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“Em seu encontro com a Natureza, a ciéncia invariavelmente provoca um sentimento de
reveréncia e admiragdo. O proprio ato de compreender é uma celebragdo da unido, da
incorporagdo, ainda que numa escala muito modesta, a magnificéncia do Cosmos. E ao longo
do tempo o desenvolvimento cumulativo do conhecimento em todo o mundo converte a
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RESUMO

Astyanax fasciatus caracteriza-se como uma ‘“‘espécie” diversificada do ponto de vista
citogenético. A ocorréncia simpatrica e sintdpica de diferentes citdtipos corrobora a hipdtese
de que A. fasciatus possa representar um grupo de espécies, hoje englobadas em uma mesma
denominacdo comum. Neste trabalho foram examinados exemplares provenientes de trés
pontos de coleta, ao longo do rio Mogi-Guagu, no Sudeste do Brasil: (1) proéximo a sua
cabeceira (Ouro Fino — MQG), (2) no trecho médio do rio (Cachoeira de Emas, Pirassununga —
SP, caracterizado pela ocorréncia de uma barragem) e (3) préoximo a sua foz no rio Pardo
(Barrinha — SP). Foram detectados dois tipos de caridtipos com cromossomos perfeitamente
pareaveis, denominados citotipos padrao, um com 2n=46 e outro com 2n=48 cromossomos. O
citotipo 2n = 48 foi encontrado em todos os pontos de coleta, enquanto o citotipo 2n = 46 foi
encontrado somente em Barrinha e Cachoeira de Emas. Nesta ultima localidade o citotipo
2n=46 foi predominante, mas ocorrendo também formas cariotipicas variantes com 2n=45 e
47 cromossomos, além de um variante estrutural 2n=46. Um variante 2n=47 cromossomos foi
também encontrado em Ouro Fino. As Ag-RONs e os sitios de rDNA 18S e 5S mostraram
uma distribuicdo conservada entre os citotipos, assim como heterocromatina constitutiva,
localizada preferencialmente na regido terminal do brago longo de cromossomos
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos e na regido terminal do brago curto de um
par submetacéntrico. Esta ultima regido mostrou-se também GC rica, apds coloragdo com
cromomicina Aj, e corresponde a localizagdo de uma regido organizadora de nucléolo. Foram
detectados sitios do DNA satélite As51 na regido terminal do brago longo de varios
cromossomos, distribuidos em 4 pares submetacéntricos, em 3 pares subtelocéntricos € em um
par acrocéntrico no citotipo padrdo 2n=46, e em 3 pares submetacéntricos, em 4 pares
subtelocéntricos € em um par acrocéntrico no citotipo padrao 2n=48. As formas cariotipicas
variantes apresentaram também outros cromossomos portadores desse DNA satélite,
destacando-se um cromossomo metacéntrico grande com um sitio terminal no braco longo
(em dois cariotipos variantes), dois pares subtelocéntricos com um sitio intersticial extra (em
um dos caridtipos variantes), € um par submetacéntrico com um sitio subterminal no brago
longo (em um dos cariotipos variantes). Dados de RAPD (“Random Amplified Polymorphic
DNA”) mostraram-se pouco informativos quanto a andlise da diversidade encontrada,
indicando altos valores de migrantes por geragdo entre os citotipos. Dados de ISSR, “Inter-
Simple Sequence Repeats”, por outro lado, mostraram uma pequena estruturagdo,

principalmente entre os dois citotipos padrao provenientes de Barrinha, onde o Nm foi de
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0,4301, com identidade genética de 0,6862 e distancia genética de 0,3765. Os valores de
distancia genética (0,3219) e de identidade genética (0,7248) entre os citdtipos 2n=48 de
Barrinha ¢ Ouro Fino também evidenciam uma certa diferenciagdo entre os mesmos,
indicando que a barragem de Cachoeira de Emas provavelmente seja um obstaculo ao livre
fluxo entre populacdes situadas a jusante e a montante da mesma. Os resultados gerais obtidos
com os marcadores moleculares ndo descartam a possibilidade de intercruzamentos entre os
citotipos de A. fasciatus, como fonte da diversidade encontrada. E levantada a hipotese que o
citotipo padrao 2n=48 seja a forma residente do rio Mogi-Guagu, sendo o citétipo 2n=46 uma
forma invasora, com divergéncia recente. Embora os caridtipos variantes apresentem uma
estrutura cariotipica mais similar ao citétipo 2n=46, hd evidéncias de que cromossomos
caracteristicos do citdtipo 2n=48 tenham sido neles incorporados, sugerindo que tais variantes
sejam decorrentes de intercruzamentos vidveis entre os dois citotipos padrdo e/ou seus
descendentes, os quais ainda compartilham uma série de homologia, como evidenciado na
analise dos marcadores cromossdmicos. A presenca de um maior nimero de sitios As-51 em
alguns variantes reforca, de certa forma, a sua origem por intercruzamentos. Os sitios As-51,
que se mostraram especificos para algumas formas variantes, poderiam ser decorrentes de
rearranjos cromossdmicos complementares, propiciando novas localizagdes desse DNA

satélite nos caridtipos.
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ABSTRACT

Astyanax fasciatus is characterized as a cytogenetically diverse species. Sympatric and
syntopic occurrence of distinct cytotypes corroborates the hypothesis that 4. fasciatus might
represent a species complex sharing a common denomination. In this work, specimens from
three collection sites along Mogi-Guagu River, on Southeastern Brazil, were examined: (1)
close to headwaters (Ouro Fino — MQ), (2) in the mean river portion (Cachoeira de Emas,
Pirassununga — SP, characterized by the presence of a dam) and (3) close to river mouth at
Pardo river (Barrinha — SP). Two karyotypes bearing perfectly paired chromosomes, named
standard cytotypes, were identified; one of them with 2n=46 and another one with 2n=48
chromosomes. The cytotype 2n = 48 was found in all collection sites, whereas the cytotype 2n
= 46 was restricted to Barrinha and Cachoeira de Emas. In this latter locality, the cytotype
2n=46 was predominant, but variant karyotypical forms were also reported, bearing 2n=45
and 47 chromosomes, besides a structural variant with 2n=46. A variant with 2n=47
chromosomes was also found in Ouro Fino. The Ag-NORs and 18S and 5S rDNA sites
showed a conserved distribution among cytotypes, as well as the constitutive heterochromatin,
preferentially located at terminal region on the long arms of submetacentric, subtelocentric
and acrocentric chromosomes and terminal region on short arms of a submetacentric pair.
This latter region showed to be GC-rich after chromomycin Aj; staining and it corresponds to
the location of a Nucleolar Organizer Region. Sites bearing the satellite DNA As51 were
detected at terminal region on the long arms of several chromosomes, distributed over 4
submetacentric pairs, 3 subtelocentric pairs and one acrocentric pair in the standard cytotype
2n=46, and over 3 submetacentric pairs, 4 subtelocentric pairs and one acrocentric pair in the
standard cytotype 2n=48. The variant karyotypical forms also presented other chromosomes
bearing such satellite DNA, remarkably at a large metacentric chromosome bearing a terminal
site on the long arms (found in two variant karyotypes), two subtelocentric pairs bearing
additional interstitial site (found in one variant karyotype), and one submetacentric pair
bearing a subterminal site on the long arms (found in one variant karyotype). Data based on
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) were poorly informative to analyze the
reported diversity, indicating a high number of migrants per generation among cytotypes. On
the other hand, data from ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) showed a low structuring,
mainly between two standard cytotypes from Barrinha, where a Nm value of 0,4301 was
observed, with a genetic identity of 0,6862 and genetic distance of 0,3765. The values of
genetic distance (0,3219) and genetic identity (0,7248) between cytotypes with 2n=48 from
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Barrinha and Ouro Fino also evidenced a slight differentiation, indicating that the dam at
Cachoeiras de Emas is probably a barrier to gene flow among populations located upstream
and downstream the dam. The obtained results with molecular markers do not discard the
possibility of inbreeding among the cytotypes of 4. fasciatus, as a source of the diversity
found. Hypothetically, the standard cytotype with 2n=48 might be the resident form at Mogi-
Guacu River, while the cytotype with 2n=46 would represent an invasive form, showing
recent divergence. Although the variant karyotypes present a karyotypical structure similar to
the cytotype with 2n=46, there are evidences that chromosomes typical from the cytotype
with 2n=48 have been incorporated, suggesting that such variants may be derived from viable
crossings among standard cytotypes, and/or their offsprings, which share some homologies, as
demonstrated by chromosomal markers. The presence of a higher number of As-51 sites in
some variants reinforces their inbreeding origin. The As-51 sites, which showed to be specific
for some variant forms, might be originated by complementary chromosomal rearrangements,

propitious to new locations of this satellite DNA on karyotypes.
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1- INTRODUCAO

1.1 — Variabilidade cariotipica

Nos primoérdios dos estudos citoldogicos o nlimero cromossomico das espécies
ndo parecia ter alguma importancia evolutiva (White, 1954). Morgan, Bridges e Sturtevant
(1925, apud White, 1954) afirmaram que as comparagdes entre os caridtipos de diferentes
espécies tinham pouco significado, pois o importante ndo era a forma e tamanho dos
cromossomos, mas sim, os genes que eles continham. Estudos posteriores demonstraram a
importancia dos estudos cromossdmicos, primeiramente na observagao citoldgica de sitios de
recombinagdo (na verificagdo de quiasmas durante a meiose) e, mais tarde, na observacao de
mudangas evolutivas nos cariétipos causadas por mudangas estruturais envolvendo quebras e
fusdes (White, opus cit.). Em humanos, o estudo das alteragdes cromossomicas relacionadas a
doengas representa o campo de maior interesse. Por outro lado, em animais o interesse em
estudos cromossomicos normalmente reside nas relagdes evolutivas, filogenéticas e
taxondmicas, bem como na produg¢do animal e conservagao.

Em geral, toda espécie animal e vegetal tem um complemento cromossdémico
caracteristico, o cariotipo, que pode ser considerado como a maneira em que o DNA nuclear
daquela espécie estd fracionado em cromossomos (White, 1977). Uma vez que diversas
espécies podem compartilhar caracteristicas primarias como niimero cromossomico e formula
cariotipica, a busca de marcadores cromossomicos cada vez mais aprimorados ¢ de suma
importancia nas analises comparativas, bem como no estudo da organizacdo gendmica das
espécies. Dentre os marcadores cromossdmicos mais amplamente utilizados estdo os
bandamentos C, G, Q, R, Ag-RON, enzimas de restricdo, além da localizacdo de seqiiéncias

especificas no genoma, através da Hibridacao Fluorescente in situ.



Rubens Pazza Introducdo )

White (1977) indica algumas excegdes em relagdo ao cariotipo de uma espécie
como complemento cromossdmico caracteristico. Estas sdo as diferencas de caridtipo entre os
dois sexos; diferencas de cariotipos entre as linhagens somatica e a germinativa; diferengas de
cariétipo entre os individuos de uma populagdo, devido a um polimorfismo equilibrado;
variagdo geografica do cariotipo dentro de uma espécie (ragas cromossomicas); ocorréncia de
individuos com cariotipos anormais em uma populacao, sendo esta anormalidade apresentada
em todas as células ou serem mosaicos por possuirem dois ou mais tipos de células com
cariotipos diferentes.

As variagdes cromossOmicas ndo programadas podem ser desvantajosas,
neutras ou vantajosas para o individuo. As desvantajosas sdo eliminadas da populacao,
enquanto as neutras ou vantajosas permanecem, contribuindo para a variagdo cariotipica
natural das espécies (Guerra, 1988).

Entre os animais, inumeros casos de variagdes cariotipicas em populagdes
naturais ja foram registrados, envolvendo diferentes tipos de rearranjos. Akodon cursor
(Muridae, Sigmodontinae), por exemplo, ¢ uma espécie de roedor de nossa fauna que se
destaca por uma grande diversidade cariotipica. Fusdes céntricas e inversdes pericéntricas
envolvendo dois pares de autossomos, inversdes pericéntricas em outros 3 pares
cromossOmicos, trissomia no par 7 ¢ presenga de duas fémeas X0 parecem ser os eventos
responsaveis pelos 28 diferentes caridtipos presentes nessa espécie, em regides da Mata
Atlantica dos Estados de Sao Paulo e Bahia, Brasil (Fagundes et al., 1998). Polimorfismos
Robertsonianos parecem ser os responsaveis por diversos casos de variagdo cariotipica
numérica, como em Crocidura attenuata (Mammalia, Insectivora) do sul da China, onde o
nimero fundamental NF=54 permanece constante, com variagdes do ntimero dipldide entre

35 e 38 cromossomos (Motokawa et al., 2001). Este ¢ também o caso de Oryzomys subflavus
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(Rodentia, Cricetidae), com variagcdes no numero dipléide de 50, 49, 48 e 46 cromossomos
(Maia e Hulak, 1981).

As variagdes cromossOmicas determinantes de ragas cromossomicas por vezes
podem estar associadas a caracteristicas morfologicas, bioquimicas e genéticas. Um exemplo
interessante ¢ o do musaranho Sorex araneus (Insectivora, Soricidae), com cerca de 65 racas
cromossOmicas onde a raga “Valais” passou recentemente por uma reavaliagdo taxonomica,
sendo elevado ao status de espécie, Sorex antinorii (Brunner et al., 2002).

Um polimorfismo estavel ocasionado por uma zona de hibridacdo de
populacdes parapatricas de duas ragas cromossdmicas de uma espécie de tuco-tuco (Rodentia)
pode ser observada no Sudeste do Brasil (Gava e Freitas, 2002). Neste caso, 7 sitios
polimérficos foram detectados e em outros 15 sitios os numeros diploides estavam fixados em
46 ou 48 cromossomos.

Entre os peixes também sdo conhecidos casos de variagcdes cromossdmicas em
populacdes naturais, onde fissdes e fusdes céntricas, inversdes e presenca de cromossomos
supranumerarios parecem ser os eventos mais freqiientes, seguidos por alguns casos de

poliploidia.

1.2 — Os peixes como material de estudos cariotipicos

Os peixes representam um grupo de vertebrados bastante grande e
diversificado. Segundo Nelson (1994), sdo cerca de 24.600 espécies. Este nimero equivale
aproximadamente ao numero de espécies conhecidas de todos os demais vertebrados.

A ordem Characiformes apresenta 10 familias com cerca de 237 géneros ¢ pelo
menos 1343 espécies. Destas, cerca de 208 sdo africanas e o restante do Sudoeste dos Estados

Unidos, do México e das Américas Central ¢ do Sul (Nelson, 1994). Dentro desta ordem
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encontra-se a familia Characidae, a maior e mais complexa dentre as demais, compreendendo
cerca de 30 subfamilias e aproximadamente 250 géneros (Britski e al., 1988).

Segundo Lucena (1993), as relagdes de parentesco entre Characidae e as
demais familias de Characiformes tém sido muito prejudicadas devido as duvidas quanto ao
monofiletismo da familia, ocasionado pelo grande nimero de espécies incluidas nesta, e pela
imensa variedade de formas por ela suportada, dificultando, assim, proposi¢des de
classificagdo que reflitam agrupamentos naturais dentro da mesma.

O género Astyanax compreende os peixes popularmente chamados de lambaris
ou piabas. Em recente revisdo foram listadas cerca de 90 espécies validas, as quais
encontram-se insertae sedis dentro da familia Characidae (Reis ef al., 2003). Este género tem
como principais caracteristicas nadadeira adiposa geralmente presente; linha lateral completa,
pouco curva na frente; pré-maxilar ndo protratil; dentes pré-maxilares dispostos em duas
séries, a interna com cinco dentes; dentes com cuspides; altura do corpo cerca de 3 vezes ou
menos no comprimento padrdo e escamas de tamanho normal cobrindo apenas a base dos
raios da nadadeira caudal (Britski et al., 1988).

Os estudos citogenéticos tém fornecido contribui¢cdes importantes a taxonomia
deste grupo tdo diversificado de vertebrados, caracterizando desde grupos de peixes com
cariotipos relativamente conservados, como no caso das familias Curimatidae (Venere e
Galetti Jr, 1989; Feldberg et al., 1992 e 1993; Navarrete e Julio Jr, 1997), e Anostomidae
(Galetti Jr et al., 1981 e 1984; Martins e Galetti Jr, 1998), até grupos apresentando grandes
variagdes cromossOmicas inter e intrapopulacionais, como no caso do género Hoplias
(Erythrinidae), mais especificamente no grupo “malabaricus”, cujos estudos em diversas
populacdes evidenciam pelo menos 7 citotipos distintos (Bertollo et al., 2000), sendo
encontrados até 3 destes em condi¢cdes de simpatria e sintopia sem qualquer caso de

hibridismo (Pazza e Julio Jr, 2003).
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Uma outra espécie de Erythrinidae, Hoplerythrinus unitaeniatus mostrou-se
polimérfica em uma populacdo amazonica, coletada no rio Negro (Giuliano-Caetano e
Bertollo, 1988). Quatro citétipos distintos foram detectados, todos eles com 48 cromossomos,
mas com variagdes na morfologia cromossdmica, onde inversdes pericéntricas parecem estar
implicadas nesse polimorfismo (Giuliano-Caetano e Bertollo, 1988). Esta mesma populagao
apresentou também uma fémea portando 72 cromossomos, sendo decorrente de uma triploidia
natural (Giuliano-Caetano e Bertollo, 1990). O nimero diploide de 48 cromossomos para
Hoplerythrinus unitaeniatus com féormula cariotipica caracterizada por 48 cromossomos do
tipo meta-submetacéntrico foi também detectado em outras populagdes da América do Sul
(Corrientes — Argentina, Miranda e Porto Velho — Brasil), enquanto exemplares do Suriname
apresentaram 2n = 48 cromossomos, sendo 46 M-SM e 2 ST-A (Giuliano-Caetano et al.,
2001). Os mesmos autores, entretanto, encontraram um distinto citétipo para esta espécie
coletada no Parque Estadual do rio Doce (Brasil), apresentando 2n = 52 cromossomos (46 M-
SM e 6 A). A sugestdo dos autores ¢ que o citotipo de 2n = 52 cromossomos seja uma
condicdo ancestral para este grupo de peixes. Adicionalmente, variagdes intrapopulacionais e
intra-indiviuais também ja foram identificadas nesta espécie (Diniz, 2003).

Rearranjos Robertsonianos estdo freqiientemente associados a populagdes
polimorficas de salmonideos, como na truta Arco-iris (Salmo gairdneri), onde ocorrem
numeros diploides de 59, 60, 61, 62 ¢ 63 cromossomos, nao variando o nimero fundamental
de 104 (Hartley e Horne, 1982).

Thode et al. (1988) encontraram uma variacado no numero dipléide de Gobius
fallax (Perciformes) de 2n = 38 — 43 cromossomos, onde o numero de cromossomos de dois
bragcos decresce com o aumento do nimero de cromossomos de um brago, mantendo o
numero fundamental, sendo também um caso tipico de rearranjos Robertsonianos. De acordo

com as evidéncias disponiveis, o caridtipo ancestral desse grupo deveria apresentar 48
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cromossomos acrocéntricos. Os autores encontraram ainda, em algumas células de alguns
individuos analisados, um pequeno cromossomo de dois bracos. As andlises mitdticas e
meidticas permitiram sugerir que polimorfismos herdados, tanto quanto de origem somatica,
estariam implicados nos rearranjos encontrados, sendo que algumas transloca¢des podem
envolver mais que dois pares de acrocéntricos simultaneamente (Thode et al., 1988).

Um outro exemplo interessante de variabilidade cariotipica ocorre em
Apareiodon affinis (Parodontidae). Jorge e Moreira-Filho (2000) detectaram 10 citdtipos para
essa espécie ao longo da bacia do baixo rio Parana, todos eles com 2n = 54 cromossomos,
diferindo na férmula cariotipica. E sugerido que inversdes pericéntricas em cromossomos de
dois bragos, dando origem a cromossomos com um unico brago e alterando o numero
fundamental, foram os eventos responsdveis por essa variagdo. Por outro lado, o grande
numero de citotipos distintos pode ser também fruto de intercruzamentos entre individuos
polimérficos, dando origem as diferentes combinagdes cromossdmicas constatadas (Jorge e
Moreira-Filho, 2000).

Polimorfismos intra-individuais, embora em menor numero, sido também
detectados entre os peixes. Fatores como ndo-disjun¢do meidtica/mitdtica, presenca de
cromossomos B e produtos de transloca¢des Robertsonianas podem estar envolvidos nestes
casos. Borin e Martins-Santos (2000) identificaram um individuo de Trichomycterus davisi
(Siluriformes, Trichomycteridae) coletado no rio Iguagu — PR (Brasil) com um polimorfismo
intra-individual. Além das células normais, com 2n = 54 cromossomos (40M + 12SM + 2
ST), células com 55 e 56 cromossomos também foram encontradas. O polimorfismo foi
atribuido a uma nao-disjun¢do pos-zigotica seguido de uma fissdo céntrica, originando um
individuo mosaico.

Um outro caso de mosaicismo neste mesmo género foi relatado por Torres et

al. (2002), para a espécie T. paolence coletado no Estado de Sao Paulo (Brasil). Neste caso,
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além das células normais contendo 54 cromossomos, outros 4 conjuntos foram caracterizados,
sendo 2n = 55 (54 mais um cromossomo subtelocéntrico pequeno), 2n = 56 (54 mais um
cromossomo subtelocéntrico € um microcromossomo) € 2n = 57 (54 mais um par de
cromossomos subtelocéntrico e um microcromossomo). Os autores sugerem que tal variagao
pode ser resultante de ndo-disjuncdo somatica, caracterizando uma aneuploidia pds-zigotica.
Em relacdo aos microcromossomos, ¢ sugerido que tenham surgido a partir de quebras
ocorridas em alguns pares do caridtipo. O fato de que sejam provavelmente fragmentos
acéntricos de cromatina explica a sua ndo ocorréncia na totalidade das células (Torres et al.,
2002).

Entre os Characidae, a espécie Astyanax scabripinnis tem se mostrado
extremamente variavel do ponto de vista citogenético, apresentando uma grande diversidade
cromossomica. Moreira-Filho ef al. (1978) descreveram um numero dipldide de 50
cromossomos em Astyanax scabripinnis paranae coletados no Ribeirdo dos Bicudos (Brotas —
SP). Desde entdo, diversos estudos tém demonstrado a presenca de varias formas de
cromossomos supranumerarios neste grupo (Salvador e Moreira-Filho, 1992; Maistro ef al.,
1992 e 1994a; Rocon-Stange e Almeida-Toledo, 1993; Fauaz et al., 1994; Vicente et al.,
1996; Porto-Foresti et al., 1997; Mizoguchi e Martins-Santos, 1997; Néo et al., 2000a, 200b;
Mestriner et al., 2000), casos de triploidia natural (Dias et al., 1992; Fauaz et al, 1994 ¢
Maistro et al., 1994b), além de variagdes no nimero cromossdmico e/ou variagdes nas formas
cromossomicas (Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Maistro, 1991; Souza e Moreira-Filho, 1995;
Mizoguchi e Martins-Santos, 1998a; entre outros). Dados citogenéticos associados a estudos
morfolégicos utilizando a andlise de variaveis candnicas claramente demonstraram que na
realidade A. scabripinnis trata-se de um complexo de espécies isoladas nas cabeceiras de
pequenos tributarios de grandes sistemas hidrograficos (Moreira-Filho e Bertollo, 1991;

Mizoguchi e Martins-Santos, 1998a).
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Igualmente entre os Siluriformes, como em Callichtys callichtys
(Callichthyidae) ocorrem exemplos da necessidade de revisdes taxondmicas decorrentes de
resultados citogenéticos (Venere e Galetti Jr, 1986; Oliveira et al., 1988a; Porto e Feldberg,
1993; Sanches e Fenocchio, 1996; Kavalco e Margarido, 2000), assim como ¢ verificado na
familia Sternopygidae (Almeida-Toledo, 1978; Foresti et al., 1981).

Bertollo et al. (1986) ressaltam como contribui¢des concretas da citogenética
para a taxonomia uma boa caracteriza¢do cromossomica das espécies, a evidéncia cariotipica
para as suas relagdes evolutivas, o suporte adicional para a identificagdo de espécies
taxonomicamente problematicas e a reunido de evidéncias sobre possiveis casos de espécies
cripticas.

White (1978) afirma que, em regra, ndo se pode esperar que 0s rearranjos
cromossOmicos se estabelegam nas populagcdes quando reduzem significativamente a
fertilidade dos individuos heterozigotos. Quatro fatores podem, separadamente ou em
combinagdo, levar a fixacdo de um novo variante cromossomico: deriva genética,
direcionamento meiodtico, vantagem seletiva do novo homocaridtipo e intercruzamentos
(White, 1978). Com uma andlise algébrica, Hedrick (1981) afirmou que quatro situagdes
constituem importantes mecanismos do ponto de vista tedrico: direcionamento meidtico
somente; direcionamento meidtico em combinacdo com deriva genética; intercruzamentos em
combinagdo com vantagem seletiva do novo homocaridtipo; e intercruzamentos em
combinagdo com deriva genética. Os efeitos dos rearranjos sobre o “fitness” do heterozigoto
hibrido parecem variar de acordo com o grupo de organismos, parecendo ter mais efeitos
sobre plantas que animais (Rieseberg, 2001). Desta forma, muitos estudos sobre diversidade e
polimorfismos cromossdmicos em populacdes naturais ainda se fazem necessarios, para a
melhor compreensdo destes na evolugdo cariotipica bem como na evolugdo organica de uma

espécie.
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1.3 - A espécie Astyanax fasciatus

Dados citogenéticos sobre A. fasciatus concentram-se principalmente em
resumos de congressos cientificos e dissertagdes de mestrado, havendo poucos artigos
publicados sobre a espécie (Tabela 1). De maneira geral, as populagdes ja analisadas
caracterizam-se por um cariotipo varidvel, com niimeros dipléides compreendidos entre 2n =
45 e 2n = 48 cromossomos. Varia¢des na morfologia dos cromossomos foram evidenciadas
quando analisadas diferentes populagdes com um mesmo numero dipldide, além da
ocorréncia de formas cariotipicas variantes.

Jim e Toledo (1975) analisaram exemplares do rio Meia Ponte, na regido de
Goiania (GO), e observaram um numero dipldide de 2n = 46 cromossomos, sendo 28
cromossomos submetacéntricos (SM) e 18 cromossomos acrocéntricos (A).

Morelli et al. (1983) observaram em exemplares coletados na cachoeira de
Emas, no rio Mogi-Guacgu (regido de Pirassununga — SP), um numero dipléide de 46
cromossomos, sendo 14 cromossomos metacéntricos (M), 20 cromossomos submetacéntricos
(SM), 10 cromossomos subtelocéntricos (ST) e 2 cromossomos acrocéntricos (A). Os mesmos
autores, em exemplares coletados na lagoa Pontal da Volta, no rio Juquié (préximo a Registro
— SP), obtiveram um nimero diploide de 48 cromossomos, sendo 10 M, 24 SM, 12 ST e 2 A.

Na mesma regido do rio Mogi-Guagu, Paganelli (1990) determinou um
cariétipo um pouco diferente, sendo 2n = 46 cromossomos compostos por 12 M, 20 SM, 10
ST e 4 A. Este mesmo resultado foi obtido por Daniel-Silva (1996), entretanto, além deste
citotipo a autora obteve também 3 outros citotipos que denominou de variantes. Um deles
apresentou uma variagdo provavelmente decorrente de uma inversdo paracéntrica denotada
pela diferencga na localizacdo de uma banda-C positiva em um dos homoélogos de um par de
cromossomos subtelocéntricos. Um outro exemplar apresentou um numero dipldide de 45

cromossomos, cujo bandamento por enzimas de restricdo demonstrou um rearranjo no qual a
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fusdo de um cromossomo acrocéntrico com um cromossomo submetacéntrico deu origem a
um cromossomo metacéntrico grande. O outro citotipo variante encontrado em 3 exemplares
mostrou um numero diploide de 47 cromossomos, onde houve a presenca de um cromossomo
submetacéntrico extra.

Justi (1993) analisou A. fasciatus do rio Paraibuna (Bacia dos rios costeiros),
rio Piracicaba (Bacia do rio Tieté), corrego da Porta e rio Sdao Francisco (Bacia do rio Sao
Francisco). Os exemplares do rio Paraibuna mostraram um numero diploide de 48
cromossomos, sendo 8 M, 18 SM, 12 ST e 10 A; ja os exemplares do rio Piracicaba
mostraram um numero diploéide de 46 cromossomos, sendo 12 M, 20 SM, 10 ST e 4 A; para a
Bacia do rio Sdo Francisco dois citotipos foram definidos: 2n = 48 cromossomos para o
corrego da Porta (8 M, 10 SM, 24 ST e 6 A) e 2n = 46 cromossomos para a calha do rio Sao
Francisco (6 M, 24 SM, 8 ST ¢ 8 A). O caridtipo 2n = 48 cromossomos também foi observado
em espécimes da Represa de Furnas - MG, no rio Sapucai (Swerts et al., 1998).

Os resultados obtidos por Heras (1998) aumentam ainda mais a variabilidade
cariotipica encontrada em A. fasciatus. Um numero dipléide de 48 cromossomos foi
verificado em exemplares coletados no ribeirdo do Paiol Grande, Bacia do rio Parana (regiao
de Sao Bento do Sapucai — SP); no rio Paraibuna, Bacia do Leste (Paraibuna — SP); coérrego
da Porta, Bacia do rio Sao Francisco (Trés Marias — MG); e também na regido de Cachoeira
de Emas, no rio Mogi-Guagu. Nesta regido foi verificado mais 3 citdtipos além deste. Dois
deles apresentando 2n = 46 cromossomos com uma pequena variagdo na formula cariotipica,
e um outro apresentando 2n = 47 cromossomos, onde aparece um Cromossomo
submetacéntrico grande sem par. Outros locais de coleta apresentaram nimero diploide de 46
Cromossomos, com pequenas variagdes na formula cariotipica: rio Passa-Cinco (Ipetna — SP);
rio Jacaré-Guagu (Araraquara — SP); e corrego da Barra Funda (Sao José do Rio Preto — SP)

todos pertencentes a bacia do Alto Parana.
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Um cromossomo B metacéntrico grande, totalmente heterocromatico, foi
descrito por Moreira-Filho et al. (2001) em exemplares coletados no rio Sdo Francisco.

Desta forma, dois citotipos principais parecem ocorrer no grupo A. fasciatus,
sem considerar pequenas variagcdes na formula cariotipica que poderiam ser devidas a
problemas de classificagdo cromossomica: 2n = 46 cromossomos € 2n = 48 cromossomos,
cada um deles apresentando variantes especificos. Um fato interessante decorre da observacao
do tamanho do primeiro par de cromossomos metacéntricos em relagdo aos demais. Para a
familia Characidae, parece ser uma caracteristica importante o fato do primeiro par de
cromossomos metacéntricos ser relativamente maior que o segundo par do complemento
(Scheel, 1973; Morelli et al., 1983; Portela et al., 1988; Daniel-Silva, 2001; entre outros). Este
fato ¢ facilmente observado em A. fasciatus com citétipo 2n = 48. No citotipo 2n = 46,
entretanto, esta ocorréncia ndo ¢ tdo marcante, sendo que o tamanho dos cromossomos
decresce de maneira mais gradual. Este fato foi também observado por Guimardes et al.
(1995) em 3 espécies da subfamilia Glandulocaudinae (Characidae), e por Portela et al.
(1988) para 3 espécies da subfamilia Tetragonopterinae (7Tetragonopterus chalceus, Piabina
argentea ¢ Bryconamericus stramineus). Esta observagdo permite diferenciar os citdtipos
variantes 2n = 45 e 2n = 47 do rio Mogi-Guacu (Daniel-Silva, 1996), como sendo variantes do
citotipo 2n = 46. Por sua vez, o citdtipo variante 2n = 47 nesse mesmo rio (Heras, 1998) ja
parece derivar do citdtipo 2n = 48 cromossomos. Entretanto, nos carioétipos mostrados por
Justi (1993) pode-se ver claramente uma exce¢do a esse fato nos exemplares coletados na
calha principal do rio Sao Francisco, onde o citdtipo 2n = 46 apresentou o primeiro par de
cromossomos metacéntrico bem maior que os demais cromossomos do complemento, assim
como nos espécimes coletados no rio Juquia (Morelli et al., 1983), onde o citotipo 2n = 48

ndo apresenta o primeiro par bem diferenciado em relagdo aos demais.
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Particularmente no que se refere a regido de Cachoeira de Emas, no rio Mogi-
Guagu, o cariotipo padrdo 2n = 46 cromossomos tem sido o mais representativo, com seus
variantes 2n = 45 e 2n = 47 cromossomos pouco freqiientes. Em adigao, o caridtipo padrao 2n
= 48 cromossomos pode ser também eventualmente encontrado, com um possivel variante 2n
= 47 cromossomos. Provavelmente este seja um local de contengdo de diferentes populagdes
migratorias, que ali convergem em determinadas épocas do ano, ficando retidas pela barragem
da Cachoeira de Emas.

Em relagdo ao padrao de bandamento, pouco foi realizado em 4. fasciatus. Os
dados referentes a banda-C sugerem poucas marcagdes pericentroméricas em Vvarios
cromossomos, com blocos teloméricos mais fortes na maioria deles, geralmente associados as
Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs), que se mostram multiplas, variando de 1 a 10
cromossomos marcados pelo nitrato de prata.

A digestdo por enzimas de restricdo e a incorporagdo de BrdU permitiu um
padrio de bandas que possibilitou um pareamento mais especifico dos cromossomos
homologos, permitindo inclusive a identificagdo dos cromossomos envolvidos no rearranjo
observado no citdtipo 2n = 45 cromossomos, detectado por Daniel-Silva (1996). O padrao de
banda R também possibilitou considerar o primeiro par de cromossomos metacéntricos como
homeodlogos nas espécies A. bimaculatus, A. fasciatus, A. scabripinnis € A. schubarti (Daniel-
Silva, op. cit.).

Os dados citogenéticos de A. fasciatus, descritos nesta se¢do, estdo resumidos

na Tabela 1.1 e Figura 1.1.

1.4 - Marcadores moleculares de DNA
Marcadores moleculares sdo proteinas ou seqiiéncias de DNA polimoérficos que

podem ser usados como indicadores de variagdo do genoma. Os marcadores moleculares
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1soenzimaticos normalmente sdo chamados de marcadores bioquimicos. Com o advento da
tecnologia da amplificacdo de segmentos de DNA in vitro via reagdo de polimerase em cadeia
(PCR), novas ferramentas para o estudo do genoma puderam ser desenvolvidas e métodos
estatisticos de andlise acompanharam este desenvolvimento, permitindo a manipulagdo de
grandes quantidades de dados (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Marcadores moleculares como o RFLP (polimorfismo no comprimento do
fragmento) e o VNTR (ntimero variavel de repeticdes em fandem), ou minissatélites, sao
marcadores que ndo utilizam PCR, mas utilizam a hibrida¢do de sondas especificas marcadas
com isotopos radioativos ou luminescentes. O RFLP baseia-se na clivagem do DNA nuclear
com enzimas de restricdo, que encontram seqii€éncias especificas formando padrdes distintos
de tamanho dos fragmentos. A andlise envolve a comparacdo de individuos com mutagdes
que causaram a perda ou o ganho de seqiiéncias de reconhecimentos destas enzimas (Beebee e
Rowe, 2004). O VNTR difere do RFLP por utilizar sondas para a deteccdo dos polimorfismos
baseadas na seqiiéncia-niucleo homologas as seqiiéncias repetidas dos minissatélites, de
maneira que todos os locos hipervariaveis s3o detectados simultaneamente, formando um
perfil complexo de bandas multiplas no autorradiograma (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Novos marcadores foram desenvolvidos explorando a técnica da rea¢dao da
polimerase em cadeia (PCR). Esta técnica consiste na amplificagdo seletiva de uma regiao
escolhida da amostra de DNA. A amplificacdo por PCR de uma amostra requer dois primers
de oligonucleotideos, ion magnésio e uma enzima DNA polimerase termoestavel. Os primers
de oligonucleotideos delimitam a regido do DNA que serd amplificada. Em um ciclo da PCR,
trés eventos distintos devem acontecer: a desnatura¢do do DNA molde; o anelamento dos
primers; ¢ a sintese de DNA por uma polimerase termoestavel. Devido as elevadas
temperaturas necessarias para a desnaturagao do DNA molde, a utilizagdo da DNA polimerase

de um organismo que habita regides muito quentes, o Thermus aquaticus, se torna essencial.
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Esta enzima ¢ resistente a desnaturacao em tratamento quente. Mais detalhes sobre a técnica
de PCR podem ser vistos nas publica¢des de Dieffenbach e Dveksler (1995), Brown (2001),
entre outros.

Entre os marcadores moleculares baseados em PCR mais utilizados atualmente
estdo o AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado), os microssatélites
ou SSR (seqiiéncias simples repetidas), as seqiiéncias de DNA conhecidas ou ndo como genes
ribossOmicos e seqiiéncias espagadoras intergénicas transcritas ou nao (IGS, ITS ou NTS), o
RFLP de DNA mitocondrial ou cloroplastico, o RAPD (polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso) e o ISSR (inter-sequéncias simples repetidas).

A andlise de AFLP consiste na clivagem do DNA com duas enzimas de
restricdo, a ligacdo de adaptadores especificos nos terminais dos fragmentos obtidos, seguida
de amplificagdo via PCR deste DNA utilizando-se sondas especificas para os adaptadores e
posterior separacdo dos fragmentos em gel de alta resolucdo (Vos et al., 1995). O grande
numero de fragmentos gerados e resolvidos em um tunico gel e o grande poder de detecgdo de
variabilidade genética sdo as vantagens deste marcador, limitado pelo baixo contetido de
informagdo genética por loco, uma vez que apenas um alelo € detectado e pelos requerimentos
técnicos e de suprimentos necessitados (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os microssatélites consistem de pequenas seqiiéncias de 1 a 4 nucleotideos
repetidos em tandem. Através de PCR, utilizando-se primers de seqiiéncias flanqueadoras do
microssatélite, as regides de repeticdo sdo amplificadas e cada segmento amplificado de
tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco (Tautz, 1989). A expressao
co-dominante ¢ o multialelismo tornam os marcadores SSR os de maior informacdo de
polimorfismos, apesar da grande quantidade de trabalho necessaria para o desenvolvimento

prévio dos marcadores (Tautz, opus cit.).
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As andlises utilizando seqiienciamento de regides especificas do genoma
tornaram-se possiveis com o desenvolvimento de seqiienciadores de DNA automatizados,
possibilitando gerar quantidades substanciais de dados para comparacdo. Desde analises
comparativas de seqii€ncias génicas (como os genes ribossdmicos 12S e 16S mitocondriais ou
5S nuclear) na reconstru¢do de arvores filogenéticas até medidas de variagdes como
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP), podem ser efetuadas utilizando-se estas
metodologias.

O RAPD ¢ um marcador molecular amplamente empregado para analises de
variabilidade genética por sua simplicidade e rapidez, embora assim como o AFLP, nao
apresentem informagdes genéticas por loco (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Outra vantagem
do RAPD ¢ ndo necessitar de informagdes genéticas prévias das amostras em estudo (Beebee
e Rowe, 2004). O RAPD ¢ basicamente uma variagdo da técnica de amplificagdo via PCR,
utilizando um primer unico de seqiiéncia arbitraria que ird amplificar uma regido aleatéria do
genoma analisado.

Os marcadores ISSR s3o gerados de reagdoes de PCR com primer tnico,
desenhado a partir de repetigdes de dois ou trés nucleotideos ancorados em uma seqiiéncia de
um a trés nucleotideos que visam eliminar artefatos decorrentes de slippage (Zietkiewicz et
al., 1994). As regides amplificadas representam a seqiiéncia entre dois sitios de
microssatélites e a auséncia de bandas ¢ interpretada como divergéncia do primer ou perda de
um lécus pela delegdo do sitio SSR ou rearranjo cromossdémico (Wolfe e Liston, 1998).
Algumas vantagens deste marcador sdo as pequenas quantidades de DNA necessarias para as
reacgdes, o pequeno volume das reagdes de PCR, a hiper-variabilidade dos padroes de banda e
facilidade na deteccdo delas, além das altas temperaturas de anelamento nas reacdes de PCR

que reduzem a quantidade de artefatos e erros na reagdo (Wolfe et al., 1998a).
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Marcadores moleculares de DNA sao utilizados como ferramenta para os mais
diversos estudos, desde analises de variabilidade genética, fluxo gé€nico e identificagdo de
espécies até diferencas sexuais nos niveis de comportamento individual e estruturas de
populagdes. Embora muito utilizados para fins de melhoramento genético de espécies
cultivadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Liu e Wendel, 2001; Vasconcellos et al., 2003; da
Silva et al., 2003; entre outros), a utilizacdo destes marcadores em populagdes naturais t€m
alcangado grande éxito na estimativa de parametros genéticos, evolutivos e visando a
conservagao (Wolfe et al., 1998a e b; Arcade et al., 2000; Haig et al., 2003; Ge et al., 2003;

de Almeida et al., 2003; Hatanaka e Galetti Jr., 2003; entre outros).



Tabela 1 — Dados citogenéticos sobre Astyanax fasciatus.

Local de Coleta Bacia Hidrografica 2n Formula Cariotipica | Ref.
Rio Meia Ponte (Goidnia — GO) 46 28SM e 18A 1
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 46 | 14M, 20SM, 10ST e 2A 2
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 46 | 12M, 20SM, 10ST e4A | 3,5
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 45 13M, 19SM, 10ST e 3A 5
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parand 47 | 12M, 21SM, 10ST e 4A 5
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 46 12M, 20SM, 8ST e 6A 6
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 46 13M, 20SM, 8ST e S5A 6
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 47 13M, 20SM, 8ST e 6A 6
Rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP) Bacia do Parana 48 12M, 20SM, 8ST e 8A 6
Rio Piracicaba (Piracicaba - SP) Bacia do Parana 46 | 12M, 20SM, 10ST e 4A 4
Rio Passa-Cinco (Ipeuna — SP) Bacia do Parana 46 | 14M, 18SM, 10ST e 4A 6
Rio Jacaré-Guagu (Araraquara — SP) Bacia do Parana 46 12M, 20SM, 8ST e 6A 6
Corrego da Barra-Funda (Ribeirdo Preto — SP) Bacia do Parand 46 12M, 20SM, 8ST e 6A 6
Ribeirdo do Paiol Grande (Sao Bento do Sapucai — SP) Bacia do Parana 48 12M, 20SM, 12ST e 4A | 6,8
Rio Sapucai (Represa de Furnas — MG) Bacia do Parana 48 8M,18SM, 14ST e 8A 7
Rio Parand (Santa Fé do Sul — SP) Bacia do Parana 48 - 9
Rio Juquié (Registro — SP) Bacia do Leste 48 | 10M, 24SM, 12S8T e 2A 2
Rio Paraibuna (Paraibuna - SP) Bacia do Leste 48 | 8M, 18SM, 12S5T e 10A 4
Rio Paraibuna (Paraibuna — SP) Bacia do Leste 48 | 8M, 18SM, 12ST e 10A 6
Corrego da Porta (Trés Marias — MQG) Bacia do Sdo Francisco | 48 8M, 10SM, 24ST e 6A 4
Corrego da Porta (Trés Marias — MQG) Bacia do Sao Francisco | 48 | 10M, 14SM, 14STe 10A | 6
Rio Sao Francisco (Trés Marias — MG) Bacia do Sado Francisco | 46 6M, 24SM,8ST e 8A 4
Rio Sao Francisco (Trés Marias — MG) Bacia do Sao Francisco | 46 8M, 22SM, 8ST e 8A 6

1 — Jim & Toledo (1975); 2 — Morelli et al. (1983); 3 — Paganelli (1990); 4 — Justi (1993); 5 — Daniel-Silva (1996); 6 — Heras (1998); 7 — Swerts et al.
(1998); 8 — Centofante ef al. (2003); 9 — MBA Marques (dados ndo publicados). M — Metacéntrico; SM — Submetacéntrico; ST — Subtelocéntrico e A —

Acrocéntrico.
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Figura 1.1 — Mapa evidenciando a distribui¢ao dos citotipos ja descritos para Astyanax

fasciatus.



@mum%amq&me&y{fao &pmowa/c}meé@/wn/som camv tadas os
tem mais de nove vidas. Promete sev imortal.”

Obictivos



2 - OBJETIVOS

Os

dados disponiveis permitem caracterizar Astyanax fasciatus como uma

“espécie” cromossomicamente diversificada, apresentando um caridtipo ndo conservativo,

com evidéncias de distintos citotipos, cada um deles com seus variantes especificos. Tais

citotipos podem ser encontrados em condi¢gdes de alopatria, assim como de simpatria e

sintopia, refor¢gando a hipotese de que 4. fasciatus possa representar um grupo de espécies,

hoje englobadas em uma mesma denominagdo comum. Portanto, a proposta do presente

trabalho ¢ a de uma investigacao citogenética mais especifica neste grupo de peixes, buscando

novas informagdes que possibilitem uma melhor caracterizacio e compreensido de sua

biodiversidade.

Para tanto, pretende-se:

a)

b)

Identificar marcadores cromossomicos para a caracterizagdo dos diferentes
citotipos, possibilitando uma identificagdo mais precisa dos mesmos com o
emprego de distintas metodologias de estudo;

Intensificar as analises na regido de Cachoeira de Emas (rio Mogi-Guagu,
SP), ao longo de diferentes épocas do ano, considerando ser este um local
que tem se apresentado como uma area de simpatria e sintopia de diferentes
citotipos e formas variantes. Assim sendo, esta regido mostra-se
fundamental para a andlise da diversidade de 4. fasciatus, a investigagdo de
possiveis formas hibridas e o esclarecimento da problematica do grupo
como um possivel complexo de espécies;

Mapear a distribui¢ao geografica dos citotipos de A. fasciatus no rio Mogi-
Guagu, tanto a jusante da Cachoeira de Emas como a sua montante, assim

como no rio Pardo, principal afluente do Mogi-Guagu, em regides proximas
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d)

a sua cabeceira e proximas a sua foz. Esta distribuicdo, associada com os
demais dados ja disponiveis em literatura, também constitui um
instrumento importante no contexto do estudo proposto, podendo inclusive
possibilitar evidéncias de provaveis migracdes de citdtipos distintos e a
caracterizagdo da regido de Cachoeira de Emas como uma possivel zona de
contencao de diferentes populagdes migradoras de A. fasciatus.

Utilizar marcadores moleculares de RAPD e ISSR para avaliar a
proximidade entre os diferentes citotipos e correlaciond-los com os dados

citogenéticos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Espécie estudada e locais de coleta

Foram estudados exemplares de Astyanax fasciatus (Figura 3.1) coletados no
rio Mogi-Guagu em Cachoeira de Emas, municipio de Pirassununga — SP (139 exemplares),
em Ouro Fino — MG (21 exemplares) e em Barrinha — SP (22 exemplares) (Figura 3.2 e 3.3).
Amostras de figado foram mantidas em etanol 98%, a -20°C, até o momento do uso. Os
exemplares foram fixados em formaldeido 10% durante 48 horas e posteriormente

transferidos para etanol 70%.

3.2 - Preparaciao de cromossomos mitdticos

O orgao utilizado para a obtencdo de metafases mitdticas foi a por¢ao anterior
do rim, uma vez que esta possui fungdo hematopoiética ¢ em peixes as hemadcias sdo
nucleadas. Para a preparacdo e¢ obtencdo de cromossomos mitéticos foi utilizada a técnica
adaptada por Bertollo ef al. (1978), que consiste na extragdo, dissociacdo e hipotonizagao
celular, seguido de sucessivas centrifugacdes e fixacdes com metanol/acido acético, 3:1,
descartando-se o sobrenadante. O material fixado foi acondicionado em tubos de “Eppendorf”
e armazenado em freezer, para posterior analise.

Para se obter uma boa analise cromossomica, foi necessaria a obtengdo mais
consistente de células metafasicas, tanto em qualidade como em quantidade. Para isso, foi
utilizada a indugdo do aumento na freqiiéncia mitoética nas células de defesa através da injecao
de uma suspensao de levedura, segundo Lee & Elder (1980).

Para se determinar o numero ¢ morfologia dos cromossomos, foi utilizada a
coloragdo convencional por Giemsa e andlise em microscopio Optico. As contagens

cromossOmicas ¢ observagdes mais detalhadas foram feitas com a objetiva de imersdo, sob
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aumento de 1000 vezes. As melhores metafases foram fotografadas em filme Kodak
Imagelink, preto e branco, ISO 25, e ampliadas em papel Kodak Kodabrome. As fotografias
dos cromossomos foram recortadas e, em seguida, os homoélogos pareados e dispostos em
grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico). A classificacdo
cromossOmica seguiu o proposto por Levan et al. (1964) adotando-se os seguintes limites para
a relagdo de bragos (RB):

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 determinagdo do numero fundamental (NF), os cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos ¢ subtelocéntricos foram considerados com 2 bragos
cromossomicos.

As medigoes foram feitas com o auxilio de um paquimetro € 0s cromossomos
dispostos em pranchas, separados de acordo com a sua morfologia e tamanhos.

As imagens de Ag-RON, FISH, banda-C e fluorocromos foram capturadas
através de sistema digital de analise de imagens Media Cybernetics®, utilizando-se o software

Image Pro Plus®.

3.2.1 - Técnica de suspensio celular (Bertollo ez al., 1978)
1- Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na propor¢ao 1 mL/100 g de
peso animal durante 30-40 minutos apds o qual sacrifica-se o animal e retira-se o rim anterior.
2- Colocar o material, previamente lavado em solu¢do hipotdnica, em uma

cuba de vidro contendo 7-10 mL de solugdo hipotonica de KC1 0,075M.
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3- Dissociar o material com pingas de dissecagdo para separar as células,

completando o processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

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

5- Pingar 5-10 gotas de fixador metanol/acido acético (3:1), ressuspender o
material, e centrifuga-lo durante 10 minutos a 900 rpm.

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

7- Repetir o passo numero 6 mais duas vezes.

8- Apos a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, adicionar 1-2
mL de fixador, dependendo da quantidade de material, e ressuspender o material.

9- Acondicionar o material em tubos de plasticos do tipo Eppendorf e guarda-

lo no refrigerador.

3.2.2 - Técnica alternativa (Gold et al., 1990)

Alternativamente, fragcdes do rim anterior foram também colocadas em solugdo

de Hanks, dissociadas e incubadas por 25 minutos a 37°C’, com 1-2 gotas de solucdo de
colchicina 0,0125%. Apos esse procedimento, o material foi hipotonizado e fixado segundo a

técnica de suspensao celular.

3.3 - AgRONSs: Deteccio de Regioes Organizadoras de Nucléolos através da
impregnacao por nitrato de prata utilizando microondas (Kavalco e Pazza, 2004)

1- Colocar sobre uma lamina previamente preparada 2-3 gotas de solucdo
aquosa de gelatina 25% (0,5 g de gelatina incolor + 50 mL de H,0O + 0,5 mL de &cido
férmico).

2- Adicionar sobre cada gota de gelatina 2 gotas de AgNO; 25%.
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3- Cobrir com laminula e levar ao microondas em poténcia méaxima por 6
segundos.

4- Deixar a laminula escorrer debaixo de agua corrente.

5- Secar a lamina e corar com Giemsa 5% por 30 segundos.

6- Deixar secar e observar ao microscopio.

3.4 - Deteccio da distribuicio da heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972)

Para a detec¢do de heterocromatina constitutiva (bandas-C), utilizou-se a
técnica convencional de Sumner (1972), com algumas adaptagoes.

1- Tratar a 1amina com HCI1 0,2N por 15 minutos a temperatura ambiente.

2- Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar.

3- Colocar a 1amina em solugdo salina 2xSSC a 60°C por 15 minutos.

4- Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar.
5- Colocar a lamina em solugdo aquosa de Ba(OH), 5% a 42°C durante 1

minuto e meio.

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

7- Colocar a 1amina em solu¢ao salina 2xSSC por 30 minutos.

8- Lavar a lamina em &agua corrente, deixar secar e corar com Giemsa 6%

durante 5 minutos.

3.5 - Coloragao cromosséomica com fluorocromo Cromomicina A; (Schmid, 1980)
1- Colocar 150uL da solucdo de Distamicina A (0,3mg/mL sobre a lamina),
cobrir com laminula e deixar agindo por 15 minutos, escorrer a laminula e lavar em tampao

Mcllvaine; deixar secar por alguns minutos;
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2- Acrescentar 150uL da solugdo de Cromomicina Az sobre a lamina, cobrir
novamente com laminula e deixar corando por 60 minutos no escuro;

3- Escorrer a laminula e lavar o material em trés banhos sucessivos no tampao
Mcllvaine, por aproximadamente 1 minuto cada;

4- Deixar secar ao ar ¢ montar com laminula utilizando como meio uma
solucdo de sacarose saturada, filtrada antes do uso;

5- Deixar a lamina guardada em temperatura ambiente, no escuro, por no
minimo 15 dias;

6- Analisar a lamina em fotomicroscopio de epifluorescéncia, com filtro 450-

490 nm (zona de excitacao do azul).

3.6 - Hibridacao Fluorescente in situ (Pinkel et al., 1986; Hamkalo e Elgin, 1991; Heslop-
Harrison e Schwarzacher, 2002) com modificacoes.
3.6.1 — Sondas

As sondas disponiveis (rDNA 18S; rDNA 5S e DNA satélite As-51) foram
marcadas fluorescentemente com uridina biotinilada (BAUTP) segundo o protocolo do Kit de
Nick Translation Bionik Labeling System, da Invitrogen®:

1- Pipetar em um tubo de 1,5mL no gelo:

-5 uL 10x ANTP mix;

- __ pL (Iug) DNA;

- pL agua destilada (q.s.p. 45uL);

- 5 uL 10x Enzima mix.

2- Fechar o tubo e centrifugar rapidamente (spin 15000g);

3- Incubar a 16°C por uma hora; Obs.: para hibridagdes com sondas pequenas,

pode-se incubar por até duas horas.
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4- Adicionar 5 uL de Stop Buffer;

5- Precipitar o DNA com acetato de sodio (5 pL) e etanol absoluto gelado (110
uL). Misturar invertendo o tubo. Levar a freezer —20°C por duas horas, ou overnight;

6- Centrifugar a 15000g por dez minutos;

7- Cuidadosamente remover o sobrenadante e secar o pellet;

8- Ressuspender o pellet em 50 uL de 4gua autoclavada;

9- Repetir os passos 5 ¢ 6;

10- Ressuspender em 80 pL de tampao TE [10mM Tris-HCI (pH 7.5) — ImM
EDTA] e armazenar a 20°C. Caso utilize a sonda no mesmo dia, pode-se adicionar agua

destilada no lugar do TE.

3.6.2 - Preparacio das laminas:
1- Pingar 1 a 3 gotas de suspensao celular sobre uma ldmina limpa e aquecida a

65°C e deixar secar ao ar.

3.6.3 - Tratamento com RNAse:

1- Incubar as ldminas em 90 pL. de RNAse 0,4% em 2xSSC, por uma hora em
camara umida a 37°C.

2- Lavar trés vezes em 2xSSC por cinco minutos;

3- Lavar durante cinco minutos em PBS 1x, em temperatura ambiente.

3.6.4 - Pos-fixacao
1- Pos-fixar as laminas em formaldeido 1% em PBS 1x/50mM de cloreto de

magnésio durante dez minutos, em temperatura ambiente;
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2- Lavar as laminas durante cinco minutos em PBS 1x, em temperatura
ambiente;
3- Desidratar o material em série alcodlica de etanol 70% (agitagdo), 85% e

100%, por 5 minutos cada;

3.6.5 - Pré-hibridacao

1- Desnaturar o DNA das laminas em formamida 70% em 2xSSC por 5
minutos a 70°C;

2- Desidratar o material em série alcoolica de etanol 70%, 85% e 100% por 5
minutos cada.

3- Deixar secar ao ar, enquanto prepara-se a solugdo de hibridagao.

3.6.6 - Solucio de hibridacao
Adicionar aos 80uL de sonda marcada:
1- 200 uL de formamida pura;
2- 80 uL de sulfato dextrano 50% (concentragdo final de 10%);

3- 40 pL de 20xSSC.

3.6.7 — Hibridacao da sonda

1- Levar a solugdo de hibridacdo ao banho fervente por 10 minutos e levar ao
gelo imediatamente depois;

2- Colocar 40 pL da solucdo de hibridagdo sobre uma laminula e inverter a
lamina sobre a laminula;

3- Deixar as ldminas com o material voltado para baixo em camara umida a

37°C overnight.
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3.6.8 — Lavagens

1- Lavar as laminas em 2xSSC a temperatura ambiente por cinco minutos
apenas para tirar a laminula. Escorrer bem as laminas sem deixar secar;

2- Lavar duas vezes em formamida 20% em 0,1xSSC a 42°C durante cinco
minutos cada;

3- Lavar duas vezes em 0,1xSSC a 42°C durante cinco minutos cada;

4- Lavar uma vez em 2xSSC a 42°C durante cinco minutos;

5- Lavar as laminas em Tween 20/20xSSC durante 5 minutos em temperatura

ambiente;

3.6.9 — Deteccao do sinal

1- Incubar as laminas em tampao NFDM por quinze minutos;

2- Lavar duas vezes em Tween 20/20xSSC por cinco minutos cada, em
temperatura ambiente;

3- Incubar as laminas com 90 pL de solucdo de FITC-avidina, durante trinta
minutos em camara imida escura em temperatura ambiente;

4- Lavar trés vezes em Tween 20/20xSSC por cinco minutos em temperatura
ambiente;

5- Incubar as laminas com 90 pL de solu¢dao de anti-avidina (conjugada com
biotina) durante trinta minutos em camara umida escura em temperatura ambiente;

6- Repetir passo 4 (lavagem);

7- Repetir passo 3 (FITC);

8- Repetir passo 4 (lavagem);

9- Repetir passo 5 (anti-avidina);

10- Repetir passo 4 (lavagem);
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11- Repetir passo 3 (FITC);
12- Repetir passo 4 (lavagem);
13- Desidratar em série alcoolica de etanol 70% (agitacdo), 85% e 100%, por

cinco minutos cada e deixar secar ao ar.

3.6.10 — Montagem das lAminas:
As laminas devem ser montadas com 25uL. da solucdo de iodeto de propidio
(contracorante) e antifade. Alternativamente pode-se utilizar o antifade da marca Vector®,

Vectashield Mounting Medium with PI (1,5 pg/mL).

3.7 — Extraciao do DNA (Aljanabi & Martinez, 1997) com modificacoes

Para a extragdo do DNA a partir de tecido de figado, utilizou-se o seguinte
protocolo de extracao salina:

1- Retirar uma amostra de figado (em torno de 100mg);

2- Em um tubo tipo Eppendorf de 1,5mL, homogeinizar bem a amostra em
400ul de tampao salino (NaCl 0,4M, Tris-HCI 10mM pH 8.0, EDTA 2 mM pH 8.0)
utilizando um pistilo de plastico;

3- Adicionar 40ul. de SDS 20% (concentracdo final de 2%) e 8ulL de
proteinase K (20mg/mL — concentragdo final de 400 ug/mL) e misturar bem;

4- Incubar a amostra a 55-65°C por pelo menos uma hora ou “overnight”;

5- Adicionar 300ul. de NaCl 6M e mexer em vortex por um minuto em alta
velocidade;

6- Centrifugar por 30 minutos a 10.000 g;

7- Transferir o sobrenadante para tubos limpos;

8- Adicionar igual volume de isopropanol e misturar bem;
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9- Incubar a -20°C por 1h ou “overnight™;

10- Centrifugar por 20 minutos, 4°C, a 10.000 g;

11- Descartar o sobrenadante e lavar o pelet em etanol 70% (centrifugar por 10
minutos na velocidade maxima);

12- Secar o pelet e ressuspender em TE ou agua estéril (de 50 a 300uL);

13- Quantificar uma aliquota do DNA em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio (20ug/100mL.).

Apds a quantificagdo, as amostras foram incubadas durante 1 hora, com 2 pL
RNAse 10 mg/mL, a 37°C, por | hora, para eliminagdo de impurezas, como RNA. Para
otimizacdo das reagdes de ISSR e RAPD, o material foi lavado em fenol/cloroféormio (1:1) e
cloroformio. O DNA foi entdo precipitado em etanol 100% ¢ NaCl 5 M, armazenado a -20°C
e quantificado. Utilizou-se para comparagao visual aliquotas de DNA de fago A. As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8%, e coradas com brometo de etideo

(20 pg/100 mL).

3.8 — Reacdes de amplificacido e eletroforese
3.8.1 - Reacgoes de amplificacio de RAPD

Nos testes iniciais das reacdes de PCR foram utilizados 19 primers, sendo 10
do kit X (2,4, 6,7,9,10,11, 12, 15 e 16) ¢ 9 do kit W (3, 4, 9, 13, 14, 15, 16, 17 ¢ 19) da
Operon Technologies (Alameda, CA, USA) e DNA de Astyanax fasciatus. Os primers que
produziram numero significativo de fragmentos e bandas visiveis foram escolhidos para as
analises de RAPD. As reacdes de PCR continham tampao Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM, pH 8.0
e KCI 50 mM), MgCl, 2 mM, primer 0,46 mM, dNTP 0,2 mM, Tag DNA polymerase
recombinant (Invitrogen) 1 U/reagdo, DNA 10 ng e dgua deionizada até completar um volume

final de 13 pL. As reagdes foram aquecidas a 94°C por 5 minutos, seguindo-se 40 ciclos de 1
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minuto a 94°C; de 1 minuto a 36°C e de 2 minutos a 72°C. Imediatamente apds o tltimo ciclo,
as reagdes foram mantidas a 72°C por 10 minutos, a 20°C por mais 10 minutos e entdo
resfriadas a 4°C. O DNA amplificado pela reagdo de PCR foi submetido a eletroforese (3
V.cm™ por 5-6 horas) em gel de agarose a 1,4% e corado com brometo de etideo (20 pg/100
mL). Em cada reacdo foi incluido um controle negativo, contendo o mix de reagdo sem o
DNA. Os géis foram visualizados sob radiagdo UV e as imagens foram capturadas com o
sistema EDAS-290 da Kodak. O tamanho dos fragmentos foi estimado utilizando-se um

padrdo (Ready-Load 100 pb DNA Ladder - Invitrogen).

3.8.2 - Reacgodes de amplificacdo de ISSR

Nos testes iniciais das reagdes de PCR foram utilizados 8 primers (GGAC)sA,
(GGAC);C, (GGAC)T, (TGTC)s, (GGACQC)4, (GGAT)4, (TAGG)s, (GACA)s ¢ DNA de
Astyanax fasciatus. Os primers que produziram numero razoavel de fragmentos e bandas
visiveis foram escolhidos para as analises de ISSR. As reagdes de PCR continham tampao
Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM, pH 8.0 e KCI 50 mM), MgCl, 2 mM, primer 0,46 mM, dNTP
0,2 mM, Tag DNA polymerase recombinant (Invitrogen) 1 U/reacdo, DNA 10ng, e agua
deionizada até completar um volume final de 13 pL. As reac¢des foram submetidas a 5 ciclos
de 45 segundos a 94°C; de 1 minuto a 51°C e de 1 minuto a 72°C, seguidos de 30 ciclos de 45
segundos a 94°C; de 1 minuto a 48°C, de 1 minuto a 72°C e entdo resfriadas a 4°C. O DNA
amplificado pela reacdo de PCR foi submetido a eletroforese, seguindo a mesma metodologia

empregada para as analises de RAPD.

3.9 - Analise dos dados
A distancia genética, baseada nos marcadores RAPD e ISSR, bem como a

identidade genética, foram estimadas de acordo com Nei (1978) e o nimero de migrantes por
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geracdo (Nm) foi calculado a partir da estimativa do Ggt (Slatkin e Barton, 1989), utilizando-
se o software Popgen 1.31 (Yeh et al, 1999). Os dendrogramas, baseados nos indices de
similaridade de Nei e Li (1979) e Jaccard, bem como os dendrogramas de parcimonia, foram

construidos com o software MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001).



Figura 2.1 - Exemplar de Astyanax
fasciatus com 120 mm de comprimento
padrao.

Figura 2.2 - Mapa hidrografico parcial da regido Sudeste do
Brasil, evidenciando os locais de coleta e principais rios da
bacia do Alto rio Parana. a) Ouro Fino - MG; b) Cachoeira de
Emas, Pirassununga - SP; ¢) Barrinha - SP; 1) rio Mogi-
Guagu; 2) rio Parana; 3) rio Grande; 4) rio Tieté.

Figura 2.3 - Locais de coletas. (a e b) Cachoeira de Emas, Pirassununga-SP; (¢)
Ouro Fino-MG; e (d) Barrinha-SP.
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4 - RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo organizados em trés capitulos que correspondem a
trés artigos submetidos ou em fase de preparacdo para submissao para a apreciacao de revistas

cientificas. As referéncias bibliograficas encontram-se ao final deste volume.

CAPITULO I - POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus
(TELEOSTEI, CHARACIDAE). 1 — Analises cariotipicas, Ag-RONs e mapeamento dos
genes ribossomicos 18S e 5SS em citétipos simpatricos e suas possiveis formas hibridas.

Submetido a revista Cytogenetic and Genome Research.

CAPITULO II - POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus
(TELEOSTEI, CHARACIDAE). 2 — Distribuicio da heterocromatina constitutiva e

DNA satélite. Submetido a revista Heredity.

CAPITULO III - POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus
(TELEOSTEI, CHARACIDAE). 3 — Analises de marcadores moleculares RAPD e ISSR.

Em preparagado para ser submetido a revista Genetica.
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POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus (TELEOSTEI,
CHARACIDAE). 1 — Analises cariotipicas, Ag-RONs e mapeamento dos genes

ribossomicos 18S e 5S em citotipos simpatricos e suas possiveis formas hibridas.

Pazza, R.; Kavalco, K.F.; Bertollo, L.A.C.

RESUMO

Astyanax fasciatus pode ser caracterizada como uma “espécie” diversificada do ponto
de vista citogenético, apresentando distintos citétipos, cada um deles com seus variantes
especificos. A ocorréncia simpatrica e sintopica de diferentes citotipos reforga a hipotese de
que A. fasciatus possa representar um grupo de espécies, hoje englobadas em uma mesma
denominagdo comum. No presente trabalho foram examinados exemplares provenientes de
trés pontos de coleta, ao longo do rio Mogi-Guagu no Sudeste do Brasil: (1) préximo a sua
cabeceira (Ouro Fino — MQG), (2) no trecho médio do rio (Cachoeira de Emas, Pirassununga —
SP) e (3) proximo a sua foz no rio Pardo (Barrinha — SP). O citdtipo 2n = 48 cromossomos foi
encontrado em todos os pontos de coleta, enquanto o citétipo 2n = 46 cromossomos foi
encontrado somente em Barrinha ¢ Cachoeira de Emas. Nesta tltima localidade o citotipo
2n=46 foi predominante ocorrendo, contudo, outras formas cariotipicas com 2n=45 ¢ 47
cromossomos, além de um variante estrutural do citétipo 2n=46. Um espécime com 2n=47
cromossomos foi também encontrado em Ouro Fino. A analise das Ag-RONs, bem como a
localizag¢do dos genes ribossdmicos 18S e 5S mostrou-se conservada em todos os citotipos. As
evidéncias encontradas indicam que os caridtipos variantes devem ser decorrentes de
intercruzamentos entre os citotipos padrdo (2n=46 e 48) e/ou seus descendentes. Isto sugere
uma plasticidade cariotipica para esta espécie, onde pelo menos alguns caridtipos variantes

ndo teriam efeitos deletérios para os seus portadores.
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INTRODUCAO

Entre os animais, inimeros casos de variagcdes cariotipicas podem ser
encontrados englobando diversos tipos de rearranjos cromossomicos, alguns deles
evidenciando grande variabilidade intraespecifica, como em Rodentia (Maia e Hulak, 1981;
Fagundes ef al., 1998; Gava e Freitas, 2002) e Insectivora (Motokawa et al., 2001; Brunner et
al., 2002).

Entre os peixes neotropicais também sdao conhecidos casos de variagdes
cromossOomicas em populacdes naturais, onde fissdes e fusdes céntricas, inversdes e presenga
de cromossomos supranumerdrios parecem ser os eventos mais freqilientes, seguidos por
alguns casos de poliploidia. Tais variagcdes tém sido particularmente destacadas em provaveis
complexos de espécies, como em Hoplias malabaricus (Bertollo ef al., 2000; Pazza e Julio Jr,
2003) e Astyanax scabripinnis (Moreira Filho e Bertollo, 1991; Mizoguchi e Martins-Santos,
1998a; Maistro et al., 1998), bem como em Apareiodon affinis (Jorge e Moreira-Filho, 2000),
Hoplerythrinus unitaeniatus (Giuliano-Caetano et al., 2001; Diniz e Bertollo, 2003) ¢
Eigenmannia virescens (Almeida-Toledo et al., 2000).

Andlises citogenéticas prévias em Astyanax fasciatus permitiram identificar
pelo menos dois tipos de caridtipos ou citotipos principais, 2n=46 ¢ 48 cromossomos (Jim e
Toledo, 1975; Morelli et al., 1983; Paganelli, 1990; Justi, 1993; Daniel-Silva, 1996; Heras,
1998). Adicionalmente, em Cachoeira de Emas, no rio Mogi-Guacu (Estado de Sao Paulo,
Brasil), foi observada uma variagdo cariotipica tanto numérica como estrutural nessa espécie
(Paganelli, 1990, Daniel-Silva, 1996; Heras, 1998). No presente trabalho procurou-se analisar
a origem e freqliéncia dessa variagdo, principalmente no que se refere a localidade de

Cachoeira de Emas.
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MATERIAL E METODOS

Exemplares de Astyanax fasciatus foram coletados em trés pontos ao longo do
rio Mogi-Guacu, no Sudeste do Brasil (Figura 2.2): Ouro Fino — MG, préximo a sua cabeceira
(21 exemplares), Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP, no trecho médio do rio (139
exemplares) e Barrinha — SP, proximo a sua confluéncia com o rio Pardo (22 exemplares). Na
regido de Cachoeira de Emas, foram feitas diversas coletas, em diferentes meses do ano, com

o intuito de se detectar possiveis variagdes na freqiiéncia de distintas formas cariotipicas.

Preparagoes cromossomicas e Ag-RON

Para as preparagdes cromossomicas foi utilizada a metodologia de Gold et al.
(1990), que consiste na dissociagdo de por¢des da regido anterior do rim em sais de Hanks ou,
alternativamente, utilizando-se meio de cultura RPMI e TC199 sem antibioticos ou
fitohemaglutinina. Depois de dissociado, o material foi encubado em tubos de centrifuga de
15mL com 5 gotas de colchicina 0,025%, por 25 minutos a 37°C. Passado este tempo, o
material foi centrifugado a 1000rpm em temperatura ambiente por 10 minutos, retirado o
sobrenadante e adicionada solucao hipotonica de KCI1 0,75M, encubando-se por 25 minutos a
37°C, seguindo, entdo, o protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). A impregnagdo por
nitrato de prata evidenciando as Ag-RONs seguiu a metodologia descrita por Kavalco e Pazza
(2004).

Para se determinar o numero e morfologia dos cromossomos, foi utilizada a
coloragdo convencional por Giemsa e andlise em microscopio Optico, onde as melhores
metafases foram fotografadas em filme Kodak Imagelink'™, ISO 25. Os cromossomos
homoélogos foram pareados e dispostos em ordem decrescente de tamanho, sendo
classificados em metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos (Levan et

al., 1964).
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Hibridagao fluorescente “in situ”

Para as hibridagdes fluorescentes in situ (FISH), foram utilizadas sondas de
genes ribossomicos 18S (Hatanaka e Galetti Jr., 2004) e 5S (Martins e Galetti Jr, 1999). As
laminas com os cromossomos foram incubadas com 90uL de solucdo de RNAse 0,4% em
2xSSC, a 37°C por uma hora, cobertas por laminula; lavadas 3 vezes com 2xSSC e uma vez
com 1xPBS em temperatura ambiente por 5 min. As laminas foram, entdo, incubadas em uma
solugdo de pés-fixagao (1% formaldeido, SOmM MgCl em 1xPBS) em temperatura ambiente
por 10 min, lavadas com 1xPBS por 5 min e desidratadas em etanol gelado (70%, 85% e
100%) por 5 min cada, e secadas ao ar. Os cromossomos foram desnaturados com formamida
70% em 0,1xSSC a 70°C por 5 minutos, desidratadas conforme descrito acima e secadas ao
ar. A sonda foi marcada por “nick translation” com UTP-biotina de acordo com as instru¢des
do fabricante (Invitrogen). As sondas marcadas foram desnaturadas em solucdo de hibridagao
(formamida 50%, sulfato dextrano 10% em 2xSSC) a 100°C por 10 min. As laminas com
cromossomos desnaturados foram incubadas com 40uL da solu¢do de hibrida¢do a 37°C
“overnight”. Apds a hibridacao, as laminas foram lavadas com formamida 20% em 0,1xSSC
(trés vezes), com 0,1xSSC (duas vezes) e com 2xSSC (uma vez) a 42°C por 5 min cada; e
com solucdo de lavagem (Tween 20 0,005% em 5xSSC) por 5 min em temperatura ambiente.
As laminas foram incubadas em uma solu¢cdo de NFDM (leite em p6 desnatado) em 5xSSC
por 15 min em temperatura ambiente. Foram lavadas com solugdo de lavagem duas vezes por
5 min cada. Apds, foram incubadas com avidina-fluorosceina (FITC-avidina) em solugdo de
NFDM em camara umida escura em temperatura ambiente por 30 min (procedimento de
detecgdo). Foram lavadas trés vezes com solu¢do de lavagem por 5 min cada. O sinal foi
amplificado com uma incuba¢do com 90ul de solugdo de anti-avidina (conjugada com

biotina) em NFDM, em temperatura ambiente, por 30 min em camara umida escura e as
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laminas foram lavadas trés vezes com solucao de lavagem por 5 min cada, seguida por outro
procedimento de detec¢do. O passo de amplificacdo foi repetido. Apos, as laminas foram
desidratadas em etanol gelado (70%, 85% e 100%) por 5 min cada e secadas ao ar. As laminas
foram entdo montadas com antifade “Vectashield Mounting Medium” com iodeto de propidio
(1,5ug/mL) (Vector Laboratories). As imagens de FISH foram capturadas com o sistema de
analise de imagens CoolSnap Pro e o software Image Pro Plus (Media Cybernetics) em

microscopio Olympus BX-50.

RESULTADOS

Astyanax fasciatus do rio Mogi-Guagu apresentou dois citotipos principais,
aqui chamados de citotipos padrio por apresentarem um pareamento regular dos
cromossomos: citotipo A: 2n = 48 cromossomos (8M, 22SM, 12ST, 6A e NF=90) (Figura
3.1-a) e citotipo B: 2n = 46 cromossomos (12M, 20SM, 10ST, 4A e NF=88) (Figura 3.1-b).
Destacam-se as diferencas de tamanho do primeiro e segundo pares de cromossomos M, ST e
A, entre os dois citotipos, cujos idiogramas sdo apresentados na Figura 3.2. Além destes dois
citotipos, foram também encontrados alguns caridtipos variantes numéricos e estruturais:
variante 1 - 46 cromossomos, diferindo do citétipo padrao B por apresentar dois cromossomos
metacéntricos sem homologia (tamanhos claramente distintos) (Figura 3.1-c); variante 2 - 45
cromossomos, semelhante ao variante 1, mas apresentando também a auséncia de um dos
homoélogos do primeiro par de cromossomos acrocéntricos (Figura 3.1-d); variante 3 - 47
cromossomos, diferindo do padrao B pela auséncia de um dos homologos do primeiro par de
cromossomos submetacéntricos, pela presenga de trés pares de cromossomos acrocéntricos, €
pelo tamanho do segundo par de cromossomos subtelocéntricos (Figura 3.1-¢); variante 4 - 47
cromossomos, diferindo do padrdo B pela presenca de um cromossomo submetacéntrico

pequeno extra e pelo tamanho do segundo par de cromossomos acrocéntricos (Figura 3.1-f);
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variante 5 - 47 cromossomos, diferindo do padrdao B por um cromossomo acrocéntrico extra,
similar ao ultimo cromossomo do complemento (Figura 3.1-g); variante 6 - 47 cromossomos,
diferindo do padrdao B por um cromossomo acrocéntrico extra, de tamanho intermedidrio aos
dois pares de acrocéntricos (Figura 3.1-h). Este ultimo variante foi coletado em Ouro Fino —
MG, enquanto todos os demais foram coletados em Cachoeira de Emas.

A impregnacdo por nitrato de prata mostrou multiplos pares cromossomicos
portadores de regides organizadoras de nucléolos, variando de 2 a 8 cromossomos, sendo mais
freqlientemente observada a presenga de dois cromossomos com Ag-RONs (Figura 3.3-a).
Destaca-se, em todas as formas cariotipicas, a ocorréncia de um par de cromossomos
submetacéntricos portadores de um sitio ribossdmico na regido subterminal do brago curto.
Este par esteve presente em todas as metafases analisadas e sempre com marcagdes bem
conspicuas. Por outro lado, as demais marcagdes apresentaram-se diminutas, sempre
teloméricas e principalmente no braco longo de cromossomos subtelocéntricos e/ou
acrocéntricos. A hibridagdo fluorescente in situ (FISH), com sonda do gene ribossomico 18S,
mostrou um par cromossdmico fortemente marcado nos sitios correspondentes as Ag-RONs,
em todos os tipos de cariotipos (Figura 3.3-b). Marcag¢des diminutas foram também detectadas
na regido telomérica do brago longo de cromossomos subtelocéntricos e/ou acrocéntricos, em
coincidéncia com as Ag-RONSs. Estas marcagdes sdo de dificil detec¢dao e ndo foram sempre
visualizadas em todas as metafases analisadas.

FISH, utilizando sonda de rDNA 5S, mostrou que estas seqiiéncias génicas
estdo localizadas na regido pericentromérica de um par de cromossomos metacéntricos e
também na regido telomérica do brago curto de um par de cromossomos acrocéntricos, em
todos os caridtipos (Figura 3.3-c).

A distribuicdo e freqiiéncia das diferentes formas cariotipicas quanto ao

numero dipléide, em relagdo aos pontos de coleta, podem ser visualizadas na Figura 3.4 ¢
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Tabela 3.1.

DISCUSSAO

Astyanax fasciatus foi originalmente descrito por Cuvier, em 1819, como
Chalceus fasciatus, tendo como localidade tipica os “rios do Brasil” (Eigenmann, 1921).
Segundo o autor, Astyanax fasciatus é encontrado sintopicamente com A. taeniatus ¢ A.
scabripinnis no Sudeste do Brasil, sendo facil a distingdo entre as espécies quando coletadas
em um mesmo rio, existindo, porém, uma certa dificuldade para sua identificagdo quando os
espécimes de todos os rios sdo reunidos. Tal fato foi também considerado por Vanzolini et al.
(1964), em estudos comparativos entre populagdes do rio Mogi-Guagu (Cachoeira de Emas,
Pirassununga — SP), e do rio Corumbatai (SP), para as espécies 4. fasciatus e A. schubarti.

Em A. fasciatus foram identificadas pelo menos dois citétipos ou formas
cariotipicas, representativos de diferentes populagdes da espécie, apresentando 2n = 46 ¢ 48
cromossomos. No presente trabalho, ambos os citétipos foram encontrados e se mostraram
freqiientes no rio Mogi-Guagu. O citotipo 2n = 48 foi mais freqiiente em Ouro Fino — MG e
Barrinha — SP, enquanto o citdtipo 2n = 46 foi predominantemente encontrado em Cachoeira
de Emas (Fig. 5). Ao longo das diversas coletas efetuadas nessa tltima localidade, o citdtipo
2n=46 manteve essa freqiiéncia, ao lado do citotipo 2n=48 ¢ de algumas formas cariotipicas
variantes que, embora menos freqiientes, mostraram uma certa regularidade (Tabela 3.1).

E notério o namero de variacdes cromossémicas numéricas e estruturais em A.
fasciatus, encontradas em sintopia na regido de Cachoeira de Emas, em adi¢cdo aos dois

XA

citotipos “tipo padrao” (2n=46 e 2n=48 cromossomos). Parece pouco provavel que esses
diversos caridtipos variantes (pelo menos 6 tipos detectados — Figura 3.1 c-h) sejam

decorrentes de casos distintos de alteracdes cromossOmicas. Antes, tais variagdes parecem

resultar de um possivel intercruzamento aleatorio entre os dois citotipos tipo padrio e/ou seus



Rubens Pazza Capitulo1 42

descendentes. Se assim for, haveria uma relativa plasticidade cariotipica para esta espécie,
onde pelo menos algumas combinagdes cromossdmicas ndo teriam efeitos deletérios
suficientes para a inviabilidade de seus portadores. A favor dessa hipotese, temos a presenca
de cromossomos marcadores do citdtipo padrdo A (2n=48) nos cari6tipos variantes. Embora
esses variantes mantenham uma macroestrutura cariotipica predominantemente similar a do
citotipo padrdo B (2n=46), cromossomos marcadores do citoétipo padrio A podem ser
facilmente identificados como, por exemplo, um subtelocéntrico grande (pares 17-18) nos
variantes 1, 2 e 3 e acrocéntricos grandes (par 23) nos variantes 4 ¢ 6. Infelizmente,
bandamentos multiplos nem sempre sdo facilmente obtidos em peixes, 0s quais permitiriam
identificar, com maior precisdo, a presenga de outros cromossomos provavelmente
decorrentes de uma introgressao genética.

E possivel que Cachoeira de Emas seja uma regido de contengio de diferentes
populacdes que ali convergem durante migragdes dessa espécie (Heras, 1998), podendo assim
facilitar a deteccdo de diferentes formas cariotipicas presentes. O fato de que o citétipo 2n =
48 cromossomos foi mais freqlientemente encontrado nas duas localidades opostas a regido de
Cachoeira de Emas no rio Mogi-Guacu (Figura 3.4), bem como em outros rios pertencentes a
bacia do rio Grande (Tabela 3.2), permite sugerir que este seja o possivel citotipo residente do
rio Mogi-Guagu. E interessante também observar que em algumas populagdes analisadas da
bacia do rio Tieté predomina o citétipo 2n=46 cromossomos (Tabela 3.2), o qual ¢ também
predominante em Cachoeira de Emas. Assim sendo, a elevada freqiiéncia do citotipo 2n = 46
cromossomos nesta regido, lembra o comportamento de espécies invasoras, que podem
aumentar em muito a sua freqiiéncia em relagdo a espécie nativa com quem competem. A
invasao deste citotipo no rio Mogi-Guagu poderia ter ocorrido através do rio Parana (Figura
2.2), com o qual os rios Tieté e Grande tém conexao, ou por meio de pequenas enchentes em

locais onde cabeceiras de pequenos afluentes dos rios Mogi-Guacu e Tieté estdo proximas. Se
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A. fasciatus 2n=46 for de fato um citétipo invasor ¢ possivel que a “plasticidade cariotipica”
proposta para essa espécie possa representar um fator positivo para o seu sucesso,
principalmente se considerarmos a importancia dos rearranjos gendmicos ¢ hibridizagcdes no
processo invasivo (Lee, 2002).

As Ag-RONs, bem como a localizacdo dos genes ribossdmicos 18S e 5S
mostraram-se bastante conservados (Figura 3.3-a e b), indicando uma grande proximidade
entre os dois citotipos padrao, sugerindo uma divergéncia cariotipica recente entre os
mesmos. A ocorréncia de Ag-RONs multiplas, com “sitios principais” mais conspicuos e
sempre ativos, ao lado de “sitios secundarios” com atividade variavel, parece ser comum no
género Astyanax (Rocon-Stange e Almeida-Toledo, 1993; Mizoguchi e Martins-Santos,
1998b; Mantovani et al., 2000; Ferro et al, 2001; Kavalco e Moreira-Filho, 2003).
Igualmente comuns sdo os sitios de rDNA 18S conspicuos, ao lado de sitios diminutos e
pouco nitidos (Ferro et al., 2001; Kavalco e Moreira-Filho, 2003). Um modelo de ativagdo
em cascata foi proposto por Zurita et al. (1998). Neste modelo, os fatores de transcri¢ao ligar-
se-iam aleatoriamente em qualquer cistron ribossémico. Por isso, as RONs que tiverem mais
cistrons, ou seja, mais copias de genes ribossdmicos, serdo ativadas preferencialmente. Apos
este passo, os fatores de transcricdo ainda disponiveis ligar-se-iam aos demais cistrons de
maneira cooperativa, tendo os promotores de cistrons adjacentes mais afinidade com os
fatores de transcri¢ao (Zurita et al., 1998). Os autores ainda sugerem a forte tendéncia de que
um cromossomo portador de RON seja completamente ativado antes que o seu homologo
comece a ter fatores de transcrigdo ligados a ele. Este modelo pode se aplicar aos casos onde
ocorrem RONSs mais conspicuas e geralmente ativas (“sitio principal”), ao lado da atividade
variavel dos pequenos “sitios secundarios”, como observado em A. scabripinnis (Mizoguchi e
Martins-Santos, 1998; Kavalco e Moreira-Filho, 2003), A. giton ¢ A. parahybae (Kavalco e

Moreira-Filho, 2003), e A. fasciatus (presente trabalho).



Rubens Pazza Capitulo 1 44

A ocorréncia de 2 pares de cromossomos portadores de rDNA 5S (Fig. 3.3-¢)
mostra-se predominante em alguns grupos de peixes Neotropicais, como na familia
Anostomidae (Martins e Galetti Jr., 1999, 2000 e 2001) e nos géneros Brycon (Wasko et al.,
2001) e Astyanax (Ferro et al., 2001; Almeida-Toledo et al., 2002b; Kavalco et al., 2004a;
presente estudo). Almeida-Toledo et al. (2002b), destacam a localizagdo constante de um
cluster de rDNA 5S na regido pericentromérica de um par de cromossomos submetacéntricos,
em 5 espécies de Astyanax. Por sua vez, A. scabripinnis (Ferro et al., 2001; Kavalco et al,
2004a) e A. parahybae (Kavalco et al., 2004a) mostram esse mesmo resultado, assim como A.
fasciatus, no presente trabalho (Fig. 3.3-c). A auséncia deste cromossomo marcador nas
espécies A. giton e A. intermedius, além de um nimero bem maior de sitios de rRNA 5S
(Kavalco et al., 2004a), reforgam a hipotese de polifiletismo no género Astyanax (Weitzman
e Malabarba, 1998).

A hipotese de que A. fasciatus possa representar um complexo de espécies ja
foi varias vezes considerada (Justi, 1993; Garutti e Britski, 2000; Melo, 2001; Centofante et
al., 2003). Na realidade, populacdes que apresentam caridtipos com um mesmo niumero
diploide (2n = 46 e 48) podem também evidenciar algumas diferencas na férmula cariotipica,
mostrando também uma diferenciagdo estrutural entre eles (Justi, 1993; Heras, 1998). Assim
sendo, os citétipos padrao 2n = 46 e 48 cromossomos podem representar espécies distintas
nesse grupo, ou pelo menos populacdes cromossomicamente diferenciadas de A. fasciatus,
mantendo uma certa potencialidade de intercruzamento. De fato, as variagdes cariotipicas ora
observadas apontam para possiveis formas hibridas viaveis. O papel dos rearranjos
cromossOmicos na especiacao tem sido bastante discutido por diversos autores, como White
(1978), Sites Jr e Moritz (1987), King (1993), Rieseberg (2001), Rockman ¢ Rowell (2002) e
Navarro ¢ Barton (2003), e alguns trabalhos ja correlacionam a evolugdo cariotipica com

filogenia de seqiiéncias de DNA (Orti et al., 1996; Wang e Lan, 2000; Garcia et al., 2001;
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Shimabukuro-Dias et al., 2004). Modelos classicos de especiacdo cromossomica inferem que,
uma vez que os individuos hibridos sdo parcialmente estéreis, as mudangas cromossdmicas
podem atuar como barreiras ao fluxo génico entre populagdes e facilitar o isolamento
reprodutivo.

A ocorréncia de haplétipos de RFLP, compartilhados entre a populacdo de A.
fasciatus de Pirassununga (Cachoeira de Emas) e uma populacido proveniente do rio Tieté,
sugere uma separacao recente entre as duas populagdes ou a ocorréncia de fluxo génico entre
elas (Moysés e Almeida-Toledo, 2002), refor¢ando a proposta de proximidade entre essas
populacdes. De fato, estudos em andamento, utilizando marcadores moleculares (RAPD e
ISSR), indicam a ocorréncia de fluxo génico entre os citdtipos 2n=46 e 2n=48, na regidao de
Cachoeira de Emas. Em adigdo, analises cromossdmicas adicionais também estdo sendo
desenvolvidas, com o intuito de complementar as consideragdes ora apresentadas sobre a

distribui¢do e origem da variacdo cromossomica em Astyanax fasciatus.
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Tabela 3.1 — Distribuicdo dos nimeros cromossdmicos observados em Astyanax fasciatus nos
trés pontos de coleta, e em relagdo aos diferentes meses do ano em Cachoeira de Emas.

Ouro Fino Cachoeira de Emas Barrinha Total
Ano 2001 2002 2003
Més 03 04 05 07 09 10 11 12 01 08 02
2n =45 - - - - - -3 - - - - - - 3
2n=46 - 19 17 7 5 5 15 4 12 7 10 13 5 119
2n =47 1 1 1 - - 1 - - 1 - - 1 - 6
2n =48 20 2 - - 2 2 5 1 4 1 - - 17 54
Total 21 22 18 7 7 8 23 5 17 8 10 14 22 182

Tabela 3.2 — Distribuigdo cariotipica de algumas populagdes de Astyanax fasciatus nas bacias
dos rios Grande, Tieté e Parana (Brasil).

Bacia hidrografica/Localidade 2n Referéncia
Bacia do rio Grande
Rio Mogi-Guagu 46 1,2,3,4,5
Rio Mogi-Guagu 45 4,5
Rio Mogi-Guagu 47 3,4,5
Rio Mogi-Guagu 48 3,5
Rio Paiol Grande 48 3,6
Rio Barra Funda 46 3
Rio Sapucai 48 7
Bacia do rio Tieté
Rio Jacaré-Guagu 46 3
Rio Passa-Cinco 46 3
Rio Piracicaba 46 8
Rio Tieté 46 8
Bacia do rio Parana
Rio Parand (Sta. Fé do Sul, SP) 48 9

Referéncias: 1 — Morelli ef al., 1983; 2 — Paganelli, 1990; 3 — Heras, 1998; 4 — Daniel-Silva, 1996; 5 —
presente trabalho; 6 — Centofante et al., 2003; 7 — Swertz et al., 1998; 8 — Justi, 1993; 9 — M.B.A. Marques

(dados ndo publicados).



Figura 1 - Mapa hidrogréfico parcial da regido Sudeste do
Brasil, evidenciando os locais de coleta e principais rios da
bacia do Alto rio Parana. a) Ouro Fino - MG; b) Cachoeira de
Emas, Pirassununga - SP; ¢) Barrinha - SP; 1) rio Mogi-
Guagu; 2) rio Parana; 3) rio Grande; 4) rio Tieté.
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Figura 3.1 - Caridtipos de Astyanax fasciatus. a) citdtipo padrdo A: 2n = 48; b) citotipo padrao B: 2n = 46; c)
variante 1: 2n =46; d) variante 2: 2n =45; e-h) variantes 3-6: todos com 2n =47, mas com distintos cariotipos. M =
metacéntricos, SM = submetacéntricos, ST = subtelocéntricos, A =acrocéntricos. Barra= Sum.
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Figura 3.2 - Idiogramas representativos dos citotipos
padrdo 2n=48 (a) e 2n=46 cromossomos (b),
evidenciando os sitios do gene ribossomico 5S (bandas
nos cromossomos) ¢ 18S (circulos cheios).
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Figura 3.3 - Cromossomos portadores
dos genes ribossdmicos, homedlogos em
todos os citdtipos. a) Ag-RON; b) FISH

18S; c¢) FISH 5S.
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Figura 3.4 - Mapa hidrografico parcial da regidao
Sudeste do Brasil, evidenciando a frequéncia dos
nimeros cromossdmicos nos respectivos pontos de
coleta. A) Ouro Fino - MG; b) Cachoeira de Emas,
Pirassununga - SP; c¢) Barrinha - SP.
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POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus (TELEOSTEI,

CHARACIDAE). 2 — Distribuicdo da heterocromatina constitutiva e DNA satélite.

Pazza, R.; Kavalco, K.F.; Bertollo, L.A.C.

RESUMO

O género Astyanax é amplamente distribuido pela regido Neotropical e tem sido alvo
de inimeros estudos que atestam sua diversidade. O estudo da composi¢do de seqiiéncias
repetitivas, bem como sua localizacdo nos cromossomos, tem fornecido importantes subsidios
para estudos evolutivos nos mais diversos organismos. Com o objetivo dar continuidade aos
estudos sobre as possiveis relagdes entre diferentes citotipos de Astyanax fasciatus,
encontrados no rio Mogi-Guagu (Estado de Sao Paulo, Brasil), foram analisados bandamentos
C, com cromomicina Az e hibridagdo fluorescente in situ com uma seqiiéncia de DNA
repetitivo (As51) previamente isolada de Astyanax scabripinnis. A heterocromatina
constitutiva mostrou-se distribuida na regido terminal do braco longo de cromossomos
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos e na regido terminal do brago curto de um
par de cromossomos submetacéntricos, em ambos os citotipos padrao. Esta ultima regido
mostrou-se também GC rica ap6s coloragdo com cromomicina Aj;, e corresponde a
localizagdo de uma regido organizadora de nucléolo, conforme ja evidenciado em estudos
anteriores. Foram detectados sitios de DNA satélite preferencialmente localizados na regiao
terminal do braco longo de varios cromossomos, distribuidos em 4 pares submetacéntricos,
em 3 pares subtelocéntricos e em um par acrocéntrico no citdtipo padrao 2n=46, e em 3 pares
submetacéntricos, em 4 pares subtelocéntricos € em um par acrocéntrico no citdtipo padrao
2n=48. Algumas formas cariotipicas (caridtipos variantes), que divergem dos 2 citotipos tipo

padrdo, apresentaram também outros cromossomos portadores de DNA satélite AsSI,
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destacando-se um cromossomo metacéntrico grande com um sitio terminal no brago longo
(em dois cariotipos variantes), dois pares subtelocéntricos com um sitio intersticial extra (em
um dos caridtipos variantes), € um par submetacéntrico com um sitio subterminal no brago
longo (em um dos caridtipos variantes). E possivel que o citotipo padrio 2n=46 seja uma
populacdo invasora no rio Mogi-Guagu, apresentando intercruzamento com o citotipo padrao
2n=48. Assim, os cariotipos variantes representariam possiveis descendentes vidveis, onde
rearranjos cromossomicos complementares poderiam propiciar novas localizagdes do DNA

satélite analisado.

INTRODUCAO

O padrao de distribuicio das bandas-C tem desempenhado um papel
importante no estudo da diversificacdo cariotipica dos peixes Characiformes, como ¢ o caso
dos géneros Brycon (Margarido e Galetti Jr., 1999) e Leporinus (Galetti Jr., et al., 1991;
Molina et al., 1998; Margarido e Galetti Jr., 2000), onde a macroestrutura cariotipica ¢
relativamente constante, mas com diferengas marcantes quanto a heterocromatina entre
espécies. A analise de DNAs satélites em peixes neotropicais, embora relativamente recente,
tem fornecido dados importantes quanto a composi¢ao da heterocromatina e provavel origem
de cromossomos supranumerarios e sexuais (Mestriner et al., 2000; Jesus et al., 2003; Vicente
et al., 2003).

A espécie Astyanax fasciatus tem sido considerada um complexo de espécies
por estar amplamente distribuida pelos rios brasileiros e apresentar caracteristicas cariotipicas
diversas. Andlises citogenéticas permitiram identificar pelo menos dois tipos de caridtipos ou
citotipos principais, 2n=46 ¢ 48 cromossomos (Jim e Toledo, 1975; Morelli et al., 1983;
Paganelli, 1990; Justi, 1993; Daniel-Silva, 1996; Heras, 1998). Em Cachoeira de Emas (rio

Mogi-Guagu, Estado de Sao Paulo, Brasil), os dois citétipos padrao ocorrem sintopicamente,
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além de algumas formas cariotipicas variantes com 45, 46 e 47 cromossomos (Daniel-Silva,
1996; Pazza et al., 2005a). E possivel que o citotipo padrio, com 2n=48 cromossomos, seja o
mais antigo na regido e que o citétipo com 2n=46 seja uma forma invasora, bastante similar a
forma residente (Pazza et al., 2005a).

Dando continuidade aos estudos sobre as possiveis relagdes entre os diferentes
citotipos e as formas variantes, buscou-se caracterizar a heterocromatina constitutiva pelo
bandamento C e coloracdo com cromomicina Aj, além da hibridacdo fluorescente in situ

(FISH) com uma seqiiéncia de DNA repetitivo (As51).

MATERIAL E METODOS

Os espécimes de Astyanax fasciatus foram coletados em trés regides distintas
ao longo do rio Mogi-Guagu, situado na regido Sudeste do Brasil (Figura 2.2): Ouro Fino —
Estado de Minas Gerais (MQG), nas proximidades de sua cabeceira (21 exemplares), Cachoeira
de Emas, Pirassununga — Estado de Sao Paulo (SP), no trecho médio do rio (139 exemplares)
e Barrinha — Estado de Sao Paulo (SP), proximo a sua confluéncia com o rio Pardo (22

exemplares).

Preparagoes cromossomicas e bandamentos

As preparagdes cromossomicas foram obtidas conforme Gold et al. (1990) e
Bertollo et al. (1978). O bandamento-C e a coloragdo pelo fluorocromo Cromomicina Aj
seguiram as metodologias de Sumner (1972) e Schmid (1980), respectivamente. A
classificacdo dos tipos cromossdmicos em metacéntricos (M), submetacéntricos (SM),
subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A), baseou-se na razao de bragos, segundo Levan et al.

(1964).
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Hibridagao fluorescente “in situ”

Para a hibridacao fluorescente in situ (FISH), foi utilizada sonda do DNA
satélite pAs-51, isolada a partir de 4. scabripinnis (Mestriner et al., 2000). As laminas com os
cromossomos foram incubadas com 90 pL de solugdo de RNAse 0,4% em 2xSSC, a 37°C por
uma hora, cobertas por laminula; lavadas 3 vezes com 2xSSC e¢ uma vez com 1xPBS em
temperatura ambiente por 5 min. As laminas foram, entdo, incubadas em uma solugdo de pos-
fixagdo (1% formaldeido, 50 mM MgCl em 1xPBS) em temperatura ambiente por 10 min,
lavadas com 1xPBS por 5 min e desidratadas em etanol gelado (70%, 85% e 100%) por 5 min
cada, e secadas ao ar. Os cromossomos foram desnaturados com formamida 70% em 0,1xSSC
a 70°C por 5 minutos, desidratadas conforme descrito acima e secadas ao ar. A sonda foi
marcada por “nick translation” com UTP-biotina de acordo com as instru¢des do fabricante
(Invitrogen). As sondas marcadas foram desnaturadas em solucao de hibridacao (formamida
50%, sulfato dextrano 10% em 2xSSC) a 100°C por 10 min. As ldminas com cromossomos
desnaturados foram incubadas com 40uL da solugdo de hibridagdo a 37°C “overnight”. Apds
a hibridagdo, as laminas foram lavadas com formamida 20% em 0,1xSSC (trés vezes), com
0,1xSSC (duas vezes) e com 2xSSC (uma vez) a 42°C por 5 min cada; e com solugdo de
lavagem (Tween 20 0,005% em 5xSSC) por 5 min em temperatura ambiente. As laminas
foram incubadas em uma solugdo de NFDM (leite em p6 desnatado) por 15 min em
temperatura ambiente. Foram lavadas com solu¢do de lavagem duas vezes por 5 min cada.
Ap6s, foram incubadas com avidina-fluorosceina (FITC-avidina) em solu¢do de NFDM em
camara umida escura em temperatura ambiente por 30 min (procedimento de detecgdo).
Foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem por 5 min cada. O sinal foi amplificado
com uma incubagdo com 90ulL de solu¢do de anti-avidina (conjugada com biotina) em

NFDM, em temperatura ambiente, por 30 min em camara umida escura e as laminas foram
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lavadas trés vezes com solucao de lavagem por 5 min cada, seguida por outro procedimento
de deteccdo. O passo de amplificacdo foi repetido. Apos, as laminas foram desidratadas em
etanol gelado (70%, 85% e 100%) por 5 min cada e secadas ao ar. As laminas foram entao
montadas com antifade “Vectashield Mounting Medium” com iodeto de propidio (1,5 pg/mL)
(Vector Laboratories). As imagens de FISH foram capturadas com o sistema de analise de
imagens CoolSnap Pro e o software Image Pro Plus (Media Cybernetics) em microscopio

Olympus BX-50.

Identificagdo dos citotipos

Os dois citotipos padrao e as formas cariotipicas variantes foram identificados
de acordo com Pazza et al. (2005a), ou seja: citétipo A (2n = 48 cromossomos - 8M, 22SM,
12ST, 6A - NF=90); citétipo B (2n = 46 cromossomos - 12M, 20SM, 10ST, 4A - NF=88);
variante 1 (2n = 46 cromossomos, diferindo do citétipo padrdo B por apresentar dois
cromossomos metacéntricos sem homologia, com tamanhos claramente distintos); variante 2
(2n = 45 cromossomos, semelhante ao variante 1, mas apresentando também a auséncia de um
dos homodlogos do primeiro par de cromossomos acrocéntricos); variante 3 (2n = 47
cromossomos, diferindo do padrdo B pela auséncia de um dos homdlogos do primeiro par de
cromossomos submetacéntricos e pela presenga de trés pares de cromossomos acrocéntricos);
variante 4 (2n = 47 cromossomos, diferindo do padrao B pela presengca de um cromossomo
submetacéntrico pequeno extra); variante 5 (2n = 47 cromossomos, diferindo do padrao B

por um cromossomo acrocéntrico extra, de tamanho médio).

RESULTADOS
Em ambos os citotipos padrdo, foram observadas regides heterocromaticas

centroméricas bem discretas, com blocos mais conspicuos localizados na regido telomérica do
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braco longo de cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos, € na regiao
telomérica do brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos (Figura 3.5-c, d). Esta
ultima regido mostrou-se também positiva a cromomicina Aj, sendo portanto rica em pares de
bases GC (Figura 3.5-a, b), correspondendo a localizagdo de uma regido organizadora de
nucléolo (Pazza et al, 2005a). Os sitios de DNA satélite As-51 foram detectados
preferencialmente na regido terminal do braco longo de varios cromossomos, distribuidos em
3 pares submetacéntricos, em 4 pares subtelocéntricos e em um par acrocéntrico no citotipo
padrao A (Figura 3.6-a), e em 4 pares submetacéntricos, em 3 pares subtelocéntricos € em um
par acrocéntrico no citotipo B (Figura 3.6-b). Os caridtipos variantes apresentaram outros
cromossomos também portadores de DNA satélite pAs51, destacando-se um sitio terminal no
brago longo de um cromossomo metacéntrico grande nos variantes 1 e 2 (Figura 3.7-ae b) e
um sitio intersticial extra em um par de cromossomos subtelocéntricos no variante 5 (Figura

3.7-e).

DISCUSSAO

O papel dos rearranjos cromossdmicos no processo de especiagdo tem sido
motivo de controvérsias, sendo discutido por diversos autores (White, 1978; Bickham e
Baker, 1979; Sites Jr e Moritz, 1987; King, 1993; Rieseberg, 2001; Rockman e Rowell, 2002;
Navarro e Barton, 2003). Paralelamente, alguns trabalhos t€ém procurado correlacionar a
evolucdo cariotipica com filogenia de seqiiéncias de DNA (Orti et al., 1996; Wang ¢ Lan,
2000; Garcia et al., 2001; Shimabukuro-Dias et al., 2004). Estas correlagdes sdo possiveis
gracas a observagdo de que o acimulo de incompatibilidades, favorecido pelas diferencas
cromossOmicas, fornece barreiras genéticas que podem levar a um completo isolamento
reprodutivo e, conseqiientemente, a especiagdo (Navarro e Barton, 2003), favorecendo

especialmente processos de especiacao parapatrica e simpatrica (Rieseberg, 2001).
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Entre os peixes neotropicais varios exemplos de variagdes cromossdmicas em
populacdes naturais ja foram relatados, onde fissdes e fusdes céntricas, inversdes e presenca
de cromossomos supranumerdrios parecem ser os eventos mais freqilientes, seguidos por
alguns casos de poliploidia. Tais variagdes t€ém sido particularmente destacadas em provaveis
complexos de espécies, como em Hoplias malabaricus (Bertollo et al., 2000; Pazza e Julio Jr,
2003) e Astyanax scabripinnis (Moreira Filho e Bertollo, 1991; Maistro et al., 1998;
Mizoguchi e Martins-Santos, 1998a), bem como em Apareiodon affinis (Jorge ¢ Moreira-
Filho, 2000), Hoplerythrinus unitaeniatus (Giuliano-Caetano et al., 2001; Diniz ¢ Bertollo,
2003), Eigenmannia virescens (Almeida-Toledo et al., 2000 e 2002a) e Erythrinus erythrinus
(Bertollo et al., 2004).

Andlises citogenéticas prévias em Astyanax fasciatus permitiram identificar
pelo menos dois tipos de citdtipos principais ou padrdo, com 2n=46 ¢ 2n=48 cromossomos
(Jim e Toledo, 1975; Morelli et al., 1983; Paganelli, 1990; Justi, 1993; Daniel-Silva, 1996;
Heras, 1998, Pazza et al., 2005a), sendo que na regido de Cachoeira de Emas (rio Mogi-
Guagu), algumas formas cariotipicas variantes foram encontradas em sintopia com o0s
citotipos padrao (Paganelli, 1990, Daniel-Silva, 1996; Heras, 1998; Pazza et al., 2005a). A
analise da freqiiéncia dos citotipos ao longo do rio Mogi-Guagu permitiu inferir que um dos
citotipos parece representar a forma cariotipica nativa (2n=48) enquanto o outro representaria
uma forma invasora (2n=46), sendo as formas variantes decorrentes de provaveis
hibridizagdes entre os dois citdtipos padrdo e/ou seus descendentes (Pazza et al., 2005a). De
fato, marcadores moleculares (RAPD e ISSR) indicam a possibilidade de fluxo génico entre
os citdtipos padrao e as formas variantes (analises em andamento). A manuten¢do de
caracteristicas comuns entre os dois citdtipos, como a localizagao dos genes ribossémicos 18S

e 5S, bem como vérios tracos macrocariotipicos sugerem uma divergéncia recente entre esses
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dois grupos, representativos de populagdes divergentes de A. fasciatus ou mesmo espécies
distintas (Pazza ef al., 2005a).

O padrao similar de distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos dois
citotipos padrao (Figura 3.5-c, d) reforga a proximidade entre eles. Em A. fasciatus é possivel
identificar dois tipos principais de distribuicdo da heterocromatina, um deles semelhante ao
observado no presente estudo, mostrando blocos heterocromaticos preferencialmente na
regido distal do brago longo de cromossomos submeta-, subtelo- e acrocéntricos (Justi, 1993;
Heras, 1998; Centofante et al, 2003; presente trabalho), e o outro mostrando porgdes
heterocromaticas pericentroméricas na maior parte dos cromossomos (Justi, 1993). Assim
sendo, ¢ possivel que a distribuicdo da heterocromatina nesse grupo possa representar uma
caracteristica importante para estudos de inter-relagdes entre diferentes populacdes. Sobretudo
no complexo A. scabripinnis (Moreira-Filho e Bertollo, 1991), a heterocromatina constitutiva
tem se mostrado eficaz na identificacdo de polimorfismos, caracterizando a variabilidade
presente em algumas espécies (Mantovani ef al., 2000).

A coloragdo por cromomicina Aj; (CMAj3) mostrou que apenas a
heterocromatina relacionada a RON ¢ rica em pares de bases GC (Figura 3.5). Embora nos
vertebrados inferiores as regides CMAj positivas tem geralmente uma boa correlagdo com as
RONs (Amemiya e Gold, 1986; Schmid, 1980), sdo conhecidos sitios heterocromaticos
CMA; positivos que ndo mostram nenhuma associacdo com as RONs nesses organismos
(Souza et al., 1996; Artoni et al., 1999; Margarido e Galetti Jr, 2000, Kavalco et al., 2004b).
Particularmente no género Astyanax ja foram também identificadas regides heterocromaticas
associadas as RONs que se apresentam GC-ricas, ou com uma quantidade balanceada de
bases AT/ GC (Kavalco et al., 2005), ou mesmo com uma predominancia (59%) de bases AT

(Mestriner et al., 2000).
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O DNA satélite As-51 consiste em uma seqiiéncia de 51pb, similar a porgdes
do retrotransposon RT2 de Anopheles gambiae e, em menor extensdo, com o gene da
transposase do transposon TN4430 do Bacillus thuringiensis (Mestriner et al., 2000). A
localiza¢do desta seqiiéncia nos cromossomos de uma populacido de Astyanax scabripinnis
possibilitou mostrar que um macrocromossomo B metacéntrico, presente nessa populagdo,
corresponde a um isocromossomo (Mestriner et al., 2000). Entre populagdes de A.
scabripinnis ocorre uma variacdo no numero de cromossomos com sitios As-51 evidenciados
por FISH, desde muitos cromossomos marcados, como em populagdes de Londrina e Maringa
— bacia do rio Parand - até nenhum sitio evidente, como em uma populagdo de Curral das
Eguas — bacia do rio Sdo Francisco (Abel, 2001). Astyanax parahybae (anteriormente citada
como A. fasciatus parahybae) também apresenta poucos cromossomos com o satélite As-51,
enquanto A. giton e A. intermedius - todos da bacia do rio Paraiba do Sul - ndo mostram esse
tipo de DNA nos cromossomos (Kavalco et al., 2005), reforgando a hipdtese de que o género
Astyanax ndo seja um grupo monofilético (Weitzman e Malabarba, 1998).

Nos dois citotipos padrao de A. fasciatus, varios pares de cromossomos sao
portadores de seqiiéncia similar do DNA satélite As-51 (Figura 3.6), sendo o numero de sitios
bastante superior aquele observado na populacdo de 4. scabripinnis da qual esse tipo de DNA
foi isolado. Assim sendo, e considerando igualmente os demais resultados ja obtidos em
Astyanax, ndo se pode também descartar a hipotese de que poucas copias de As-51
representem uma condi¢do ancestral, a qual se modificou ao longo de um processo evolutivo
pelo aumento de nimero de copias por dispersdo. Embora a maior parte dos sitios desse DNA
pareca estar localizada em cromossomos homeologos, ¢ possivel observar algumas
diferenciagdes mais marcantes, como a presenca de um sitio no primeiro par de cromossomos
subtelocéntricos, especifico para o citdtipo 2n=48, bem como de um sitio localizado no

primeiro par de cromossomos acrocéntricos, especifico para o citdtipo 2n=46. Tais diferencas,
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somadas aquelas relativas ao nimero dipldide e formulas cariotipicas, destacam a divergéncia
entre os citotipos padrdo, onde rearranjos Robertsonianos e nao-Robertsonianos estariam
implicados na evolugdo cromossdmica dessas duas formas de A. fasciatus.

No que se refere as formas variantes, a localizagdo geral dos sitios do DNA
satélite As-51 corresponde, a priori, aquela que foi observada nos citétipos padrao, ou seja, na
regido terminal do braco longo de cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e
acrocéntricos. Contudo, além de alguns variantes apresentarem um maior nimero de sitios
As-51, a exemplo dos variantes 1 ¢ 5 (Figura 3.7-a, ¢), observam-se alguns cromossomos
portadores de DNA satélite As-51 que nao foram constatados nos citotipos padrdo. Assim, nos
variantes 1 ¢ 2 destaca-se um cromossomo metacéntrico grande, com um sitio As-51 na
regido distal do brago longo (Figura 3.7-a, b). E possivel que tal cromossomo seja resultante
de um rearranjo intercromossomico, envolvendo um cromossomo acrocéntrico portador de
um sitio As-51 terminal no brago longo. Esta hipotese ¢ reforcada pela auséncia de um desses
cromossomos no variante 2: 2n=45 (Figura 3.7-b). Por sua vez, no variante 5 destaca-se um
par de cromossomos subtelocéntricos com um sitio intersticial extra no brago longo (Figura
3.7-e), sugerindo uma provavel inversao paracéntrica. Inversdes paracéntricas sdo raramente
detectadas em peixes, muito possivelmente pela auséncia de marcadores adequados, embora
sitios Ag-RONs tenham evidenciado inversdes paracéntricas em Parodontidae (Moreira-Filho
et al., 1984; Jesus e Moreira-Filho, 2000), assim como sitios de rDNA 5S em Upsilodus sp.
(Kavalco et al., 2004a).

Embora os caridtipos variantes apresentem uma estrutura cariotipica mais
similar ao citotipo 2n=46, ha indicios de que cromossomos caracteristicos do citdtipo 2n=48
tenham sido neles incorporados, sugerindo que tais variantes sejam decorrentes de
intercruzamentos viaveis entre os dois citotipos padrdo e/ou seus descendentes que ainda

compartilham uma série de homologias quanto a alguns marcadores cromossomicos (Pazza et
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al., 2005a; presente trabalho). A presenca de um maior niumero de sitios As-51 em alguns
variantes pode reforgar, de certa forma, uma origem por intercruzamentos. Assim sendo, os
sitios As-51, que se mostraram especificos de algumas formas variantes, seriam decorrentes
de rearranjos cromossomicos complementares propiciando novas localizagdes desse DNA

satélite nos cariotipos.
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Figura 3.6 - Citotipos padrao de Astyanax fasciatus (a) 2n=48 e (b) 2n=46,
evidenciando os cromossomos portadores de DNA satélite As-51, apds hibridagao
fluorescente in situ (FISH).
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Figura 3.7 - Caridtipos variantes de Astyanax fasciatus evidenciando os cromossomos portadores de DNA
satélite As-51, apds hibridacao fluorescente in situ (FISH). (a) variante 1: 2n= 46; (b) variante 2: 2n=45;
(c) variante 3: 2n=47; (d) variante 4: 2n=47; (e) variante 5: 2n=47.
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Figura 3.5 - Metafases dos citotipos padrao de Astyanax fasciatus. (a)
citotipo 2n=46 e (b) citdtipo 2n=48 apds tratamento com cromomicina
A,, destacando as regides cromossdmicas ricas em pares de bases GC.
(c) citotipo 2n=48 e (d) citdtipo 2n=46, evidenciando blocos
heterocromaticos conspicuos na regido telomérica de varios
Cromossomos.
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POLIMORFISMO CROMOSSOMICO EM Astyanax fasciatus (TELEOSTEI,

CHARACIDAE). 3 — Analises de marcadores moleculares RAPD e ISSR.

Pazza, R.; Kavalco, K.F.; Prioli, SM.A.P.; Prioli, A.J.; Bertollo, L.A.C.

RESUMO

Marcadores moleculares de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) e
“inter-simple sequence repeats” (ISSR) foram utilizados para complementar o estudo do
polimorfismo cromossomico em Astyanax fasciatus (Teleostei, Characidae) do rio Mogi-
Guagu (Sudeste do Brasil), analisado em trés pontos de coletas ao longo do rio (Ouro Fino,
MG; Cachoeira de Emas, SP e Barrinha, SP). Dois citotipos, ou tipos cariotipicos foram
previamente caracterizados, um com 2n=46 cromossomos € outro com 2n=48 cromossomos,
denominados cit6tipos padrao, onde todos os cromossomos do complemento formam pares de
homoélogos. Adicionalmente, formas cariotipicas variantes, com 2n=45, 46 ¢ 47
cromossomos, foram também detectadas, embora com uma freqiiéncia mais reduzida em
relacdo aos citotipos padrao. O RAPD mostrou-se pouco informativo na andlise da situacao
observada, indicando altos valores de migrantes por geracdo entre os citdtipos. O ISSR, por
outro lado, mostrou uma pequena estruturagdo, principalmente entre os citdtipos padrao
provenientes da regido de Barrinha (SP), onde o Nm foi de 0,4301, com identidade genética
de 0,6862 e distancia genética de 0,3765. Entretanto, os resultados gerais obtidos ndo
descartam a possibilidade de intercruzamentos entre os dois citotipos padrdo e/ou seus
descendentes como fonte da variagdo cromossdmica. A associagdo entre os marcadores
citogenéticos ¢ moleculares permitiu considerar um provavel panorama explicativo para a

origem e evolugdo das formas constatadas em A. fasciatus.
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INTRODUCAO

Astyanax fasciatus caracteriza-se como uma “espécie” diversificada do ponto
de vista citogenético, apresentando distintos citétipos, cada um deles com seus variantes
especificos. A ocorréncia simpatrica e sintopica de diferentes citdtipos levanta a hipotese de
que A. fasciatus possa representar um grupo de espécies, hoje englobadas em uma mesma
denominag¢do comum. Assim, ao longo do rio Mogi-Guagu, na regido Sudeste do Brasil, dois
citotipos padrdo podem ser observados (2n=46 ¢ 48 cromossomos), com diferentes
freqiiéncias de distribuicdo entre sitios distintos de coleta, além de formas cariotipicas
variantes, com 2n = 45, 46 ¢ 47 cromossomos, principalmente na regido de Cachoeira de
Emas (Pazza et al., 2005a, b; Figura 3.8).

O RAPD ¢ um marcador molecular amplamente empregado para analises de
variabilidade genética por sua simplicidade e rapidez, ndo requerendo informagdes genéticas
prévias das amostras em estudo (Beebee e Rowe, 2004), embora ndo apresente informagdes
especificas por loco (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Basicamente, ¢ uma variagdo da técnica
de amplificagdo via PCR, utilizando um primer unico de seqiiéncia arbitraria que ird
amplificar uma regido aleatéria do genoma analisado. Embora a reprodutibilidade deste
marcador tenha sido questionada anteriormente (Penner et al., 1993), ajustes na técnica t€m
possibilitado a obtengdo de resultados reprodutiveis (Bielawski et al., 1995; Adams et al.,
1998) permitindo a utilizagdo deste marcador em diversos tipos de analise genética.

Os marcadores ISSR s3o gerados de reagdoes de PCR com primer tnico,
desenhado a partir de repeti¢des de dois ou trés nucleotideos ancorados em uma seqiiéncia de
um a trés nucleotideos, que visam eliminar artefatos decorrentes de slippage (Zietkiewicz et
al., 1994). As regides amplificadas representam a seqiiéncia entre dois sitios de
microssatélites e a auséncia de bandas ¢ interpretada como divergéncia do primer ou perda de

um lécus pela delegdo do sitio SSR ou rearranjo cromossdémico (Wolfe e Liston, 1998).
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Algumas vantagens deste marcador sdo as pequenas quantidades de DNA necessarias para as
reacdes, o pequeno numero de reagdes de PCR, a hiper-variabilidade dos padroes de banda e a
facilidade na deteccdo das mesmas, além das altas temperaturas de anelamento nas reagdes de
PCR que reduzem a quantidade de artefatos e erros na reagdo (Wolfe et al., 1998a).
Marcadores moleculares de DNA tém sido empregados como ferramenta em
diversos estudos, como andlise da variabilidade genética e do fluxo génico, identificagdo de
espécies, e at¢ mesmo em diferengas sexuais nos niveis de comportamento individual e
estruturas de populacdes (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Wolfe ef al., 1998a e b; Fernandes-
Matioli et al., 2000; Liu e Wendel, 2001; Prioli et al., 2002; Vasconcellos et al., 2003; da
Silva et al., 2003; Arcade et al., 2000; Haig et al., 2003; Ge et al., 2003; de Almeida et al.,
2003; Hatanaka e Galetti Jr., 2003; Leuzzi ef al., 2004; entre outros). Dando continuidade aos
estudos sobre a variabilidade cromossdmica em Astyanax fasciatus, relacionamos as
diferentes formas cariotipicas encontradas com marcadores moleculares de DNA (RAPD e
ISSR), a fim de testar a possibilidade de fluxo génico e estimar a variabilidade genética entre

elas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e Extra¢do do DNA

Vinte e trés individuos foram utilizados para as analises com os marcadores
moleculares, sendo amostrados diferentes citdtipos de Astyanax fasciatus (citotipos padrao
com 2n=46 e 2n=48 cromossomos, ¢ formas variantes com 2n=45, 2n=46 e 2n=47
cromossomos). Os espécimes foram coletados ao longo do rio Mogi-Guagu, em trés pontos de
coletas: (a) Ouro Fino — MG, regido nas proximidades da cabeceira do rio; (b) Cachoeira de

Emas, Pirassununga — SP, regido localizada num trecho mediano do rio e caracterizada pela
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ocorréncia de uma barragem e (¢) Barrinha-SP, regido nas proximidades de sua foz com o rio
Pardo o qual, por sua vez, desemboca no rio Grande (Figura 3.8). Amostras de figado foram
mantidas em etanol 98%, a -20°C, até o momento do uso. Os exemplares foram fixados em
formaldeido 10% durante 48 horas e posteriormente transferidos para etanol 70%.

O DNA foi extraido do figado de acordo com Aljanabi e Martinez (1997), com
algumas modifica¢des. Cerca de 1 mm’ de tecido hepatico foi homogeneizado em 400 pL de
tampao salino estéril (NaCl 0,4 M; Tris-HCI pH 8.0, 10 nM; EDTA pH 8.0, 2 mM), usando
um pistilo homogeneizador, por 10-15 segundos. Foram adicionados 40 uL de tampao SDS
20% (concentragdo final de 2%) e 8 uL de proteinase K 20 mg/mL (concentragdo final de 400
ug/mL). As amostras foram entdo incubadas em banho-maria a 55-65°C, com duragdo minima
de 5 horas. Apos a incubagdo, foram adicionados 300 uL de NaCl 6 M, seguindo-se agitagao
em vortex por 1 minuto, em velocidade maxima e centrifugacdo a 10.000 g, por 30 minutos..
O sobrenadante foi entdo transferido para tubos estéreis, adicionando-se um volume igual de
isopropanol a cada amostra. Depois de bem misturadas, as amostras foram incubadas a -20°C,
por 1 hora, e centrifugadas a 10.000 g, por 20 minutos. O pellet foi lavado em etanol 70%,
seco ¢ finalmente ressuspendido em 50 pL de agua MilliQ. Apds a quantificacdo, as amostras
foram incubadas durante 1 hora, com 2 pL RNAse 10 mg/mL, a 37°C, por 1 hora, para
eliminagdo de impurezas, como RNA. Para otimizagdo das reagdes de ISSR e RAPD, o
material foi lavado em fenol/cloroférmio (1:1) e cloroférmio. O DNA foi entdo precipitado
em etanol 100% e NaCl 5 M, armazenado a -20°C e quantificado. Utilizou-se para
comparag¢ao visual aliquotas de DNA de fago A. As amostras foram submetidas a eletroforese

em gel de agarose a 0,8%, e coradas com brometo de etideo (20 pg/100 mL).
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Reacoes de amplificagdo de RAPD

Nos testes iniciais das reagdes de PCR foram utilizados 19 primers, sendo 10
do kit X (2,4, 6,7,9,10,11, 12, 15 e 16) ¢ 9 do kit W (3, 4, 9, 13, 14, 15, 16, 17 ¢ 19) da
Operon Technologies (Alameda, CA, USA) e DNA de Astyanax fasciatus. Os primers que
produziram numero significativo de fragmentos e bandas visiveis foram escolhidos para as
analises de RAPD. As reacdes de PCR continham tampao Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM, pH 8.0
e KCI 50 mM), MgCl, 2 mM, primer 0,46 mM, dNTP 0,2 mM, Tag DNA polymerase
recombinant (Invitrogen) 1 U/reagdo, DNA 10 ng e dgua deionizada até completar um volume
final de 13 pL. As reagdes foram aquecidas a 94°C por 5 minutos, seguindo-se 40 ciclos de 1
minuto a 94°C; de 1 minuto a 36°C e de 2 minutos a 72°C. Imediatamente apds o tltimo ciclo,
as reagdes foram mantidas a 72°C por 10 minutos, a 20°C por mais 10 minutos e entdo
resfriadas a 4°C. O DNA amplificado pela reagdo de PCR foi submetido a eletroforese (3
V.cm™ por 5-6 horas) em gel de agarose a 1,4% e corado com brometo de etideo (20 pg/100
mL). Em cada reacdo foi incluido um controle negativo, contendo o mix de reagdo sem o
DNA. Os géis foram visualizados sob radiagdo UV e as imagens foram capturadas com o
sistema EDAS-290 da Kodak. O tamanho dos fragmentos foi estimado utilizando-se um

padrdo (Ready-Load 100 pb DNA Ladder - Invitrogen).

Reacgoes de amplificacdo de ISSR

Nos testes iniciais das reacdes de PCR foram utilizados 8 primers (GGAC)sA,
(GGAC);C, (GGAC)T, (TGTC)s, (GGACQC)4, (GGAT)4, (TAGG)s, (GACA)s ¢ DNA de
Astyanax fasciatus. Os primers que produziram numero razoavel de fragmentos e bandas
visiveis foram escolhidos para as analises de ISSR. As reagdes de PCR continham tampao
Tris-KClI (Tris-HCI 20 mM, pH 8.0 e KCI 50 mM), MgCl, 2 mM, primer 0,46 mM, dNTP

0,2 mM, Tag DNA polymerase recombinant (Invitrogen) 1 U/reacdo, DNA 10ng, e agua
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deionizada até completar um volume final de 13 pL. As reacdes foram submetidas a 5 ciclos
de 45 segundos a 94°C; de 1 minuto a 51°C e de 1 minuto a 72°C, seguidos de 30 ciclos de 45
segundos a 94°C; de 1 minuto a 48°C, de 1 minuto a 72°C e entdo resfriadas a 4°C. O DNA
amplificado pela reacdo de PCR foi submetido a eletroforese, seguindo a mesma metodologia

empregada para as analises de RAPD.

Analise dos dados

A distancia genética, baseada nos marcadores RAPD e ISSR, bem como a
identidade genética, foram estimadas de acordo com Nei (1978) ¢ o numero de migrantes por
geracdo (Nm) foi calculado a partir da estimativa do Ggr (Slatkin e Barton, 1989), utilizando-
se o software Popgen 1.31 (Yeh et al, 1999). Os dendrogramas, baseados nos indices de
similaridade de Nei e Li (1979), bem como os dendrogramas de parcimonia, foram

construidos com o software MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001).

RESULTADOS

Dez primers de RAPD e 4 primers de ISSR foram escolhidos por apresentarem
melhor repetitibilidade, resolugdo e padrao de amplificagdo. As amplificagcdes resultaram em
59 loci para RAPD, com tamanhos varidveis entre 0,2 ¢ 1,4 kb, com 88,14% de loci
polimérficos. As amplificagdes de ISSR resultaram em 35 loci, com tamanhos variaveis entre
0,4 e 1,4 kb, com 91,43% de loci polimorficos. As bandas mais evidentes foram combinadas
em uma matriz de dados binarios de presenga e auséncia. Varias simulagdes foram feitas
agrupando-se os diferentes citotipos e formas variantes para os calculos de Nm, distancia
genética e identidade genética de Nei (1978) (Tabela 3.3). O dendrograma de Neighbor-
Joining construido a partir da matriz de similaridade genética de Nei e Li (1979) baseado nos

dados de RAPD ndo evidenciaram agrupamentos consistentes, tendo baixos valores de
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bootstrap (Figura 3.9-a). E possivel perceber que ndo ha agrupamento de populagdes ou
citotipos especificos. O mesmo foi observado no dendrograma de maxima parcimonia (Figura
3.9-b). Por sua vez, o dendrograma de Neighbor-Joining construido a partir da matriz de
similaridade genética de Nei e Li (1979) dos dados de ISSR permitiram identificar um clado
formado pelo agrupamento do citotipo 2n=48, embora com baixo bootstrap (3%), em especial
dos individuos provenientes de Barrinha-SP, cujo ramo obteve bootstrap de 56% (Figura
3.10-a). De modo semelhante, o dendrograma de méaxima parcimonia construido a partir da
matriz de dados de ISSR separou os individuos de Barrinha e mais um individuo 2n=48

cromossomos de Cachoeira de Emas com bootstrap de 62% (Figura 3.10-b).

DISCUSSAO

Os peixes neotropicais representam um excelente material de estudo de
evolucdo cariotipica. S3o conhecidos diversos casos de variagdes cromossdmicas em
populagdes naturais, onde fissdes e fusdes céntricas, inversdes, Cromossomos
supranumerarios e poliploidia representam os eventos mais freqiientes. Tais variagdes tém
sido particularmente destacadas em provaveis complexos de espécies, como Hoplias
malabaricus (Bertollo et al., 2000; Pazza e Julio Jr, 2003), Astyanax scabripinnis (Moreira
Filho e Bertollo, 1991; Maistro, 1991; Mizoguchi e Martins-Santos, 1998a), Apareiodon
affinis (Jorge e Moreira-Filho, 2000), Hoplerythrinus unitaeniatus (Giuliano-Caetano et al.,
2001; Diniz e Bertollo, 2003), Erythrinus erythrinus (Bertollo et al., 2004) e Eigenmannia
virescens (Almeida-Toledo et al., 2000, 2002a). Entretanto, a correlacdo entre a diversidade
cariotipica e marcadores moleculares ¢ ainda incipiente, embora alguns estudos tenham
apresentado resultados promissores. Pazza e Julio Jr. (2003), encontraram trés citdtipos
simpatricos de H. malabaricus na regido de Porto Rico (PR), na planicie de inundacdo do alto

rio Parana, sem evidéncia de hibridos entre eles. Prioli et al. (2004), analisando os mesmos
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espécimes utilizados nos estudos citogenéticos, detectaram padrdes eletroforéticos de ISSR
distintos para cada citotipo, evidenciando uma forte estruturagdo genética entre os citotipos de
H. malabaricus do alto rio Parand. Fernandes-Matioli et al. (2000), utilizaram esses mesmos
marcadores em espécies do género Gymnotus (Gymnotiformes), obtendo padroes
intraespecificos conservados, além de um polimorfismo para G. sylvius, onde diferentes
populagdes apresentaram de um a trés padroes de bandas eletroforéticas.

Astyanax fasciatus distribui-se amplamente na regido neotropical sendo
reconhecidas varias subespécies, algumas delas elevadas ao status de espécie, como A.
mexicanus ¢ A. parahybae. Estudos citogenéticos tém mostrado que A. fasciatus apresenta
uma variabilidade cariotipica, tanto inter- como intrapopulacional (Justi, 1993; Heras, 1998).
No rio Mogi-Guagu (SP), dois citotipos padrdo, com 2n=46 ¢ 2n=48 cromossomos,
alternaram em freqiiéncia dependendo do ponto de coleta, havendo ainda formas cariotipicas
variantes com 2n=45, 2n=46 (distinto do citétipo padrao) e 2n=47 cromossomos (Pazza et al.,
2005a e b). Dados de marcadores moleculares de RFLP (Moysés e Almeida-Toledo, 2002),
associados aos marcadores citogenéticos, possibilitaram considerar o citotipo padrdo 2n=48
como a provavel forma residente do rio Mogi-Guagu, enquanto o citotipo 2n=46
corresponderia a uma forma invasora, as quais manteriam a capacidade de intercruzamento
originando formas cariotipicas variantes (Pazza et al., 2005a, b).

Os dados de RAPD ndo permitiram identificar uma estrutura de populagdo para
os citdtipos padrao de Astyanax fasciatus, obtendo-se um alto numero de migrantes por
geragdo (5,7826) e uma pequena distancia genética (0,039), mesmo levando em consideragao
o baixo numero de individuos amostrados. Nao ha evidéncias de que um aumento no nimero
de individuos alteraria os resultados obtidos nessa andlise. O dendrograma de Neighbor-
Joining construido a partir de matrizes de complementos (1-Similaridade) dos coeficientes de

similaridade de Nei e Li (1979), obtidas com marcadores RAPD, também ndo evidenciaram
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nenhum tipo de estrutura de populacao, apresentando valores de bootstrap muito baixos entre
os ramos pouco definidos (Figura 3.9a). Adicionalmente, o dendrograma de parcimonia,
construido a partir dos dados de RAPD, reforcou a auséncia de estruturacdo, além de seus
ramos nao terem bom suporte por seu baixo bootstrap (Figura 3.9-b).

Os resultados de ISSR, por sua vez, ndo identificaram nenhum padrio de
bandas eletroforéticas especifico para os diferentes tipos de cariotipos detectados, como
observado em Gymnotus (Fernandes-Matioli et al., 2000) e em Hoplias malabaricus (Prioli et
al., 2004). No entanto, foi possivel observar uma pequena estruturagdo entre os citdtipos
padrdo, através dos dendrogramas de similaridade. Vale destacar os dados para diferentes
populacdes de 2n=48 cromossomos, que apresentam valores relativamente baixos de Nm
(0,3774), assim como de identidade genética entre as popula¢des de Ouro Fino e Barrinha
(0,7248). Também merecem destaque os resultados com os citotipos padrao provenientes de
Barrinha, que apresentaram um valor de Nm (0,4301) e indices de identidade genética
(0,6862) e distancia genética (0,3765) condizentes com espécies distintas. Os valores de
bootstrap para os ramos do dendrograma de similaridade, obtidos com marcadores ISSR,
também foram bastante baixos (Figura 3.10-a), exceto no ramo que separa 4 individuos de
2n=48 cromossomos (58%), entre eles os trés individuos de Barrinha (56%), o que sugere um
principio de estruturagdo. O dendrograma de méxima parcimonia construido a partir da matriz
de dados de ISSR também separou os mesmos 4 individuos, com bootstrap de 62% (Figura
3.10-b). Os valores de distancia genética (0,3219) e de identidade genética (0,7248) entre os
citotipos 2n=48 de Barrinha e Ouro Fino evidenciam uma certa diferenciacdo entre os
mesmos, possibilitando sugerir que os espécimes de Barrinha possam corresponder a
migrantes procedentes do rio Grande (Figura 3.8), onde o citdtipo 2n=48 ¢ também
encontrado (Swerts et al, 1998). Assim sendo, o fluxo gé€nico entre populagdes 2n=48

situadas a jusante e & montante da barragem de Cachoeira de Emas poderia ser dificultado,
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como ¢ o caso das populagdes de Barrinha e de Ouro Fino, respectivamente. A barragem de
Cachoeira de Emas ¢, na realidade, um obstaculo que dificulta o livre acesso das populagdes
de peixes ao longo do rio Mogi-Guagu, o que poderia também explicar os baixos indices de
distancia genética entre os espécimes de Cachoeira de Emas, coletados abaixo da barragem e
de Barrinha (Tabela 3.3). Dessa forma, os animais provenientes de regides a jusante da
referida barragem teriam certa dificuldade em transpo-la durante os ciclos de migragdo, na
época da reproducdo, embora ndo sejam impedidos de retornar ao lugar de origem.

Ao que tudo indica, os dois citotipos padrao, 2n=46 ¢ 2n=48 cromossomos
devem representar formas divergentes de A. fasciatus que ainda mantém uma boa identidade
genética. Dados de hibridagdo fluorescente in situ com rDNA 18S e 5S (Pazza et al., 2005a),
e de distribuigdo de DNA satélite (Pazza et al.,, 2005b), puderam evidenciar diversos
cromossomos aparentemente homeologos entre os dois citdtipos. O valor de Nm (5,7826 para
RAPD e 1,5868 para ISSR) encontrado entre as formas padrao (Tabela 3.3), suporta os dados
citogenéticos de que as formas cariotipicas variantes podem decorrer de intercruzamentos.
Embora os cariotipos variantes apresentem uma estrutura mais similar ao citoétipo 2n=46, ha
evidéncias de que cromossomos caracteristicos do citétipo 2n=48 tenham sido neles
incorporados, sugerindo que tais variantes sejam decorrentes de intercruzamentos viaveis
entre os dois citétipos padrdo e/ou seus descendentes (Pazza et al, 2005b). Assim, os
marcadores moleculares ISSR corroboram os dados citogenéticos, embora um tempo
provavelmente recente de divergéncia possa estar contribuindo para os baixos valores de
bootstrap ou, até mesmo, com os intercruzamentos considerados. De qualquer forma, a
diversidade cariotipica constatada nos espécimes de A. fasciatus do rio Mogi-Guagu ndo se
reflete em nivel morfolégico, uma vez que, embora parecam diferentes dos demais A.
fasciatus da bacia do rio Parana, ndo ¢ possivel distinguir entre os dois citdtipos padrao

(Filipe G. A. Melo, Museu Nacional do Rio de Janeiro, informagao pessoal).
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A. fasciatus constitui um modelo muito interessante para estudos evolutivos. A
associacdo entre os marcadores moleculares e os marcadores citogenéticos permitiu elaborar
uma proposta explicativa para a origem e evolucdo das formas constatadas no rio Mogi-
Guagu, a qual podera ser posteriormente testada por um estudo de filogeografia baseado em

seqiiéncias mitocondriais.
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Tabela 3.3 — Numero de migrantes por geracao (Nm), identidade genética (Ident) e distancia
genética (Dist) entre as amostras simuladas nas andlises da matriz de dados binarios, obtidos
pelos marcadores moleculares RAPD e ISSR.

RAPD ISSR
Amostras Simuladas
Nm Ident Dist Nm Ident Dist

Individuos padrao

2n=46 / 2n=48 5,7826 0,9617 0,0390 1,5868 0,8635 0,1468
Ouro Fino / Cachoeira de Emas 0,8696 0,1397 0,8362 0,1789
Ouro Fino / Barrinha 1,2688 0,8646 0,1455 1,0076 0,8182 0,2007
Cachoeira de Emas / Barrinha 0,9407 0,612 0,9682 0,0323
2n=46 Padrao

Barrinha / Cachoeira de Emas 1,9106 0,9060 0,0987 2,8922 0,9576 0,0433
2n=48 Padrao

Ouro Fino / Cachoeira de Emas 0,8090 0,2119 0,9250 0,0780
Ouro Fino / Barrinha 0,5958 0,8236 0,1941 0,3774 0,7248 0,3219
Cachoeira de Emas / Barrinha 0,8645 0,1456 0,8588 0,1522
Por local de coleta

Ouro Fino / Cachoeira de Emas 0,8862 0,1209 0,8840 0,1233
Ouro Fino / Barrinha 1,5428 0,8695 0,1399 1,6163 0,8790 0,1290
Cachoeira de Emas / Barrinha 0,9384 0,0636 0,9710 0,0294
Barrinha — 2n=46 / 2n=48 1,4631 0,9046 0,1003 0,4301 0,6862 0,3765
Cachoeira de Emas — 2n=46 / 2n=48 0,8662 0,1436 0,8525 0,1596
Cachoeira de Emas — 2n=46 / variantes 1,4333 0,9297 0,0729 1,2402 0,9645 0,0361
Cachoeira de Emas — 2n=48 / variantes 0,8920 0,1143 0,8995 0,1059
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Figura 3.8 - Mapa hidrografico parcial da regido Sudeste do Brasil, evidenciando a frequéncia dos
nimeros cromossomicos nos respectivos pontos de coleta. A) Ouro Fino - MG; b) Cachoeira de Emas,
Pirassununga - SP; c¢) Barrinha - SP. 1) rio Mogi-Guagu; 2) rio Tieté; 3) rio Grande; 4) rio Parana.
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Figura 3.9 - a) Dendrograma neighbor-joining, construido a partir da matriz de complementos (1-S) do
coeficiente de similaridade de Nei e Li, obtida com marcadores RAPD. b) Dendrograma de méaxima
parcimonia, construido a partir da matriz de dados RAPD. Valores de bootstrap com 1.000 re-
amostragens. B = Barrinha; CE = Cachoeira de Emas; OF = Ouro Fino; 2n=46 ¢ 2n=48: citotipos

padrdo; 2n=45, 2n=46v, 2n=47: formas cariotipicas variantes
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Figura 3.10 - a) Dendrograma neighbor-joining, construido a partir da matriz de complementos (1-S)
do coeficiente de similaridade de Nei e Li, obtida com marcadores ISSR. b) Dendrograma de maxima
parcimonia, construido a partir da matriz de dados ISSR. Valores de bootstrap com 1.000 re-
amostragens. B = Barrinha; CE = Cachoeira de Emas; OF = Ouro Fino; 2n=46 e¢ 2n=48: citotipos
padrao; 2n=45, 2n=46v, 2n=47: formas cariotipicas variantes
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Discussio Geral e Conclusoes




5 - DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Astyanax fasciatus ¢ uma “espécie” diversificada do ponto de vista
citogenético, apresentando distintos citotipos, cada um deles com seus variantes especificos.
A ocorréncia simpatrica e sintopica de diferentes citdtipos reforca a hipotese de que A.
fasciatus possa representar um grupo de espécies, hoje englobadas em uma mesma
denominag¢do comum. O trabalho ora realizado permitiu levantar algumas hipdteses a respeito
da historia natural desse grupo na bacia do rio Parand, com énfase especial no rio Mogi-

Guagu:

5.1 — Distribuicao dos citotipos de A. fasciatus na bacia do alto rio Parana

O panorama da distribuicao dos citotipos padrao na bacia do alto rio Parana
encontra-se ilustrado na Figura 3.8. Na regido central da bacia, cuja drenagem principal ¢
realizada pelo rio Tieté, predomina a ocorréncia do citotipo 2n=46 (Justi, 1993; Heras, 1998).
Algumas variagdes na férmula cariotipica podem ser encontradas nas descrigdes destes
caridtipos, que podem ser decorrentes de eventuais rearranjos cromossomicos ¢ eventos de
deriva, caracteristicos de pequenas populagdes isoladas ou com um fluxo génico reduzido, ou
mesmo de possiveis diferengas metodoldgicas. Por sua vez, na regido do rio Grande e no rio
Parana, foram identificados exemplares com 2n=48 cromossomos (Swertz et al., 1998; Heras,
1998; Centofante et al., 2003). Os dados referentes a area sul da bacia do alto rio Parana,
regido do Paranapanema, ndo sdo consistentes.

E interessante destacar que A. parahybae, até recentemente considerada uma
subespécie de 4. fasciatus, endémica da bacia do rio Paraiba do Sul (bacia dos rios costeiros),
possui 2n=48 cromossomos ¢ cariotipo semelhante ao das populagdes de 2n=48 da bacia do

alto Parana (Kavalco e Moreiro-Filho, 2003; Centofante et al., 2004). Adicionalmente, Moreli
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et al. (1983), caracterizaram uma populacdo constituida por individuos de 2n=48
cromossomos provenientes do rio Juquid (bacia dos rios costeiros), no sudeste do Estado de
Sdo Paulo. Desta forma, a bacia do rio Tieté parece formar uma ilha de populagdes com
2n=46 cromossomos, rodeada por populagdes com 2n=48 cromossomos.

Dados geoldgicos indicam que o rio Tieté inicialmente nascia no interior e
drenava rumo ao Oceano Atlantico. Com o levantamento da Serra do Mar (no periodo
Terciario — de 65 a 1,75 milhdes de anos), houve uma mudanga no seu curso, passando a
drenar em dire¢do ao interior, desaguando no rio Parana (Langeani Neto, 1989). Isso sugere
um isolamento bastante antigo em relagdo ao restante do alto Parand, propiciando um tempo
suficiente para o surgimento e/ou dispersdo da forma 2n=46 ao longo de sua bacia. Outra
hipdtese bastante provavel € que no Quaternario (menos de 1,75 milhdes de anos), durante o
levantamento da Serra da Mantiqueira, o rio Paraiba do Sul tenha capturado as nascentes do
rio Tieté, isolando as nascentes destes rios (King, 1956) e misturando elementos da ictiofauna.
De fato, levantamentos ictiofaunisticos apontam diversas espécies comuns a essas duas bacias
hidrograficas (Langeani Neto, 1989; Lima, 1997). E possivel que a atual ictiofauna do rio
Paraiba do Sul seja uma mistura de fauna do rio Tieté, com remanescentes da fauna da lagoa
de Tremembé, que se encontrava isolada pelo alinhamento de Itatiaia-Bocaina, como aponta
King (1956). Uma hipotese interessante € que 4. parahybae tenha uma divergéncia anterior e
seja remanescente da ictiofauna da lagoa de Tremembé. Ainda ha a possibilidade desta forma
ter sua origem em outro sistema hidrico situado a norte da atual Serra da Mantiqueira, e tenha
se dispersado ao longo da bacia do Paraiba do Sul. O fato de ndo se encontrar A. fasciatus
com 2n=46 cromossomos nesta bacia pode ser decorrente de uma competicdo entre as
espécies por um mesmo nicho, vencida por A. parahybae quando da captura da cabeceira do

Tieté.
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Frente a esse panorama, o citotipo 2n=46 poderia ser derivado de formas com
2n=48 cromossomos, o qual teria evoluido alopatricamente, e se dispersado ao longo do leito
do rio Tieté, mantendo-se praticamente isolado das formas presentes em outros grandes rios
desta bacia, na sua maioria com 2n=48 cromossomos. Os contatos ocasionais podem,
portanto, ndo representar grande introgressao em relagdo a metapopulagdo do sistema Tieté.

A distribuicao de citotipos 2n=48 de A. fasciatus, na area sul da bacia do alto
Parana, ainda precisa ser confirmada, principalmente nas regides limitrofes com as bacias
costeiras. Entretanto, é possivel que a area de drenagem do rio Mogi-Guagu represente um

limite de distribui¢do entre as duas formas cariotipicas.

5.2 — Excecdes na distribuicio dos citotipos padrao de A. fasciatus na bacia do alto rio
Parana

Uma alta freqliéncia de individuos com 2n=46 cromossomos no rio Mogi-
Guagu, em Cachoeira de Emas, Pirassununga — SP (Pazza et al., 2005a), aparentemente
contradiz a hipétese de que o citotipo 2n=46 seja caracteristico do rio Tieté. Uma hipotese
plausivel é que o citotipo 2n=48 cromossomos seja a forma residente do rio Mogi-Guagu ¢
que o citdtipo 2n=46 cromossomos seja uma forma invasora, proveniente de afluentes do rio
Tiet€. O mesmo raciocinio pode ser utilizado nas observagdes de Heras (1998), que encontrou
exemplares de 2n=46 cromossomos no rio Barra Funda, afluente do rio Grande.

Esta hipotese pode ser fortalecida pela freqiiéncia dos citétipos nos pontos de
coleta ao longo do rio Mogi-Guagu. Em Cachoeira de Emas, onde se encontra uma barreira
aparentemente eficiente contra a subida destes peixes (Pazza et al., 2005¢), a grande maioria
dos individuos analisados apresentou 46 cromossomos, além de espécimes com 2n=48
cromossomos ¢ algumas formas cariotipicas variantes. Entretanto, & montante (Ouro Fino —

MGQG) e a jusante (Barrinha — SP) de Cachoeira de Emas, a situagao se inverte. Em Barrinha, ha
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uma grande predominancia de individuos com 2n=48 cromossomos enquanto que, em Ouro
Fino, ndo foi verificada a ocorréncia do citotipo 2n=46 cromossomos (Pazza et al., 2005a). E
provavel que em uma regido entre Cachoeira de Emas e Barrinha esteja o ponto de invasdo de
espécimes provenientes do rio Tieté. Isto pode ter acontecido casualmente, por inundagdes
que temporariamente poderiam comunicar aguas de afluentes de ambos os rios, ou mesmo por
acao antropica.

E interessante observar que entre as populagdes com 2n=48 cromossomos, 0s
marcadores moleculares de ISSR identificaram um baixo Nm (0,3774), com pouca identidade
genética (0,7248) entre as populagdes de Ouro Fino e Barrinha. Além disso, os dendrogramas
de Neighbor-Joining, baseados nos indices de similaridade de Nei e Li (1979), e de maxima
parcimonia, obtidos com os marcadores moleculares de ISSR, agrupam os espécimes de
Barrinha em ramo separado, embora com baixos valores de “bootstrap” (Figuras 3.10-a ¢ b).
Tal diferenciacdo entre populagdes de um mesmo citotipo pode estar sendo influenciada pela
barragem de Cachoeira de Emas, dificultando o livre fluxo dos peixes ao longo do rio.

A ocorréncia de haplétipos de RFLP, compartilhados entre a populacdo de A.
fasciatus de Pirassununga (Cachoeira de Emas) e uma populacdo proveniente do rio Tieté
(Moysés e Almeida-Toledo, 2002), bem como o nimero de migrantes por geracdo (Nm),
obtidos por RAPD (5,7826) e ISSR (1,5868), indicam a ocorréncia de fluxo génico entre os
citotipos padrio, 2n=46 ¢ 2n=48 (Pazza et al., 2005¢), o que possibilitaria a formagdo de
hibridos ocasionais. E provavel que a divergéncia entre os dois citotipos nessas bacias seja

mais recente do que a separacdo com as populagdes do restante do Parana.

5.3 — Tracos cariotipicos conservados entre formas padrio
A conservagdo da localizacdo de sitios dos genes ribossomicos entre os

citotipos padrao pode ser um indicio de divergéncia recente entre os dois citdtipos, ou que ha
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pressoes seletivas que impedem que determinados rearranjos se fixem nas populagdes.
Alguns destes tracos parecem ser também conservados em outras espécies do género
Astyanax, como o sitio ribossdmico 5S proximal ao centromero em um par de cromossomos
metacéntricos (Almeida-Toledo et al., 2002b; Kavalco et al., 2004a). Outras caracteristicas
costumam ser menos conservadas entre os Astyanax, como a localizagdo dos sitios
ribossomicos 18S e a distribui¢do de blocos heterocromaticos.

Uma importante caracteristica conservada entre algumas espécies de Astyanax
¢ a presenca do DNA satélite As-51 (Mestriner et al., 2000; Mantovani et al., 2004; Kavalco
et al., 2005; Pazza et al., 2005b). Embora o nimero de cromossomos portadores deste satélite
varie entre as espécies, sua presenca pode representar uma caracteristica que estd sendo
conservada em um grupo com ancestralidade comum. Kavalco et al. (2005), sugeriram que a
presenga/auséncia deste DNA satélite entre as espécies de Astyanax, bem de blocos
heterocromaticos GC-ricos ¢ o numero ¢ localizagdo de sitios ribossomicos 5S fortalecem a
hipotese de que esse género ¢ polifilético (Weitzman e Malabarba, 1998). Por se tratar de uma
seqiiéncia com muita similaridade com um transposon (Mestriner et al., 2000), é plausivel que
grupos apresentando uma maior dispersdo deste DNA satélite sejam mais derivados em
relacdo a grupos com poucos cromossomos portadores. De qualquer forma, a grande
semelhanca na distribuicdo deste DNA satélite entre os dois citdtipos padrio refor¢a o

compartilhamento de uma condicao derivada.

5.4 — Consideracoes finais

O presente trabalho teve por objetivos contribuir para a analise da
biodiversidade em Astyanax fasciatus, particularmente no que se refere a bacia rio Mogi-
Guagu (SP). Embora os resultados obtidos tenham propiciado varias inferéncias possiveis a

respeito da problematica estudada, ¢ recomendavel que as hipdteses levantadas sejam
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posteriormente testadas, para que o panorama proposto sobre a evolucao desta espécie seja
ampliado e confirmado. Uma melhor caracterizagdo cariotipica de populagdes da bacia do rio
Paranapanema e do rio Grande forneceriam, de inicio, varias respostas. Além disso,
populacdes de bacias hidrograficas vizinhas também requerem uma melhor caracterizagdo
com novos marcadores citogenéticos. Adicionalmente, estudos de filogeografia, baseados em
seqiiéncias mitocondriais, amostrando diversas populagdes da bacia do alto rio Parana e

também vizinhas do rio Mogi-Guagu, seriam de excelente valia.
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ANEXO 1 - Padrdes eletroforéticos de RAPD de Astyanax fasciatus.

123 25 123 25

123 25 12 3 25

Padrdes eletroforéticos em gel de agarose de fragmentos de DNA polimoérficos amplificados ao acaso
(RAPD) por PCR. Primers: a) OPW4; b) OPW13; c) OPW16; d) OPX2; e) OPX4; f) OPX6; g) OPXT7;
h) OPX10; i) OPX15; j) OPX16. Colunas: 1 - marcador de peso molecular de 100 pb; 2 - controle
negativo; 3-25 - exemplares de Astyanax fasciatus.



ANEXO 2 - Padrdes eletroforéticos de ISSR de Astyanax fasciatus.

123 25

123 25 123 25

Padroes eletroforéticos em gel de agarose da amplificagdo por PCR de inter-sequéncias simples
repetidas (ISSR) . Primers: a) (GGAC),; b) (GGAC),A; ¢) (GGAC),C; d) (GGAC),T. Colunas:: 1 -
marcador de peso molecular de 100pb; 2 - controle negativo; 3-25 - exemplares de Astyanax fasciatus.
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