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RESUMO

O género Astyanax atualmente € visto como um grupo com incertezas filogenéticas,
configurando-se até o presente momento como polifilético dentro da familia Characidae.
Atualmente, sdo descritas aproximadamente 150 espécies no género, e este se distribui
sobre a regido Neotropical com ocorréncias desde o sul dos Estados Unidos até a regido
da Patagbnica na Argentina. Dentro da regido de ocorréncia o género apresenta
espécies com 2n = 36 cromossomos apenas para Astyanax schubarti e Astyanax
correntinus, 2n = 46 para, por exemplo, Astyanax fasciatus, 2n = 48 para Astyanax
marionae, 2n = 50 para Astyanax altiparanae, e 2n = 52 para Astyanax sp. Visto que o
grupo apresenta variagfes significantes no namero diploide, este trabalho teve como
principal objetivo estudar o mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos numa
abordagem evolutiva. Nove espécies de Astyanax foram analisadas: A. altiparanae e A.
schubarti provenientes da bacia do rio Piracicaba (SP), A. abramis, A. asuncionensis e
A. marionae provenientes da bacia do rio Paraguai (MT), A. bockmanni proveniente da
bacia do rio Iguatemi (MS), A. eigenmanniorum e A. mexicanus provenientes de loja de
aquério, e diferentes populagbes de A. fasciatus provenientes da bacia do rio
Corumbatai (SP). Para tanto, foram mapeados os genes de RNAr (18S e 5S), histona
H3, RNAsn U2, microssatélites e DNA telomérico. Ainda, foram realizados estudos
envolvendo técnicas classicas de citogenética (Ag-NOR, banda-C e coloragdo com
CMA:/DAPI) e estudos do relégio molecular utilizando o gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade | (COI). S&o discutidos, ainda, parametros da evolugdo
cromossdmica e hip6teses sobre eventos particulares (cromossdmicos e evolutivos) no

grupo Astyanax.

Palavras-chave: DNA repetitivo, evolucdo cariotipica, FISH, relégio molecular,

citocromo c oxidase I.



ABSTRACT

The genus Astyanax is currently seen as a group with phylogenetic confusion, setting up
to date as polyphyletic within the family Characidae. Currently, there are about 150
described species in the genus, and this is distributed on the Neotropical region from the
southern United States to the region of Patagonia in Argentina. Within the region of
occurrence of the genus shows species with 2n = 36 chromosomes only Astyanax
schubarti and Astyanax correntinus, 2n = 46, for example, to Astyanax fasciatus, 2n =
48 to Astyanax marionae, 2n = 50 to Astyanax altiparanae, and 2n = 52 to Astyanax sp.
Since the group presents significant variations in the diploid number, this work focused
primarily on the study of chromosomal mapping of repetitive DNAs with an evolutionary
approach. Nine species of Astyanax were examined: A. altiparanae and A. schubarti
from the Piracicaba River basin (SP), A. abramis, A. asuncionensis and A. marionae
from the Paraguay River basin (MT), A. bockmanni from the Iguatemi River basin (MS),
A. eigenmanniorum and A. mexicanus from the aquarium store, and A. fasciatus from
the Corumbatai River basin (SP). Therefore, the genes mapped were rRNA (18S and
5S), histone H3, U2 snRNA, microsatellites and telomeric DNA. Further, studies were
conducted involving classical cytogenetic techniques (Ag-NOR, C-band and staining with
CMA3/DAPI) and the molecular clock using the mitochondrial gene cytochrome c oxidase
subunit | (COI). Are also discussed, parameters of chromosomal evolution and
hypothesis about particular events (chromosomal and evolutionary) in the group

Astyanax.

Keywords: repetitive DNA, karyotype evolution, FISH, molecular clock, cytochrome ¢

oxidase I.
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INTRODUCAO 2

1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes filogenéticas e taxondmicas do grupo incertae sedis em

Characidae

Dentro da ordem Characiformes a familia Characidae é o grupo com maior nimero de
espécies. De acordo com Eschmeyer e Fong (2016) sdo 12 subfamilias e mais trés clados
(Astyanax, Jupiaba e Nematobrycon) e 1350 espécies, sendo destas 1103 consideradas
validas. Seus representantes estdo presentes em diversos ambientes de agua doce e
distribuem-se no continente Americano desde o Texas e o Novo México nos Estados Unidos
até o norte da Patagonia na Argentina (PAGE, BURR, 1991; ALMIRON et al., 1997).

A familia Characidae apresenta peixes de pequeno e médio portes, como por exemplo
exemplares do género Astyanax. Ao longo dos anos, muitos integrantes dessa familia
sofreram modificagbes na sua classificacdo. Sabe-se que as relacdes filogenéticas entre
varios membros do grupo séo incertas, no aspecto de representarem um grupo polifilético, o
gue é muito discutido até o presente momento.

A subfamilia Tetragonopterinae, antes considerada como a subfamilia com o maior
ntmero de espécies em Characidae (GERY, 1977), foi considerada como um grupo polifilético
por Lima et al. (2003). A partir de entdo, somente o género Tetragonopterus foi mantido na
subfamilia e todos os demais géneros de Tetragonopterinae foram alocados em incertae sedis
dentro de Characidae (LIMA et al., 2003).

Entre os géneros alocados em incertae sedis estdo alguns dos grupos com maior
namero de espécies e taxonomicamente confusos de Characidae, como Hyphessobrycon
(aproximadamente 170 espécies), Astyanax (aproximadamente 150 espécies), Moenkhausia
(aproximadamente 90 espécies), Bryconamericus (aproximadamente 75 espécies),
Hemigrammus (aproximadamente 70 espécies), entre outros (ESCHMEYER et al., 2016). Por
outro lado, estudos recentes propdem hipoteses que levam a incerteza da manutencdo de

alguns géneros em incertae sedis, como € o caso do género Bryconamericus, que foi alocado
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em incertae sedis por Lima et al. (2003), mas que em estudos envolvendo dados moleculares,
foi considerado polifilético, porém pertencente a subfamilia Stevardiinae em Characidae
(OLIVEIRA et al., 2011; THOMAZ et al., 2015).

Por outro lado, estudos com analises de sequéncias de DNA reforcam a ideia de que
Astyanax ndo é um grupo natural dentro de Characidae (OLIVEIRA et al., 2011). Outros
estudos, com base em analise de caracteres morfoldgicos, também tém apontado para o fato
de que Astyanax seja um grupo polifilético em Characidae (MIRANDE, 2009; 2010;

JAVONILLO et al., 2010).

1.2. Histéria evolutiva e biogeografica do género Astyanax

O género Astyanax € um bom modelo para investigar a importancia relativa de padrbes
biogeogréficos de vicariancia e dispersdo (ORNELAS-GARCIA et al., 2008). Isto pode ser
facilmente entendido, pois o género é amplamente distribuido na regido Neotropical
(MARINHO, LIMA, 2009), apresentando alta plasticidade fenotipica e capacidade de
adaptacdo a diversos habitats (LOZANO-VILANO, CONTRERAS-BALDERAS, 1990;
JEFFERY, 2001; DOWLING et al., 2002; STRECKER et al., 2003 apud ORNELAS-GARCIA

et al., 2008).

A regido Neotropical, que compreende desde o México até o sul da América do Sul, é
uma regido com grande potencial e constantes avangos em estudos envolvendo a
biogeografia histérica, visto que esta se configura como um territério com grande
biodiversidade (GOLDANI, 2012).

Dentro da regido Neotropical, a Mesoamérica € uma das mais complexas areas
biogeograficas no mundo (CONTRERAS-BALDERAS, LOZANO-VILANO, 1996; MORRONE,
2002; ZALDIVAR-RIVERON et al., 2004, DOMINGUEZ-DOMINGUEZ et al., 2006;
HUIDOBRO et al., 2006 apud ORNELAS-GARCIA et al., 2008). Coloniza¢bes mais recentes

da Mesoamérica por peixes primarios de agua doce (peixes que nao toleram a salinidade da
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agua marinha) através do Estreito do Panamé foram evidenciadas por estudos filogeograficos
de caracideos (por exemplo, Brycon, Bryconamericus, Eretmobrycon e Cyphocharax). Esses
estudos indicam vérias ondas de expansdo rapida da América do Sul durante o Plioceno
(aproximadamente 3,3 milhdes de anos atrds — Ma) (REEVES, BERMINGHAM, 2006 apud
ORNELAS-GARCIA et al., 2008).

O encerramento do Estreito do Panama, no Plioceno (~3,3 Ma), tém sido postulado
como uma das causas mais importantes do intercambio da fauna entre as regifes Neartica e
Neotropical (BUSSING, 1985 apud ORNELAS-GARCIA et al., 2008). As mudancas climaticas
também sdo colocadas em pauta para a explicagdo da distribuicdo da fauna de peixes da
Mesoamérica (REEVES, BERMINGHAM, 2006 apud ORNELAS-GARCIA et al., 2008).
Segundo Reeves e Bermingham (2006) e Strecker et al. (2004) apud Ornelas-Garcia et al.
(2008), o fechamento do Estreito do Panam@, aproximadamente 3,3 Ma, forneceu a primeira
oportunidade para colonizacdo da Ameérica Central por peixes da América do Sul.

De acordo com Strecker et al. (2004) a ictiofauna primaria de dgua doce da América
Central é pobre, provavelmente, por causa da origem geoldgica tardia da maioria das partes
desta regido geogréfica e sua longa separacdo da América do Sul. Segundo os autores, 0s
Unicos grupos de peixes neotropicais a chegarem a América do Norte séo representados por
espécies do género Rhamdia e espécies do “complexo Astyanax fasciatus”.

Um padréo filogeogréafico de estruturacao norte-sul da regido da Mesoamérica foi
proposto por Ornelas-Garcia et al. (2008). Segundo os autores, os grupos filogenéticos de
Astyanax (Mesoameérica), geralmente, ndo sdo sobrepostos, com excecdo dos grupos |
(México e América Central superior) e Il (centro da América Central), que se sobrep6em na
parte superior da bacia do Polochic da Guatemala, e grupos Il e Il (baixa América Central —
inclui populacdes de A. fasciatus das bacias Ciruelas e Chires sobre a inclinagcao do Pacifico
da Costa Rica), que se sobrepdem na bacia do Ciruelas da Costa Rica (ver mapa da Figura
1). Entretanto, Ornelas-Garcia et al. (2008) concordam com a hip6tese amplamente aceita de
uma origem sul-americana para as espécies de Astyanax e outros caracideos da América

Central (GAYET et al., 2001; CALCAGNOTTO et al., 2005; REEVES, BERMINGHAM, 2006).
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Poucos estudos neste sentido sdo explorados para o género Astyanax, porém sabe-
se gque eventos geoldgicos e climéaticos contribuiram muito para a colonizagdo de espécies
deste género da América do Sul para a América Central. Em suma, é aceitavel que, como dito
anteriormente por alguns autores, o género Astyanax, assim como outros membros de
Characidae, tiveram sua origem na América do Sul, porém néo é muito discutido naliteratura

a biogeografia e a historia evolutiva de Astyanax na América do Sul.

. Sistema hidrografico - Sistema hidrografico
do rio Ciruelas

do rio Polochic

México

Guatemala

4

Figura 1. Mapa das localiza¢cbes hidrograficas Mesoamericanas das sobreposi¢cdes dos

grupos filogenéticos de Astyanax (Grupos |, Il e Ill) propostos por Ornelas-Gracia et al. (2008).
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1.3. O primeiro par metacéntrico como marcador cromossdmico

Uma caracteristica marcante compartilhada por muitas espécies de Characidae é o
primeiro par cromossOmico metacéntrico maior do que os demais cromossomos do
complemento A (SCHEEL, 1973). A partir desse trabalho, a constatacao foi corroborada por
diferentes autores, tais como Salvador e Moreira-Filho (1992), Maistro et al. (1992), Margarido
e Galetti (1996), Vicente et al. (1996), sendo este conhecimento, hoje, amplamente difundido
e observado em Characidae.

Dentro de incertae sedis o primeiro par grande é compartilhado também entre a maioria
das espécies, com algumas excec¢des. Por exemplo, em Hyphessobrycon as espécies com
2n =50 cromossomos possuem o0 primeiro par metacéntrico grande, como observado para as
espécies Hyphessobrycon anisitsi, Hyphessobrycon leutkenii e Hyphessobrycon reticulatus
(MENDES et al., 2011; CARVALHO et al., 2002). Porém, a espécie Hyphessobrycon eques
com 2n = 52 cromossomos, por mais que apresente o par metacéntrico maior que os demais
cromossomos, este par nao é tdo notavel como o par marcador de H. anisitsi, H. leutkenii e
H. reticulatus, pelo menos considerando o tamanho do primeiro par em relacdo aos demais
Cromossomos.

Nos géneros Moenkausia e Hemigrammus (também incertae sedis) a caracteristica
marcante do primeiro par metacéntrico relativamente maior que os demais cromossomos
também € aplicada aos cromossomos das poucas espécies analisadas citogeneticamente
descritas na literatura, tais como Moenkhausia sanctaefilomenae (PORTELA-CASTRO et al.,
2001), Moenkhausia oligolepis (SANTOS, 2010), e Hemigrammus marginatus (GUIDINI,
2007).

Outro género de incertae sedis que apresenta algumas peculiaridades no que diz
respeito ao par marcador metacéntrico de Characidae, é Astyanax. Neste género o nimero
diploide varia de 2n = 36 a 2n = 52 cromossomos, sendo 0 mais frequente o numero diploide
2n = 50 cromossomos. Nas espécies deste género o par marcador de Characidae é

compartilhado por todas as espécies analisadas do ponto de vista citogenético, independente
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da variagdo numérica cromossdmica, ressalvando que em Astyanax schubarti e Astyanax
correntinus (Unicas espécies de Astyanax com numero diploide 2n = 36), o par marcador de
Characidae € o segundo par metacéntrico grande do cari6tipo, considerando que A. schubarti
possui um primeiro par metacéntrico ainda maior do que o primeiro par marcador de
Characidae (DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO, 2001) e A. correntinus possui um par
submetacéntrico maior do que todos os demais cromossomos (PAIZ et al., 2015).

Os cromossomos de A. schubarti e A. altiparanae foram analisados por Daniel-Silvae
Almeida-Toledo (2005) apds a incorporacdo do analogo de base 5-Bromodeoxiuridina (5-
BrdU) que constataram que alguns cromossomos apresentavam homeologias. Um exemplo
€ o0 cromossomo 1 de A. schubarti que corresponde aos cromossomos 3 e 14 de A. altiparanae
(o cromossomo 14 de A. altiparanae corresponde ao brago curto do cromossomo 1 de A.
schubatrti, e 0 cromossomo 3 de A. altiparanae corresponde ao braco longo do cromossomo
1 de A. schubarti). Outro exemplo é o cromossomo 2 de A. schubarti que corresponde,
inteiramente, ao cromossomo 1 de A. atiparanae.

Esta caracteristica cromossémica (primeiro par cromossémico metacéntico grande)
tdo pouco explorada em Astyanax desde os primeiros estudos citogenéticos entre as décadas
de 1970 e 1980, reforca a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a evolugéo dos

Cromossomos no grupo.

1.4. Consideracfes sobre as variacGes do niumero diploide e alguns exemplos de

estudos cromossdmicos revelados por técnicas classicas no género Astyanax

Estudos citogenéticos sobre o género Astyanax tém mostrado consideravel variacdo
do numero diploide, desde 2n = 36 cromossomos, por exemplo, para A. schubarti (Morelli et
al., 1983), 2n = 46 para Astyanax fasciatus (FERREIRA-NETO et al., 2012), 2n = 48 para
Astyanax scabripinnis (FERNANDES, MARTINS-SANTOS, 2003), 2n = 50 para a maioria das

espécies, como para A. altiparanae e Astyanax bockmanni (FERNANDES, MARTINS-



INTRODUCAO 8

SANTOS, 2004; KAVALCO et al., 2009), e recentemente foi descrito um cariotipo com 2n =
52 no género para Astyanax sp. (TENORIO et al., 2013).

Além da variacdo do numero diploide, véarias férmulas cariotipicas sdo descritas para
as diferentes espécies e popula¢des de uma mesma espécie do género. Como exemplo tem-
se o0 estudo de Medrado et al. (2008), no qual trés populacdes de A. fasciatus pertencentesa
diferentes bacias hidrograficas no estado da Bahia apresentaram numero diploide de 2n =48
cromossomos e trés férmulas cariotipicas diferentes, sugerindo a ocorréncia de um complexo
de espécies.

Complexos de espécies sdo comuns em Astyanax, por exemplo o0 “complexo Astyanax
scabripinnis” sugerido por Moreira-Filho e Bertollo (1991) no qual o numero diploide varia em
2n=46, 2n=48 e 2n=50 cromossomos, € 0 “complexo Astyanax fasciatus” onde numero pode
variar desde 2n=45 a 2n=50 cromossomos (CENTOFANTE et al.,, 2003), podendo estes
apresentarem ou ndo cromossomos supranumeréarios (NEO et al., 2000a,b ; FERREIRA-
NETO et al., 2012).

A distribuicAo da macroestrutura da heterocromatina € bem estudada no género
Astyanax. Por exemplo, Fernandes e Martins-Santos (2003) analisaram duas populacdes de
A. scabripinnis da bacia do rio Ivai (estado do Parand, Brasil) e observaram um padré&o similar
de distribuicdo da heterocromatina constitutiva entre as duas populacdes, porém foi notada
uma variacao inter e intraindividual de blocos heterocrométicos. Segundo os autores, blocos
grandes e fortemente corados foram observados nas regides teloméricas em cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos. Mantovani et al. (2000) também relataram um similar
polimorfismo interindividual em populacdes de A. scabripinnis provenientes dos corregos
Centenario e Marrecas (bacia do rio Paranapanema). Outras populacbes também
apresentaram variacdo inter e intraindividual de blocos de heterocromatina assim como
diferentes numeros de cromossomos Ag-positivos (por exemplo, MANTOVANI et al., 2004;
FERNANDES, MARTINS-SANTOS, 2006; MEDRADO et al., 2008)

As regides organizadoras de nucléolo (RONs) séo estudadas amplamente no género,

apresentando variacdes de numeros e posicdes. Medrado et al. (2008), por exemplo,
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relataram para trés populacdes de A. fasciatus, pertencentes a rios de bacias da regiédo
nordeste do Brasil, trés padroes de marcacdes Ag-RONs. Os autores descrevem que a
populacgéo do rio Contas apresentou marcacao ha posicao terminal do braco longo de um par
subtelocéntrico e outro submetacéntrico, além de uma marcagao na posi¢ao terminal do brago
curto de um par metacéntrico. No entanto, as outras duas popula¢des do rio Preto da Costa
e corrego Mineiro apresentaram um par subtelocéntrico impregnado pelo ion prata, sendo que
0 mesmo parece ser o par Ag-RON principal (MEDRADO et al., 2008). Outros autores,
relataram variagbes em numero inter e intraindividual de cromossomos Ag-RONs marcados
nas posi¢cdes teloméricas para A. paranae e A. scabripinnis (VICARI et al., 2008a).

Regides ricas em bases GC, as quais geralmente estdo localizadas em segmentos
heterocroméaticos e/ou marcam regibes Ag-RONSs, também sao estudadas para espécies de
Astyanax atraveés da coloragdo por cromomicina Az (CMAs). De acordo com Fernandes e
Martins-Santos (2004), duas populacdes de A. altiparanae (uma dos rio Parana e outra do rio
dos indios) apresentaram dois padrées de localizacdo de regides GC-ricas: a populacdo do
rio dos indios mostraram que a maioria dos cromossomos das Ag-RONs eram ricos em bases
GC (dos 10 cromossomos com marcacdes Ag-RONs, sete cromossomos maostraram
marcagbes GC-ricas), enquanto que a populagdo do rio Parana mostrou que além dos
cromossomos Ag-RONSs, outros cromossomos apresentaram regifes ricas em bases GC (o
brago curto do par 20, o qual é Ag-RON e heterocromético, e mais trés cromossomos que nao
sdo Ag-RONs e nem heterocrométicos). Esses sé@o alguns exemplos de variacdes de
localizagdo e posicdo da macroestrutura da heterocromatina, das RONs e de sitios CMAg,
porém, varios outros trabalhos demonstram que condi¢cdes cromossémicas polimorficas séo

comuns para as espeécies de Astyanax.

1.5. Cromossomos supranumerarios e suas caracteristicas em Astyanax

Cromossomos atipicos que ndo fazem parte do complemento A sdo denominados

cromossomos Bs, supernumerérios, supranumerérios ou cromossomaos extras. A ocorréncia
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desse tipo de cromossomo entre os individuos de uma populacdo pode ser esporadica ou ser
comumente encontrada para muitos representantes, podendo mostrar uma alta frequéncia
entre os integrantes da populacdo. E possivel encontrar também variagdes em relacéo a
morfologia, tamanho e nimero desse tipo de cromossomos (PAULS e BERTOLLO, 1983,
1990; VENERE et al., 1999; CAVALLARO et al., 2000; FERNANDES e MARTINS-SANTOS
2005; ARTONI et al., 2006).

Com relacdo a morfologia, os cromossomos supranumerarios podem diferir entre os
individuos de uma mesma espécie. Fernandes e Martins-Santos (2005) ao analisarem
citogeneticamente exemplares de A. scabripinnis do cérrego Tatupeba, bacia do rio Ivai,
encontraram trés citétipos distintos referentes a presenca de cromossomos supranumerarios.
No primeiro citétipo os individuos exibiram um macrocromossomo B do tipo metacéntrico
totalmente heterocromatico, no segundo citétipo os individuos portavam macrocromossomos
B dos tipos metacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico, parcialmente heterocromaticos, e no
terceiro cittipo os exemplares apresentaram macrocromossomos B dos tipos metacéntrico e
acrocéntrico, também parcialmente heterocromaticos.

Relacionado ao tamanho, os cromossomos supranumerarios exibem notavel variagéo
no género Astyanax, apresentando macromossomos B (MAISTRO et al., 1992; VICENTE et
al., 1996; MOREIRA-FILHO et al., 2001; FERRO et al., 2003) bem como microcromossomos
B (STANGE; ALMEIDA-TOLEDO, 1993; KAVALCO; ALMEIDA-TOLEDO, 2007; HASHIMOTO
et al., 2008).

Os cromossomos B também podem variar em ndmero nas espécies do género
Astyanax. Inicialmente, os cromossomos B foram estudados em A. scabripinnis a qual
apresentou populacdes com zero, um ou dois cromossomos extras (ROCON-STANGE;
ALMEIDA-TOLEDO, 1993; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997; NEO et al., 2000a, b;
FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2005).

Apesar do aumento das informac6es disponiveis sobre a morfologia, heranca,
estrutura e outros aspectos relacionados aos cromossomos B em peixes, a exata origem e

significado funcional desses elementos gendmicos ainda permanece desconhecida
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(SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992; PORTO-FORESTI et al., 1997; JESUS et al., 2003;
ARTONI et al., 2006), portanto hip6teses tém sido propostas para explicacao de tal elemento
no genoma. Uma delas foi proposta por Salvador e Moreira-Filho (1992), os quais realizaram
o0 estudo da origem dos cromossomos supranumerarios em uma populacgéo de A. scabripinnis,
proveniente do municipio de Campos do Jordao e, segundo os autores, o elemento B nessa
populacdo poderia estar associado a ndo-disjuncdo mitética do primeiro par metacéntrico
durante a divisdo celular, seguida por um processo de heterocromatizacdo total ou parcial
desse cromossomo extra.

Outros autores tém proposto a origem de cromossomos B a partir da formacéo de
isocromossomos. Ao estudarem a espécie A. scabripinnis, Mestriner et al. (2000) detectaram
a presenca de sequéncias repetitivas (As51), também detectadas sobre cromossomos do
complemento A, em ambos os bracos do cromossomo B, reforcando, dessa forma,
argumentos favoraveis sobre a hip6tese de origem desses macrocromossomos extras pela
formacéo de isocromossomos.

Apesar da tendéncia de citar a espécie A. scabripinnis como um modelo de estudo
para cromossomos B em peixes, provavelmente devido ao nimero de estudos descritos
disponiveis sobre a mesma, outras espécies do género Astyanax também apresentam
cromossomos B em seus complementos. Por exemplo, Torres-Mariano e Morelli (2008)
relataram a ocorréncia de cromossomos supernumerarios em Astyanax eigenmanniorum,
Hashimoto et al. (2008) relataram a presenga de cromossomos extras nos complementos de
A. altiparanae, Daniel et al. (2012) em A. bockmanni e Silva et al. (2014) em Astyanax
paranae.

Em um estudo recente, realizado em A. paranae por Silva et al. (2014), foi discutido
gue a hipétese para origem dos cromossomos Bs (um cromossomo grande metacéntrico e
um cromossomo grande submetacéntrico) seria através de isocromossomos, uma vez que 0S
autores verificaram que os dois bracos cromossdémicos tiveram marcacfes com sondas
obtidas por microdissec¢do cromossdmica de um Unico bra¢o do cromossomo B metacéntrico

grande. Segundo os autores foram identificados ainda, através do mapeamento de DNA
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repetitivo (DNAr 18S e genes de Histonas), os provaveis pares do complemento A que
originaram estes cromossomos Bs (pares 2 e 23).

Por fim, grandes esforcos tém sido realizados na tentativa de entender a origem dos
cromossomos B e explicar possiveis fungdes no genoma, porém, é notavel que estes

elementos ndo possuem uma origem ou funcdo comum para os diferentes organismos.

1.6. Localizagdo cromossO6mica de sequéncias repetitivas no taxon

O género Astyanax é o grupo mais estudado citogeneticamente entre os incertae
sedis. Dentre as espécies do grupo extensivamente estudadas estdo A. altiparanae, A.
scabripinnis e A. fasciatus e uma das sequéncias repetitivas mais estudadas nesse grupo € a
do DNA ribossomal (DNAr) 18S, parte da familia multigénica do DNAr 45S.

A sequéncia do rDNA 18S apresenta variedade de localiza¢gdes cromossémicas em
Astyanax, principalmente entre as populagbes de uma mesma espécie. Por exemplo,
Fernandes e Martins-Santos (2006) relataram para quatro populacdes de A. altiparanae
provenientes da bacia do rio Parand, quatro sitios de DNAr 18S para as populagfes do rio
Parand, corrego Tatupeba e cérrego Maringa, e sete sitios de DNAr 18S para a populacao do
corrego Kegaba. Por outro lado, a populagéo de A. altiparanae do corrego Monjolinho (bacia
do Alto Parana, Sao Carlos, SP) apresentou apenas dois sitios de DNAr 18S (PERES et al.,
2008). Além desses trabalhos, h& outros relatando diferentes nimeros e posi¢des de sitios de
DNAr 18S para as espécies de Astyanax (por exemplo, FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2004, 2005, 2006; KAVALCO; ALMEIDA-TOLEDO, 2007; HASHIMOTO et al., 2008; PERES
et al., 2008; FERREIRA-NETO et al. 2012; PISCOR et al., 2015).

Outra sequéncia repetitiva extensivamente estudada no género Astyanax é a do DNAr
5S, que mostra padrées conservados para algumas espécies do género. Um desses padrdes
€ compartilhado entre A. fasciatus, A. scabripinnis, Astyanax parahybae, Astyanax sp. B, A.
paranae, A. bockmanni, A. eigenmanniorum e Astyanax abramis, as quais apresentaram um

par metacéntrico marcado na porcdo pericentromérica e um par acrocéntrico ou
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subtelocéntrico marcado na porgéo subterminal (ALMEIDA-TOLEDO et al. 2002; KAVALCO
et al., 2004; MANTOVANI et al., 2005; VICARI et al., 2008b; KANTEK et al., 2008; KAVALCO
et al, 2009; PISCOR et al., 2015). Outro padrdo notavel, de localizagcdo cromossdmica de
DNAr 5S, que pode ser observado em A. altiparanae, em Astyanax bimaculatus e em
Astyanax lacustris é a presenca de um par submetacéntrico com marcacbes
pericentroméricas (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2006; DOMINGUES et al., 2007; FERREIRA-NETO et al., 2009; KAVALCO et al., 2011). Um
terceiro padréo compartilhado entre Astyanax janeiroensis, Astyanax sp. C e Astyanax sp. D
consiste na presenga de um par acrocéntrico na posi¢do pericentromérica marcado pelo DNAr
5S (KANTEK et al., 2008; VICARI et al., 2008b).

Além das sequéncias repetitivas mais comumente estudadas, como o DNAr 18S e 5S,
outras sequéncias repetitivas tém sido analisadas, como por exemplo o DNA satélite As51,
gue foi caracterizado nos cromossomos de algumas espécies de Astyanax. De acordo com
Mantovani et al. (2004) duas populagdes de A. scabripinnis com os nimeros diploides 2n =
48 e 2n = 50 cromossomos mostraram que, através da técnica de hibridacdo in situ
fluorescente (FISH), regibes de DNA satélite As51 estdo sobre regibes similares de
heterocromatina revelada pela técnica de banda-C. Os autores verificaram que os grandes
blocos heterocromaticos estavam localizados nas posicées terminais dos bracos longos,
principalmente em cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos. Também foi notada
variagdo de numero e quantidade de heterocromatina distal e de marcacdes As51 emambas
as populagcées (MANTOVANI et al., 2004).

O padrdao de distincdo da heterocromatina € um dos melhores marcadores
cromossdmicos para a separacdo das populacdes de A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991; MAISTRO et al., 1998) e A. fasciatus (ARTONI et al., 2006). Do mesmo
modo, estudos com DNA satélite As51 demonstraram que grandes blocos de heterocromatina
em A. fasciatus e A. scabripinnis apresentaram similaridade com esse tipo de satélite,
indicando que o processo de diferenciagdo da heterocromatina-As51 pode estar envolvido na

evolucdo cromossbmica dessas duas espécies (KANTEK et al., 2009). A sequéncia As51
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também foi observada em outras espécies, tais com A. paranae, Astyanax janeiroensis, A.
scabripinnis, Astyanax sp. D, A. fasciatus e Astyanax hastatus (KANTEK et al., 2009;
KAVALCO et al., 2009). Kavalco et al. (2009) estudaram quatro populacdes de A. hastatus da
bacia do rio Guapimirim (RJ) e verificaram trés cit6tipos distintos, os quais ndo apresentaram
nenhum sinal positivo através da técnica de FISH com sonda de DNA satélite As51.

Além dessas sequéncias repetitivas, outra sequéncia estudada em Astyanax € a do
gene de histona H1. Hashimoto et al. (2011) estudaram a localizacdo cromossbmica da
histona H1 em trés espécies de Astyanax, mostrando que as espécies apresentaram dois
pares cromossdmicos marcados e, que um destes apresentava sintenia dos genes de DNAr
5S e da histona H1 em um par metacéntrico em A. bockmanni (par 2) e A. fasciatus (par 3), e
um par submetacéntrico em A. altiparanae (par 12). Os autores verificaram ainda que o padréo
de localizacdo cromossdémica dos genes de histona H1-DNAr 5S (sintenia), juntamente com
a andlise baseada nas sequéncias de histona H1, demonstraram que A. fasciatus e A.
bockmanni estdo intimamente relacionadas.

Outros genes, recentemente mapeados nos cromossomos de espécies do género
Astyanax, como A. paranae, A. fasciatus, A. bockmanni, A. altiparanae e A. jordani, séo
agueles envolvidos no processo de splicing, os genes da familia DNAsn U (SILVA et al., 2015).
Nesse estudo foi mostrado que os genes de RNAsn U2 sdo organizados em dois pares
cromossdmicos, exceto em A. jordani que apresentou sinais fluorescentes em apenas um par.
Os autores também mostraram que os genes RNAsn U1 e U2 exibiram forte conservagéo em
namero de sitios cromossdmicos por genoma, mas estes genes estdo organizados em
diferentes pares (SILVA et al., 2015).

Elementos transponiveis também tém sido mapeados nos cromossomos de algumas
espécies do género. Pessenda (2012) estudou a localizacdo cromossémica do
retrotransposon Rex1 em A. altiparanae, A. asuncionensis, A. eigenmannirorum e A. fasciatus,
e verificou que estas espécies apresentaram um padrdo disperso para esta sequéncia.

Segundo Silva et al. 2013, nas duas populacdes de A. bockmanni por eles analisadas, os
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elementos Rex3 estdo compartimentalizados nas regides de heterocromatina telomérica,
assim como regides eucromaticas e em sintenia com o DNAr 18S.

Por fim, estudos envolvendo diversas sequéncias repetitivas apresentados por
diferentes autores para o género Astyanax, vém confirmando ser este um grupo bastante
interessante para estudos desse tipo, e que a localizacdo cromoss6mica de sequéncias
repetitivas em peixes pode ser de grande importdncia em comparagfes gendmicas e

evolutivas neste grupo.
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7. CONCLUSOES

Considerando os dados obtidos e as analises compreendidas nesta tese, é possivel

concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

Entre as espécies estudadas, as que apresentaram caracteristicas
cromossdmicas mais distintas foram A. schubarti (2n = 36) restrita a rios
paulistas, A. marionae (2n = 48) da bacia do rio Paraguai e A. mexicanus (2n =

50 +1B) com distribuicao entre sul da América do Norte e a América Central.

A localizacdo do DNAr 5S parece ser conservada para alguns grupos dentro de
Astyanax, diferentemente do DNAr 18S, o qual apresenta enorme variabilidade

em termos de localizagdo cromossdmica e namero de sitios.

Os genes de histona H3 apresentam localizagcbes em cromossomos com
morfologias similares para as espécies da América do Sul, com excecao de A.

schubarti (2n = 36) e A. marionae (2n = 48).

Os cromossomos portadores dos genes de RNAsn U2 mostraram o maior grau
de similaridade morfol6gica no grupo Astyanax. Mesmo em espécies com tracos
morfolégicos muito similares, como por exemplo, A. marionae e A. fasciatus, e
localizagbes cromossdmicas dos genes H3-5S tdo distintas, os genes U2
apresentaram localiza¢cdes muito similares entre as duas espécies e as demais

da América do Sul, com excecao de A. schubarti.

O estudo dos microssatélites foi de fundamental importancia nesse trabalho, pois
os resultados permitiram constatar a proximidade de grupos com caracteristicas
bastante peculiares dentro de Astyanax. Por exemplo, por mais que em A.

marionae e A. schubarti as localizacBes cromossémicas dos genes de histona
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6)

7

8)

H3 foram distintas, estas duas espécies compartilham uma caracteristica em

comum (co-localizagcdo 5S-GATA).

Espécies da América do Sul apresentaram-se mais proximas entre si do que com

A. mexicanus (peixe cego de caverna do México).

Estudos mais conclusivos foram possiveis, e capazes de responder questdes
fundamentais relacionadas a origem e evolu¢do dos cromossomos do grupo
Astyanax, a partir de andlises mais completas, como exemplificado neste

trabalho com uso de dados de natureza citogenética e molecular.

Astyanax se configura, atualmente, como um género muito complexo
filogeneticamente, e uma revisao taxonémica deveria ser avaliada para o grupo,
levando em consideracdo nao apenas caracteres morfolégicos ou dados
moleculares, mas diversos aspectos como, por exemplo, ecologia,

comportamento, ciclo de vida e também dados citogenéticos, entre outros.





