sm+dst+16a | 84 | maltipla 0
L. Itirapina, SP
Astyanax scabripinnis ibeirao Canta Galo (alt. 980m) - Souza et al. 2007
n nta : ) Tieté 50 4m+26sm+4st+16a 84 | mualtipla 0
Itirapina, SP
Astyanax scabripinnis rio Macacos, SP Paraiba do Sul 50 8m+20sm+8st+14a 86 = AsS1 Kavalco et al. 2007
- — \% .
Astyanax intermedius rio Paraitinga, SP Paraiba do Sul 50 6m+8sm+4st+32a 68 = 0
corrego Cambeba, Arcos, MG Sao Francisco 50 8m+20sm+6st+16a 84 multipla 0
Astyanax scabripinnis rio Machado, Sao Jodo da Mata, MG Rio Grande 50 6m+28sm+6st+10a 90 multipla 0 - Biaviti & Maistro, 2007
corrego Pedra Branca, Alfenas, MG Rio Grande 50 6m+24sm+8st+12a 88 multipla 0
LTS SRS rio Verde, PR Tibagi 50 8m+18sm+10st+14a | 86 | multipla 0
paranae
Astyanax sp. rio Acungui, PR Ribeira do 50 8m+18sm+10st+14a | 86 | miltipla 0
cf. A. scabripinnis paranae Iguape DNAr 5S; —
Tom 16smr 10t 12 DNArI8S Vicari et al. 2008
Astyanax sp. rio Santo Ant6nio, PR Jaguariaiva 48 s a S 84 multipla 0
Astyanax sp. rio Jaguariaiva, PR Jaguariaiva 48 10m+16sr;1+105t+12 84 multipla 0
rio Bicudo, PR Alto rio Iguagu 50 4m+24sm+6st+16a 84 - 0
Astyanax sp. D rio Pogo Claro, PR Alto rio Iguagu 50 4m+24sm+6st+16a 84 - 0 - Kantek et al. 2008
corrego sem nome, PR Alto rio Iguagu 50 4m+24sm+6st+16a 84 - 0
Axtyanax laticeps rio Forquetinha, Forquetinha, RS Taquari-Antas 50 6m+16sm+16st+12a 88 multipla 0 DNATr18S Da Rosa et al. 2009
Astyanax scabripinnis corrego das Pedras (alt. 1720m) Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-1/m gde ASSIID’NKEQ; >S; Vicari et al. 2011
Astyanax scabripinnis corrego Cascatinha, Botucatu, SP Tieté 50 multipla 0-2/m gde DNAr 5S; Santos et al. 2012a
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corrego Cintra, Botucatu, SP Tieté 50 4m+18sm+16st+12a 90 miltipla 0 DNAr18S
corrego Funari, Botucatu, SP Tieté 50 6m+20sm+14st+10a 88 multipla 0
corrego Capao Bonito, Botucatu, SP Paranapanema 50 6m+16sm+14st+14a 86 multipla 0
cachoeira Barbosa, Botucatu, SP Paranapanema 50 6m+16sm+14st+14a 86 multipla 0
. . 50 6m+16sm+14st+14 86 altipl 0-2/m gd
Astyanax scabripinnis corrego Cascatinha, Botucatu, SP Tieté p T —— 9$+ 3 9:$+ 1 ZZH N 5: El'lltiglz 0-2/m grgeg aepeq - Santos et al. 2012b
=3x= u - 5
ribeirdo Grande (alt. 662m), Paraiba do Sul 50 6m+22sm+10st+12a | 88 - 0
Pindamonhangaba, SP
rlbelr'ao (Crminp (el LESm), Paraiba do Sul 50 6m+22sm+10st+12a 88 - 0-2/m gde; sm gde
Astyanax scabripinnis - Pindamonthangaba, SP DN ey Castro et al. 2015
COUIIEEIC S (s o) Sapucai 50 6m+22sm+10st+12a | 88 ; 0-2/m gde DNAr18S
Campos do Jorddo, SP
corrego Tatupeba (alt. 400m), Ivai 50 6m+22sm+6st+16a 84 - 0-1/m gde
Maringa, PR 48 8m+26sm+6st+8a 88 - 0-1/ m gde; st gde, a gde
ribeirdo Grande, Pindamonhangaba, | p i, 4o Sul 50 4m+22sm+10st+12a | 82 - 0
N SP (alt.662m) DNAr 5S;
Astyanax aff. sacbripinnis ribeirdo Grande, Pindamonhangaba DNATrl18S Castro et al. 2014
’ gaba, Paraiba do Sul 50 4m+22sm+10st+12a 82 - 0-1/m gde
SP (alt.1850m)
Astvanax paranae corrego Pindorama, PR Alto rio Parana 48 8m+20sm+10st+10a 86 multipla 0 Yano et al. 2014
o4 p corrego Lopei, PR Alto rio Parana 48 8m+20sm+10st+10a 86 multipla 0 ’
DNAr 5S;
. . s L DNATrl18S; Hl, .
Astyanax paranae rio Capivara, Botucatu, SP Tieté 50 8m+12sm+14st+16a 84 multipla 0-1/m gde; sm gde H3: H4: Rex1: Silva et al. 2014
Rex3
. . - A DNAr 5S; ; Hl; .
Astyanax paranae rio Cascatinha, Botucatu, SP Tieté 50 8m+22sm+10st+10a 90 = 0-2/m gde H3: UL U2 Silva et al. 2015
cérrego da Ffizenda Lavrinha, Paraiba do Sul 50 6m+22sm+10st+12a 88 simples 0-1/m gde
Guaratingueta, SP DNAr 58
NV o : rsS;
Astyanax aff. sacbripinnis ribeirdo Grande, ;f,,“damonhangaba’ Paraiba do Sul 50 6m+22sm+10st+12a | 88 simples 0 DNATI8S; As51 Barbosa et al. 2015
corrego Tatupeba, Maringa, PR Ivai 50 6m+22sm+6st+16a 96 simples 0
corrego F azen}ijrgggrg’;‘a’ CORBIED || e i 50 6m+22sm+10st+10a | 88 | simples 0-1/m gde DNAr 58;
lago do Pedalinho C’am os do Jordao R
Astyanax scabripinnis g ’SP P > | Alto rio Parana 50 6m+22sm+10st+10a 88 simples 0-1/m gde H3, H4; Barbosa et al. 2017
beirao das Perd: C q telomérica;
ribeirdo das rerdizes, L-ampos do Alto rio Paran4 50 6m+22sm+10st+10a 88 simples 0 microssatélites
Jordao, SP
corrego Arica Mirim, Santo Antonio Alto rio 50 6m+14sm-+14st+16a 34 multipla 0
. do Leverger, MT Paraguai DNAr 5S; .
Astyanax pirapuan corrego Cupim, Santo Antonio do Alto rio DNATISS Teixeira et al. 2018
g0 Lupim, ) 50 6m+14sm+14st+16a | 84 | miltipla 0
Leverger, MT Paraguai
Astyanax aff. sacbripinnis ribeirdo dos Negros, Sdo Carlos, SP Alto rio Parana 50 6m+26sm+2st+16a 84 multipla 0 DNAr 5S; DNAr
A £ int di ribeirdo Grande, Pindamonhangaba, Paraiba do Sul 50 4m+10sm-36 64 altip] 0 18S; As51; U2;
styanax cf. intermedius Sp araiba do Su m+10sm+36a miltipla H3: H4: Presente Estudo
4 of . ribeirdo das Brancas, Agua Fria de Tocantins 50 6m+26sm+18a 82 simples 0 telomérica,
styanax cl. goyanensis Goiss, GO 50 4m+32sm+14a 86 simples 0 microssatélites

*SP Estado de Sao Paulo; PR Estado do Parana; MG Estado de Minas Gerais, ES Estado do Espirito Santo; MT Estado do Mato Grosso; GO Estado de Goias; 2n Numero Diploide; NF Numero Fundamental; m metacéntrico; sm submetacéntrico;

st subtelocéntrico; a acrcéntrico; gde grande; peq pequeno
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os exemplares nalisados no presente trabalho foram identificados como
pertencentes as espécies Astyanax aff. scabripinnis (ribeirdo dos Negros, bacia do rio Alto
rio Parana), Astyanax cf. intermedius (ribeirdo Grande, bacia do rio Paraiba do Sul) e
Astyanax cf. goyanensis (ribeirdo das Brancas, bacia do rio Tocantins), sendo que esta
ultima apresentou dois cariotipos distintos, sendo classifica em cariomorfos A e B. Além
disso, esse foi 0 primeiro trabalho sobre caracterizacdo citogenética para a espécie Astyanax
cf. goyanensis.

Com os dados obtidos, foi possivel verificar que as espécies analisadas possuem
caracteristicas cromossdmicas conservadas, como 2n=50 cromossomos, sitios teloméricos e
padrdo de distribuicdo cromossdmica de Rex1 e Rex3. Entretanto, a presenca de caracteres
cromossOmicos variaveis se sobressai entre as espécies, mostrando uma diversidade no que
se refere a morfologia cromossémica, padrdo de bandamento C, nimero de sitios e
localizacdo de AgRON:Ss, distribuicdo cromossdmica de DNAs respetitivos (rDNA 18S e 5S,
As51, snRNA U2, H3, H4 e microssatélites).

Por fim, o presente estudo vem contribuir para o conhecimento da diversidade
genética do complexo de espécies A. scabripinnis, demonstrando uma variabilidade ndo s6
ao que se refere a sua macroestrutura cariotipica, observada com as técnicas de citogenética
classica, mas também evidenciando uma elevada dindmica cromossdmica apresentada pela
analise dos DNAs repetitivos, permitindo um melhor conhecimento acerca da composicao
citogendmica do complexo, demostrando sua grande diversificacdo também a nivel de sua
microestrutura cariotipica, mostrando assim que os dados citogenéticos, tanto classicos
quanto moleculares, aqui obtidos podem ter importante papel no auxilio a taxonomia e

biologia evolutiva do grupo, uma vez que por esses dados é possivel afirmar que ha
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unidades dentro do complexo que podem ser muito bem delimitadas com o auxilio

citogenético.
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