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RESUMO: Os peixes sdo considerados um excelente material para estudos citogenéticos por
apresentar um grande numero de variagdes cromossdmicas que identificam, em parte, a adaptabilidade
das espécies em diferentes ambientes. As espécies do género Astyanax demonstram ampla distribuicéo
geogréfica e dificil identificagdo a nivel especifico, devido as semelhancas morfoldgicas existentes
entre elas. Fato, que reforca a importancia de estudos sistematicos de grupos aparentemente
homogéneos que citogeneticamente podem ser considerados espécies distintas, embora a taxonomia
tradicional em alguns casos ndo acompanhe estas observacGes. Perante esta situacdo, o presente estudo
visou analisar e comparar citogeneticamente uma populacdo de Astyanax serratus (5 machos e 4
fémeas), coletados no rio Pintado, localizado em Porto Unido (SC) que é um afluente da bacia do Rio
Iguagu, tendo como recurso a citogenética classica. Os espécimes analisados tanto machos quanto
fémeas mantiveram a conservagdo do seu numero diploide de 50 cromossomos, e férmula cariotipica
(FC) composta por 4m+24sm+6st+16a e nimero fundamental (NF) = 84. Tais dados corroboram com
os verificados por Kantek et al. (2008) em estudos citogenético realizados com a mesma espécie no
Alto Iguagu. O bandamento-C revelou heterocromatina positiva localizada preferencialmente em
regides teloméricas no brago curto dos pares 16 e em um dos cromossomos do par 4 e brago longo dos
pares 15, 17, 19 e 22. Comparando com os resultados de Kantek et al. (2008) constatou-se marcacées
heterocrométicas semelhantes nos pares cromossdmicos 15, 19, 22. No entanto, a marcagdo
heterocromatica do par 16 em A. sp D (A. sp D foi descrito por Garavello e Sampaio em 2010 como A.
serratus) localizou-se na regido telomérica do braco longo, o que também ocorreu no par nimero 4 e
em apenas um dos cromossomos do par 17. Enquanto no presente estudo, o par 16 evidenciou
marcagOes na regido telomérica no braco curto e em apenas um dos cromossomos do par 4. No caso
do par 17, ambos 0s cromossomos apresentaram marcagdes heterocromaticas. Tais variacdes podem
ser atribuidas a polimorfismos, 0s quais sdo discutidos amplamente na literatura. Os dados
citogenéticos obtidos no presente estudo sdo importantes marcadores para a populagéo de A. serratus
do Rio Pintado, e a citogenética foi uma excelente ferramenta para caracterizar essa populagéo.
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INTRODUCAO

Os peixes representam mais da metade de toda a biodiversidade de vertebrados existentes
(POUGH, 2003). Distribuem-se por todos os ambientes marinhos e dulcicolas do planeta, com grande
representatividade na regido Neotropical que abriga cerca de um terco de toda a diversidade
ictinofaunistica (REIS, 2003). Tamanha fauna Neotropical deriva principalmente dos processos de
especiacdo que sofreram 0s representantes que compdem as principais ordens de peixes que habitam

essa regido: Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes (MALABARBA et al., 1998).
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Os peixes pertencentes a regido Neotropical expressam uma diversidade cromossdmica
elevada, com variagGes em nimero diploide, cromossomos sexuais, € Cromossomos Supranumerarios,
e muitos casos de variacdes estruturais chamados polimorfismos, que garantem em parte 0 sucesso
evolutivo do grupo (GARUTTI, 1998). Esse amplo registro de variagdes cromossémicas atrai o
interesse dos pesquisadores que encontram nesse grupo um excelente modelo de estudo sobre
variabilidade genética e evolu¢do (SANTOS, 2010).

Segundo Porto-Foresti et al. (2001), os estudos cromossémicos em peixes tém proporcionado
a compreensdo de uma série de mecanismos de diversificacdo gendmica, entre estes, 0s rearranjos
cromossémicos envolvidos na diversificagdo de géneros ou familias, na diferenciagdo de sistemas de
Cromossomaos sexuais, na origem e manutencao dos cromossomos B, além de outros.

A citogenética de peixes fornece dados importantes que corroboram em uma melhor
compreensdo das relacdes evolutivas entre os organismos, tornando os resultados dos estudos mais
conclusivos ao incluir dados sobre morfologia, biogeografia, comportamento e biologia das espécies
analisadas (ARTONI et al., 2000). Bertollo et al. (1986), discorrem ainda que a citogenética pode
representar um eficiente complemento nas investigacGes de taxonomia e sistematica, e tais estudos,
podem auxiliar na identificacdo de novas espécies ou na classificagdo de individuos taxonomicamente
problematicos.

Reis (2003), ao revisar dados cromossdmicos no género Astyanax, revelaram que ha uma
grande variedade cariotipica nas espécies que compdem esse género. Assim, estudos citogenéticos
nesse grupo torna-se interessante.

As espécies de peixes que compdem o género Astyanax, estdo alocados como Incertae Sedis
em Characidae, considerada a mais complexa e abundante familia da ordem Characiformes (BRITSKI
et al., 2007). Esse género de caracideo é bastante diverso, composto por mais de 150 espécies validas
(ESCHREMEYER, 2015) que estdo amplamente distribuidos na regido Neotropical (ALMEIDA,
2007).

Segundo Garutti (1995), Astyanax é um género complexo, podendo apresentar morfologia e
padrBes de coloracdo muito semelhantes entre as diferentes espécies. Segundo o mesmo autor,
classificar especificamente esse género é trabalhoso devido as similaridades morfoldgicas entre
diferentes individuos. A premissa nesse ponto revela-se em uma crescente necessidade de realizar
estudos sistematicos de grupos aparentemente homogéneos que geneticamente podem ser consideradas
espécies distintas do ponto de vista taxondmico (PAIZ, 2013).

Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi analisar os dados cariotipicos em espécimes da
populacdo de Astyanax serratus, provenientes do Rio Pintado, Porto Unido/Santa Catarina, para a

caracterizacao da populacao.
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MATERIAIS E METODOS

A érea de estudo foi o rio Pintado, com localiza¢do na cidade de Porto Unido — Santa Catarina
(26°16'41.66"S, 51°2'55.10"W) (Figura 1), o qual é um afluente da bacia do rio Iguacu. O local de
coleta onde os espécimes foram capturados é uma regido que apresenta mata nativa ao seu contorno o
gue torna o ambiente I8tico uma area com menos agentes que possam ser considerados estressores
para a biodiversidade local do ambiente.

Os espécimes de Astyanax serratus foram coletados com auxilio de vara de pesca. Os
individuos capturados foram transportados vivos, com auxilio de uma caixa de isopor contendo agua
do proprio rio, para o laboratério de Biologia Experimental da Universidade Estadual do Parana
Campus de Unido da Vitdria, e mantidos em aquarios aerados.

Em seguida, houve a realizacdo dos procedimentos de estimulagdo de metafases mitoticas e

técnicas decorrentes.

Figura 1. Mapa da bacia hidrogréfica do rio Iguagu, Parana e Santa Catarina, Brasil, em destaque (¢) o
rio Pintado localizado no municipio de Porto Unido (e). Fonte: Google Maps.

Espécimes de Astyanax serratus
Foram analisados 5 machos e 4 fémeas de A. serratus (Figura 2) provenientes do Rio Pintado.

Os espécimes foram identificados e depositados na colecdo Ictiologica do Ndcleo de Pesquisas de
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Limnologia, Ictiologia e Aquicultura — NUPELIA (NUP 16890), da Universidade Estadual de Maringa
(Parana, Brasil).

Figura 2. Exemplar de Astyanax serratus, coletados no rio Pintado, pertencente a bacia hidrogréfica do
rio Iguacu, Santa Catarina, Brasil.
Técnicas
Antes do sacrificio dos animais, os mesmos foram anestesiados com o6leo de cravo. As
técnicas utilizadas foram a coloragdo convencional ou Giemsa e a técnica de marcacdo da

heterocromatina constitutiva ou Banda C.

Procedimentos
Obtencéo de cromossomos mitéticos segundo Bertollo e colaboradores (1986)

Injetar intra-abdominalmente no animal uma solugdo aquosa de Colchicina 0,025%, na
proporcdo de 1 mL/100g de peso. Manter o peixe em aquario bem aerado entre 50 e 60 minutos.
Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo 6leo de cravo diluido a 0,01%,
sacrificando-o em seguida. Retirar uma pequena porcéo do rim anterior, transferindo-a para cerca de
10 mL de solucéo hipotdnica (KCI 0,075M), dissociando as células com uma seringa desprovida de
agulha. Incubar em estufa a 37°C durante 25-30 minutos. Resuspender o material com o auxilio de
uma pipeta Pasteur de vidro, colocando-o em um tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de
tecidos ndo desfeitos. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de &cido
acético glacial), recém preparado, resuspendendo o material repetidas vezes.
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Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta
Pasteur. Adicionar 5-7 mL do mesmo fixador, resuspender bem o material e centrifugar por mais 10
minutos, a 900 rpm. Repetir o Ultimo passo. Descartar o material sobrenadante e adicionar quantidade
suficiente de metanol para que se tenha uma suspensdo celular moderadamente concentrada
(geralmente de 0,5 a 1,0 mL) e resuspender bem o material. Acondicionar em tubos do tipo
“eppendorfs”. Nesta etapa, 0 material serd armazenado em freezer, para posterior utilizacdo.

Para o preparo das laminas, primeiramente, estas foram devidamente limpas e incubadas em
um béquer contendo 4gua a uma temperatura de aproximadamente 60°C. Posteriormente, o material
armazenado em “eppendorfs” sera retirado do freezer, resuspendido e com o auxilio de um conta-gotas
e serdo pingadas duas gotas na lamina.

Apbs as laminas secarem em temperatura ambiente, serdo coradas com Giemsa diluida em
tampéo fosfato (pH 6,8) a 5%. O corante preparado sera colocado sobre as ldminas cobrindo toda a sua
extensdo, permanecendo por 10 minutos. Em seguida, seu excesso sera retirado com agua corrente e

entdo apds secar a lamina, estas serdo analisadas junto ao microscopio.

Detecgéo de heterocromatina constitutiva segundo Sumner (1972)

Tratar a lamina ja contendo as gotas do material para analise, com HCIl em temperatura
ambiente em estufa, por 15 minutos. Lavar a lamina em &gua corrente e secar ao ar. Incubar em
solucdo salina de 2xSSC, a 60°C em banho-maria por 15 minutos. Lavar em agua corrente e secar ao
ar. Incubar a lamina por 30 segundos em solucdo de hidroxido de bario Ba(OH),, em banho-maria a
42°C, com o Ba(OH), sendo recém preparado e filtrado. Lavar a lamina rapidamente em solucéo de
HCI, e depois em &gua deionizavel, deixar secar ao ar. Incubar a lamina em solucéo salina de 2xSSC a
60°C, por 1 hora. Lavar em &gua corrente e secar ao ar. Corar com Giemsa 5% durante 5-10 minutos.

Lavar em &gua corrente.

Montagem dos Cari6tipos

As preparacfes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio de campo
claro Olympus Bx41. As imagens foram capturadas com utilizacdo do software Image Pro Plus — Cool
SNAP-pro (Media Cybernetic) em Cémara de Captura Olympus DP71 12 mp no Laboratério de
Citogenética Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Parana. As fotografias dos
cromossomos foram recortadas no programa Adobe Photoshop CS5 e em seguida os homologos
pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico). A
classificagdo cromossdmica adotada foi a proposta por Levan et al., (1964) e revista por Guerra (1986)

onde o limite de relacdo de bracos (RB), braco maior/braco menor, estabelecido é o seguinte:
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RB= 1,00 - 1,70 / metacéntrico (m);

RB= 1,71 - 3,00 / submetacéntrico (sm);

RB= 3,01 - 7,00 / subtelocéntrico (st);

RB= maior que 7,00 / acrocéntrico (a).

Na determinacdo do numero fundamental (NF), 0s cromossomos metacéntricos,

submetacéntricos e subtelocéntricos serdo considerados com 2 bra¢os cromossémicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Astyanax apresenta uma ampla variedade cariotipica, seja quanto ao nimero ou
estrutura cromossdmica. Neste género, existe uma variacdo de 2n=36 cromossomos em Astyanax
schubarti (MORELLI et al., 1983) até 2n= 50 cromossomos, considerado o nimero modal para a
maiorias das espécies de Astyanax (PAZZA e KAVALCO, 2007), como o observado para machos e
fémeas da populacéo de Astyanax serratus do rio Pintado (Porto Unido/SC) analisados (Figura 3A).

Segundo Artoni e Matiello (2003), a ordem Characiformes exibe um padréo de diversificacdo
cromossOmica alta, com especial atencdo a familia Characidae, que tem uma grande variabilidade
interpopulacional quanto ao nimero e estrutura cromossdmica, provavelmente, pelo estilo de vida
mais sedentario, propiciando a diversificacdo entre populacdes isoladas. Apesar da diversidade
cariotipica da familia Characidae, 0 género Astyanax apresenta caracteristicas ancestrais dos
caracideos, como o nimero dipl6ide de 50 cromossomos e 0 primeiro par de metacéntricos como o
maior do complemento (KANTEK, 2005). O primeiro par cromossémico é do tipo metacéntrico
grande, caracteristico da familia (MORELLI et al., 1983; PORTELLA et al., 1988), o qual ocorre no
cariotipo de Astyanax serratus o qual compartilha essas duas semelhangas cariotipicas com outras
espécies do género.

A populagdo de Astyanax serratus do rio Pintado (Porto Uni&do/SC) revelou a férmula
cariotipica (FC) composta por 4 cromossomos metacéntricos, 24 cromossomos metacéntricos, 6
cromossomos subtelocéntricos e 16 cromossomos acrocéntrico e numero fundamental (NF) = 84
(Figura 3A). Resultados semelhantes observados para a populacdo de Astyanax sp D proveniente da
regido do Alto Iguagu, PR (KANTEK et al., 2008). Astyanax sp D foi estudada taxonomicamente por
Garavello e Sampaio (2010) e foi nomeada como Astyanax serratus, uma espécie endémica do Rio
Iguacu.

O bandamento-C revelou heterocromatina positiva localizada preferencialmente em regides
teloméricas no brago curto dos pares 16 e em um dos cromossomos do par 4 e braco longo dos pares
15, 17, 19 e 22 (Figura 3B). Kantek et al. (2008), verificaram marcacdes heterocrométicas semelhantes

nos pares cromossdmicos 15, 19, 22, considerando o seu estudo abordaram variagdes interindividuais
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de heterocromatica em A. sp D. No entanto, a marcacdo heterocromatica do par 16 em A. sp D
localizou-se na regido telomérica do braco longo, o que também ocorreu no par nimero 4 e em apenas
um dos cromossomos do par 17. Enquanto no presente estudo, o par 16 evidenciou marcacGes na
regido telomérica no braco curto e em apenas um dos cromossomos do par 4. No caso do par 17,
ambos 0s cromossomos apresentaram marcacdes heterocromaticas. As variagGes de localizacdo e
guantidade de heterocromatina constitutiva podem ser atribuidas a polimorfismos, os quais sdo

discutidos amplamente por Mantovani et al. (2000).
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Figura 3. Astyanax serratus, coletados no rio Pintado, pertencente a bacia hidrogréfica do rio Iguacu,
Santa Catarina, Brasil. (A) Corado com Giemsa e (B) bandeamento C. Legenda: a barra corresponde a
10um, m (metacéntrico), sm (submetacéntrico), st (subtelocéntricos) e a (acrocéntrico).

Nos Characidae, a especiagcdo por alopatria é apontada como o provavel mecanismo gerador

de diversidade entre grupos, assim como o0 que ocorre em regides montanhosas, onde 0s sistemas
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hidricos apresentam-se limitados geograficamente por elevagbes (FUTUYMA, 1997). De uma forma
geral, os peixes representam um grupo cujo deslocamento é restrito em sua bacia, uma vez que, para
praticamente todos 0s grupos, percursos de terra seca representam barreiras intransponiveis, limitando
a troca de genes por fatores geograficos, embora a mesma calha dos grandes rios possa ser um divisor
efetivo para a fauna das cabeceiras (KAVALCO e MOREIRA-FILHO, 2003). O principal habitat de
Astyanax serratus segundo Sampaio (1998), sdo as cabeceiras de pequenos rios, caracteristica que
favorece a ocorréncia de diferenciacdo cromossdmica e morfoldgica entre as pequenas populagdes

assim isoladas.

CONSIDERAC}OES FINAIS

A citogenética de peixes € uma ciéncia que tém alcangado resultados que auxiliam na
compreensdo de diversos mecanismos de diversificacdo genémica dentro dos grupos o que torna 0s
resultados das pesquisas mais conclusivas ao incluir dados genéticos em seus estudos. Dessa forma, 0s
dados citogenéticos obtidos no presente estudo sdo importantes marcadores para a populacdo de A.
serratus provenientes do Rio Pintado (SC) que pode apresentar a formacéo de isolados populacionais

causando eventos de especiagéo.
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