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RESUMO

PUPO, Marcos Vinicius. Caracterizagao cromossémica de Psalidodon fasciatus,
Cuvier 1819 (Characiformes, Characidae) do municipio de Santa Helena — PR.
2021. 34 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em
Ciéncias Biologicas), Coordenacéo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Santa Helena, 2021.

A regido Neotropical possui a maior ictiofauna de aguas continentais conhecida,
abrigando uma alta biodiversidade de espécies e sendo considerada uma regido ainda
pouco compreendida. Ampliar a compreensdo da diversidade cromossOmica da
ictiofauna torna-se uma ferramenta potencial para a compressao geral dessa
biodiverisidade e, consequentemente, para a expansao de agdes que sejam capazes
de favorecer modelos de preservacdo ambiental e manejo adequado de sistemas
aquaticos. A familia Characidae, por sua vez, € uma das maiores € mais complexas
dentre as familias da ordem dos Characiformes, apresentando em suas relagcbes de
parentesco incongruéncias descritivas, com frequentes incertezas de monofiletismo,
como no caso de P. fasciatus. Portanto, este estudo objetivou caracterizar exemplares
de Psalidodon fasciatus por metodologias de citogenética classica provenientes de
uma populagdo natural do municipio de Santa Helena - PR. Foram coletados 16
espécimes (6 machos e 10 fémeas) de Psalidodon aff. Fasciatus. As analises foram
feitas a partir de coloragdo em Giemsa, Bandamento C e impregnacgao por nitrato de
prata (AgNOR). O numero diploide mais frequente encontrado nos espécimes
analisados foi de 2n=50 cromossomos (8m+24sm+6st+12a, FN = 88), sendo este
encontrado em 5 machos e em 8 fémeas. Contudo, em 3 exemplares, sendo 2 fémeas
e 1 macho, foi observado um numero dipléide de 2n=48 cromossomos
(8m+24sm+6st+10a, NF=86). No cariomorfo 2n=50 foram evidenciadas marcacoes
por blocos de heterocromatina associados com as AQNORs nas regides terminais dos
pares cromossdmicos submetacéntricos 8 e 9, enquanto que no cariomorfo 2n=48
foram observadas marcagdes conspicuas na regido terminal do par cromossémico
acroscéntrico 23 e somente em um cromossomo do par submetacéntrico 7, também
na posi¢cdo terminal. Os espécimes analisados no presente estudo, embora
identificados morfologicamente como Psalidodon aff. fasciatus, apresentaram
divergéncias cromossémicas consideraveis (numero diploide, NF, Ag-NORs e
Bandamento C) quando comparadas entre si e com demais populac¢des estudadas,
podendo ser separados em dois cariomorfos distintos. Assim, tal variacéo
cromossOmica sugere possivel isolamento reprodutivo, reforgcando a hipotese de P.
fasciatus se tratar de um complexo de espécies.

Palavras chave: Bacia do Alto Parana. Citogenética. Complexo de espécie.
“‘Lambari”.



ABSTRACT

PUPO, Marcos Vinicius. Chromosomal characterization of Psalidodon fasciatus,
Cuvier 1819 (Characiformes, Characidae) from Santa Helena, PR. 2021. 34 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Licenciatura em Ciéncias
Biologicas), Coordenacdao do Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Santa Helena, 2021.

The Neotropical region has the largest known continental water ichthyofauna,
harboring a high biodiversity of species and it is considered a region still poorly
understood. In this perspective, broadening the understanding of the chromosomal
diversity of the its ichthyofauna becomes a potential tool for the general understanding
of biodiversity and, consequently, for the expansion of actions that strengthen models
of environmental preservation and adequate management of aquatic systems. The
Characidae family is one of the largest and most complex among the families of
Characiformes, demonstrating descriptive inconsistencies in their kinship
relationships, with frequent monophyletic uncertainties, such as P. fasciatus.
Therefore, this study aimed to characterize Psalidodon fasciatus specimens by
classical cytogenetic methodologies from a natural population of Santa Helena-PR.
Sixteen specimens (6 males and 10 females) of Psalidodon aff. Fasciatus have been
colected. Analyzes have been performed using Giemsa staining, C-Banding and silver
nitrate impregnation (AgNOR). The most frequent diploid number found in the analyzed
specimens was 2n=50 chromosomes (8m+24sm+6st+12a, FN = 88), which was found
in 5 males and 8 females. However, in 3 specimens, 2 females and 1 male, a diploid
number of 2n=48 chromosomes (8m+24sm+6st+10a, NF=86) was observed. In the
2n=50 karyomorph, markings by heterochromatin blocks associated with the AQNORs
were evidenced in the terminal regions of the submetacentric chromosome pairs 8 and
9, while in the 2n=48 karyomorph, some conspicuous markings were observed in the
terminal region of the acrocentric chromosome pair 23 and only in one chromosome
of the submetacentric pair 7, also in terminal position. The specimens analyzed in the
present study, although morphologically identified as Psalidodon aff. fasciatus, showed
considerable chromosomal divergences (diploid number, NF, Ag-NORs and C
Banding) when compared with each other and with other studied populations, and can
be separated into two distinct karyomorphs. Thus, such chromosomal variation
suggests possible reproductive isolation, reinforcing the hypothesis that P. fasciatus is
a complex of species.

Keywords: Upper Parana Basin. Cytogenetics. Species complex. “Lambari”.
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1 INTRODUGAO

As analises cromossOmicas entre as espécies foi desconsiderada dentro das
analises evolutivas no inicio dos estudos citologicos, de forma que diversos autores
chegaram a afirmar que haveria pouco significado em comparar diferentes cariétipos,
uma vez que o mais relevante seria o conteudo dos genes, n&o o formato ou tamanho
cromossOmico entre as espécies. A partir das primeiras investigagbes de sitios de
recombinagao nos cromossomos e, posteriormente, na analise de alteragdes génicas
como resultado de fissdes e fusdes cromossdOmicas, indicando inclusive alteracdes
evolutivas, mostraram a relevancia dos estudos cromossoémicos (WHITE, 1954 apud.
PAZZA, 2005). Os estudos de variabilidade cromossdémica possuem ampla aplicagao
clinica para a identificacdo de diversas doengas no que condiz aos seres humanos,
todavia nas demais espécies de animais a relevancia se concentra em relacdes
evolutivas, com abordagens filogenéticas e taxonémicas.

As diferentes alteracdes estruturais nos cromossomos podem ser consideradas
favoraveis, neutras ou desfavoraveis para determinada espécie. Dessa forma, as
caracteristicas que sejam favoraveis ou neutras para a populagado, em determinado
momento, sdo mantidas para as préximas geragdes como forma de ampliar a
variabilidade genética natural ou conferir vantagens adaptativas aos portadores. Por
outro lado, as desfavoraveis sao naturalmente eliminadas. Isso evidencia a grande
relevancia das alteragbes cromossémicas nos processos evolutivos e a importancia
de se avangar em estudos citogenéticos para melhor compreender a estrutura e
organizagao cariotipicas das espécies. (GUERRA, 1998).

Diversos tipos de variagbes cromossOmicas podem ser observadas
naturalmente em diferentes populagcdes de espécies, compreendendo multiplas
formas de rearranjos. Neste contexto, os peixes tém se apresentado como um dos
grupos mais diversificados dos vertebrados para andlises de variabilidade
cromossébmmica dentre os vertebrados (WEITZMAN; MALABARBA, 1998;
BORUVKOVA, HOWELL, MATOULEK, et al., 2021). A grande variagao
cromossOmica encontrada em populagdes naturais em diferentes espécies de peixes,

tanto marinhos como de aguas continentais, revela que eventos como fissées e fusdes



céntricas, inversdes e cromossomos supranumerarios tem sido frequentemente
descritos e fazem parte da historia evolutiva desses grupos.

Em posig¢ao basal na filogenia e por ser um dos grupos mais diversificados entre
os vertebrados, os peixes representam um grupo promissor para estudos da
variabilidade genética e cromossémica (NELSON; GRANDE; WILSON, 2016). Assim,
ampliar a compreensao da diversidade cromossémica da ictiofauna torna-se uma
ferramenta potencial para a compressdo geral da Dbiodiverisidade e,
consequentemente, para a expansao de ag¢des que sejam capazes de favorecer
modelos de preservagcdo ambiental e manejo adequado de sistemas aquaticos (VARI,;
MALABARBA, 1998).

A diversidade presente na ictiofauna de agua continental tem sua histéria
natural relacionada com a histdria geoldgica dos diversos cursos de agua na América
Latina (CASTRO, 1999). Desta forma, caracterizar essa ictiofauna diversa e pouco
compreendida, suas relagdes e suas distribuicdes significa preservar também a
biodiversidade historico-evolutiva. Ou seja, conhecer as espécies que existem em
determinada regido é fundamental para delimitar regides de conservagao, uma vez
que a falta de conhecimento € um dos principais fatores que levam a perda de
biodiversidade e, inclusive, traz a possibilidade de espécies serem levadas a extingao
antes mesmo de serem conhecidas e descritas (RICKLEFS, 2010).

A enorme diversidade de espécies encontrada nos peixes traz consigo muitas
incertezas filogenéticas. Nesse sentido, o uso de marcadores citogenéticos em
populagcdes de peixes tem trazido avancgos significativos para o entendimento
evolutivo e taxonémico de diferentes populagdes em toda a regidao Neotropical. Esse
fator tem ampliado consideravelmente a compreensdo da vasta diversidade
ictiofaunistica presente nessa regidao (BERTOLLO; CIOFFI; GALETTI JR. et al., 2017).

As alteracbes nas macroestruturas cromossémicas tém sido frequentemente
associadas com diversas caracteristicas adaptativas ambientais (HOFFMANN;
RIESEBERG, 2008; WELLENREUTHER; BERNATCHEZ, 2018), especialmente em
populacdes de peixes, que esses processos evolutivos podem estar intimamente
ligados com uma alta plasticidade genémica, uma vez que sao caracterizados por sua

alta tolerancia a alteragbes cromossémicas (RAVI; VENKATESH, 2008). Essa



dindmica, destacada pela relevancia dos dados cromossémicos, pode ser
considerada uma forte ferramenta para elucidar os caminhos evolutivos que levaram
a diversidade ictiofaunistica atual, auxiliando na tomada de decisdes referentes a sua
conservacéo (RAB; BOHLEN; RABOVA et al., 2008).

Apesar dos avangos, muitas problematicas filogenéticas continuam pouco
compreendidas, como as diversas espécies que tém sido agrupadas dentro do mesmo
grupo, mesmo se tratanto de espécies distintas geneticamente, o que gera descrigdes
errbneas, sinonimias ou que nao refletem a biodiversidade presente na regido
(MIRANDE; KOERBER, 2015; GAVAZZONI; PAVANELLI; GRACA et al., 2020), como
por exemplo, a relacdo entre os géneros Astyanax e Psalidodon, que tem sido
repetidamente colocada em debate tanto a existéncia, quanto o monofiletismo dos
mesmos (TERAN; BENITEZ; MIRANDE, 2020). Assim, conhecer a biodiversidade real
de espécies pode proporcionar um delineamento mais eficaz que seja capaz de
ampliar possiveis a¢des de conservagao ambiental.

Dentre as recentes descricbes e incertezas relacionadas aos géneros
supracitados, destaca-se aqui o antigo Astyanax fasciatus. Este teve sua filogenia
reconsiderada apods diversas analises genéticas e morfolégicas, para que possa ser
valido entdo como Psalidodon fasciatus (Cuvier, 1819) (TERAN; BENITEZ; MIRANDE,
2020). Isso evidencia a necessidade de se ampliar os dados citogenéticos destes

grupos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar por meio de metodologias de citogenética classica exemplares de
Psalidodon fasciatus (Characiformes: Characidae), provenientes de uma populagéo

natural do municipio de Santa Helena, Parana.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar numero dipldide (2n), formula cariotipica e numero fundamental

(NF) dos exemplares analisados;
e Determinar o padréo de distribuicado heterocromatico;

e Detectar as regides organizadoras de nucléolo (NORs);



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Characiformes: Characidae

A ordem dos Characiformes é representada por 24 familias, com cerca de 520
géneros e aproximadamente 2.300 espécies descritas, das quais mais de 200
espécies ocorrem somente no continente africano e as demais sao distribuidas entre
o sudoeste dos Estados Unidos, no México, América Central e América do Sul (VAN
DER LAAN; ESCHMEYER; FRICKE, 2021). Uma significativa parcela deste grupo
com muitas espeécies ainda pouco conhecidas apresenta notavel diversidade
morfolégica, o que acarreta em compreensdes evolutivas que permanecem
controversas, levando a necessidade de revisbes por varios autores (VARI,
MALABARBA, 1998; DAHDUL, 2010; MALABARBA; MALABARBA, 2010).

Dentro dos limites desse grande grupo taxondmico, encontra-se a familia
Characidae, que segundo Britski (1988), trata-se de uma das maiores e mais
complexas dentre as familias da ordem. As relacbes de parentesco dentro dessa
familia apresentam grandes incongruéncias descritivas, trazendo frequentemente
incertezas de monofiletismo (LIMA; MALABARBA; BUCKUP et al., 2003).

Com um grande numero de casos de incertae sedis, termo usado para indicar
a incapacidade de estabelecer as posi¢des exatas de taxons, que considerando-se as
subfamilias do grupo, pode variar entre 500 a 600 casos (NELSON, 2016). Nesse
sentido, Reis et al. (2003), por exemplo, descreveram inicialmente 9 espécies como
incertae sedis dentro da familia Characidae e, posteriormente, registraram cerca de
88 géneros compreendendo 620 espécies como incertae sedis. Alguns dos géneros
gque ainda apresentam casos de incertezas taxonémicas sdo: Astyanax, Bramocharax,
Exodon, Gymnocharacinus, Gymnocorymbus, Hemigrammus, Hyphessobrycon,
Jupiaba, Moenkhausia, Oligosarcus, Paracheirodon, Pristella, Probolodus,
Rachoviscus, Stygichthys, bem como o Psalidodon (NELSON, 2016; TERAN,
BENITEZ, MIRANDE, 2020), o que evidencia a necessidade de maiores estudos para

continuar elucidando a sistematica dos grupos de forma cada vez mais concreta.



Varios questionamentos tém sido levantados com frequéncia em relagcdo a
filogenia de alguns grupos ao longo dos ultimos anos (LIMA; MALABARBA; BUCKUP
etal., 2003; ROSSINI et al., 2016; MIRANDE, 2018; PAZZA et al., 2018), as quais tem
sido cada vez mais refinadas com o advento de novas ferramentas moleculares. Neste
contexto, destaca-se o género Psalidodon, que foi criado por Eigenmann (1911) como
um género monotipico para abrigar a espécie Psalidodon gymnodontus. Teran,
Benitez e Mirande (2020), descrevem que Psalidodon apresenta um monofiletismo
com suporte moderado. A monofilia do género estda embasada em quatro
sinapomorfias moleculares e duas sinapomorfias morfolégicas, sendo estas: a
presenca de cinco ou mais cuspides tanto nos dentes da fileira do pré-maxilar, quanto
nos do maxilar. A sobreposi¢cao parcial de caracteres morfolégicos e a fragilidade
monofilética foi utilizada por muitos autores como Malabarba (1998), Pavanelli &
Britski (2003), Mirande (2009), e Pavanelli & Oliveira (2009) para propor uma
redescrigdo da espécie tipo P. gymnodontus e sinonimizagdao de Psalidodon com
Astyanax. Nesse contexto, Teran, Benitez e Mirande (2020), analisando 520
caracteres morfolégicos e dados de nove marcadores moleculares (12S, 16S, ATP6,
COl, CYTB, MYH6, PTCHD1, RAG1 e RAG2) propdéem a revalidagao de Psalidodon,
tornando-o valido. Adicionalmente, os mesmos autores expandem as extensdes do
género que passa a abarcar muitos taxons anteriormente alocados em Astyanax,

como destaque para Astyanax scabripinnis e Astyanax fasciatus.

3.2. Marcadores cromossOmicos

O uso de corantes de carater acidofilo para os analises de citogenética classica
proporcionou uma visao nitida das estruturas cromossdmicas, permitindo o estudo de
padrdes e analises de diferentes parametros, como a contagem do numero diploide
ou o calculo do numero fundamental do cariétipo (MELO, 2009). Todavia, essas
andlises iniciais se mostram insuficientes para uma interpretagdo filogenética
adequada, tornando necessario o uso de marcadores especificos que sao capazes de
proporcionar resultados comparativos mais refinados (SUMNER, 2003). Dentre as

principais técnicas de marcagao cromossOmica mais avangadas, destacam-se o



Bandeamento C, a Impregnagao por Nitrato de Prata (Ag-NOR), bem como a
coloragao por fluorocromos base-especificos e a Hibridizagdo in situ (BENNETT;
LEITCH, 1995).

A maioria dessas técnicas visa reagir com a heterocromatina constitutiva, uma
por¢cao especifica do cromossomo na qual a cromatina estd permanentemente
condensada no ciclo celular com repeti¢ao tardia na fase S e com pouca ou nenhuma
incidéncia de genes (MELO, 2009). Dessa forma, durante o Bandeamento C ha um
processo de corrosdo nos Cromossomos, 0 que gera a remogao parcial do material
genético e de suas proteinas associadas, sobretudo das regides eucromaticas,
mantendo a regido da heterocromatina, que por sua vez € mais resistente, gerando
um padrao de destaque de blocos heterocromaticos (SUMNER, 2003).

As Regides Organizadoras de Nucléolo ou NORs (do inglés, Nucleolus
Organizer Regions) sao caracterizadas por regides cromossémicas especificas que
apresentam copias em tandem dos genes 8S, 18S e 26S de rDNA (do inglés,
Ribosomal DeoxyriboNucleic Acid, ou acido desoxirribonucleico ribossomal)
responsaveis por codificar o RNA (do inglés RiboNucleic Acid, ou acido ribossémico),
ribossdmico. Esses segmentos estdo frequentemente presentes em regides de
constricdo secundaria de cromossomos profasicos e metafasicos, com a fungao
especifica de formar os nucléolos (SUMNER, 2003).

A técnica de Impregnacédo por Nitrato de Prata (Ag-NOR) permite entdo
evidenciar as NORs funcionais, indicando posicdo e numero dos DNA ribossomais
(ZURITA et al., 1997). Essas investigacdes permitem diferenciagdes cromossdmicas
intra e inter-especificas e, além disso, funcionam como ferramenta para determinacgao
de padrdes que podem auxiliar no esclarecimento de questdes de ordem taxondémica
(KLINKHARDT, 1998).

Apesar de eficiente, a técnica por Ag-NOR ¢ limitada a marcar apenas NORs
ativas no genoma alvo, de forma que em diversos casos, regides ativas e inativas co-
existem ao longo do material genético (SUMNER, 2003). Dessa forma, técnicas como
a Hibridizagéo in situ fluorescente (do inglés, Fluorescence in situ hybridization -
FISH), permitem o mapeamento fisico de sequéncias de DNA Repetitivo,
independentemente se sejam ativos ou ndo (LOPEZ-LEON et al., 1999).



Assim, técnicas como as de hibridizacao in situ, em que se permite identificar
um ou mais locus cromossémico onde se esta determinada sequéncia de DNA
previamente clonada, se mostram como boas ferramentas para a localizagdo de
sequéncias especificas de DNA ou RNA celular. Com base nesta técnica é possivel,
por exemplo, realizar a determinagao sexual, 0 mapeamento fisico cromossémico,
identificar estruturas e anomalias nos cromossomos, analisar fusdes e evolugdes
cromossOmicas e do genoma, bem como determinar a expressdo génica ou até
mesmo identificar sequéncias virais no genoma, fornecendo suporte substancial para

estudos filogenéticos e evolutivos (LEITCH et al., 1994).
3.4. Citogenética de Psalidodon fasciatus

A espécie Psalidodon fasciatus, alocada nos ultimos anos no género Astyanax,
no qual permaneceu por um longo periodo de tempo, foi recentemente redescrita e
alocada dentro de Psalidodon ap6s analises de taxonomia integrativa (associagéo de
caracteres morfoldgicos com dados genéticos), como anteriormente relatado (TERAN;
BENITEZ; MIRANDE, 2020). Essa espécie tem sido frequentemente reportada em
diversos sistemas hidrograficos brasileiros, de forma que sua ampla distribuicdo
associada a uma grande diversidade de preferéncias bioldgicas, como variagao de
habitats, alimentacdo e comportamentos podem intensificar processos evolutivos na
espécie (KAVALCO et al., 2016; BERTACO; GARUTTI, 2007; BUCKUP et al., 2007;
LIMA et al., 2003).

As analises cromossémicas em Psalidodon fasciatus (citado como A. fasciatus)
tém indicado que as populagdes encontradas na regido de base do Alto Rio Parana
podem possivelmente apresentar um grupo mais diversificado de espécies, todavia,
sao frequentemente classificados dentro do mesmo taxon (PAZZA; KOVALCO;
BERTOLLO, 2006; TEIXEIRA; VENERE; FERREIRA et al., 2018; JAVONILLO et al.
2010; MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al. 2011; PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2008;
ARTONI; SHIBATTA; GROSS, 2004; ROSSINI et al., 2016; PAZZA et al., 2018;

MIRANDE et al., 2018). Assim, muitas espécies tem sido descritas erroneamente, com



sinonimias ou refletindo estimativas de diversidade pouco precisas dentro do grupo
(MIRANDE; KOERBER, 2015; GAVAZZONI; PAVANELLI; GRACA et al., 2020).

A espécie P. fasciatus tem apresentado a maior diversidade cariotipica dentro
do género, com o numero dipléide variando entre 2n=45 em populagdes relatadas por
Pazza et al. (2006) no Rio Mogi-Guacgu, préximo a confluéncia com o Rio Pardo em
Barrinha-SP, até 2n=50 relatados na regiao do Alto Rio Tibagi (ARTONI et al., 2006),
sendo mais frequente entre 2n = 46 e 48, dos quais observa-se a prevaléncia em
populagdes do numero diploide 2n = 48 (PAZZA et al., 2006; MEDRADO et al., 2008;
citado como A. fasciatus). Diversas espécies do género ja foram consideradas como
sendo uma subespécie de P. fasciatus (citado como A. fasciatus) segundo Kavalco,
Pazza, Brandao et al. (2016), como ocorreu em A. mexicanus.

Em populagdes de diferentes pontos da bacia do Alto Rio Parana, Pazza et al.
(2015) observaram um numero dipldide 2n=46. Todavia, a presengca de 2n=50 na
mesma espécie no Rio Tibagi, um afluente também do Alto Rio Parana, observado
por Artoni et al. (2006), levantam a possibilidade de ocorréncia de especiagao
alopatrica entre as populagdes, processo que leva ao surgimento de uma nova
espécie e pode ocorrer em consequéncia de uma barreira geografica (YANO;
MOREIRA FILHO; MARGARIDO, 2014).

Populagdes analisadas por Pazza (2006), provenientes do Rio Mogi-Guagu,
apresentaram 2n variando entre 45 a 48 cromossomos, podendo indicar a ocorréncia
de um processo de especiagao simpatrica.

De acordo com Yano, Moreira Filho e Margarido (2014), algumas hipoteses tem
sido formuladas para explicar a especiacao de algumas espécies, tais como os fatores
abidticos, como a sazonalidade, diferencas nos fluxos hidricos, diferengcas quimicas
na agua, ordem e largura meédia de canais, entre outros; e em fatores bidticos, como
competicdo entre espécies.

Com relagao ao padrao de distribuicdo heterocromatico, Pazza, Kavalco,
Bertollo et al. (2006) em populacdes desta espécie coletadas no Rio Mogi-Guacu,
evidenciaram marcagdes pericentroméricas em diversos cromossomos, bem como
blocos terminais mais conspicuos na maioria dos cromossomos do complemento,

usualmente relacionados com as Regides Organizadoras de Nucléolos. Em
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contrapartida, Kavalco et al. (2016) encontraram marcagdes heterocromaticas
conspicuas nas regides pericentroméricas na maioria dos cromossomos, em alguns
casos com marcagdes somente em alguns cromossomos. Gavazzoni et al. (2020) ao
analisarem populagdes de P. fasciatus (citado como complexo de espécie A.
fasciatus) da bacia do rio Uruguai encontraram marcag¢des heterocromaticas
centroméricas na maioria dos cromossomos € marcacgdes terminais coincidentes com
as NORs.

Com relagao as Regides Organizadoras de Nucléolo (NORs), Pazza, Kavalco,
Bertollo et al. (2006) evidenciaram NORs multiplas com até 8 marcagdes, sendo estas
mais frequentemente observadas em 2 pares cromossémicos submetacéntricos com
sitios ribossémicos na regido subterminal do brago curto. Kavalco et al. (2016),
também encontraram sitios ativos multiplos, entretanto as marcacdes mais frequentes
encontravam-se na regiao subterminal do brago curto de um par subtelocéntrico.

Populagdes de P. fasciatus (citado como A. fasciatus) de diversas regides
foram analisadas por Yano et al. (2014) em uma populagdo do Rio Pindorama as
marcagodes por nitrato de prata evidenciaram NORs ativas na regido terminal do brago
longo de dois cromossomos submetacéntricos, em um cromossomo subtelocéntrico e
no brago curto de dois cromossomos - um subtelocéntrico e um acrocéntrico. Em
populagdes do Rio Lopei, as NORs foram evidenciadas na regido terminal do brago
longo de um submetacéntrico e um acrocéntrico, bem como no brago curto de um
metacéntrico, um subtelocéntrico e de um cromossomo subtelocéntrico.

Em contrapartida, populagdes analisadas por Gavazzoni et al. (2020),
apresentaram marcagdées em apenas um par na posi¢ao terminal do brago curto do
cromossomo subtelocéntrico, confirmado pela FISH (Hibridizag&o in situ fluorescente)
com sonda de rDNA 18S. Medrado et al. (2008), ao analisarem popula¢des de Bacias
dos rios de Contas e Recéncavo Sul - Bahia, observaram que os sitios ativos de NORs
estavam localizados predominantemente na regido do brago longo de cromossomos
subtelocéntricos, com algumas poucas marcagdes no brago curto de um pequeno par
de cromossomos submetacéntricos, além de esporadicamente em cromossomos
metacéntricos. Pazza et al. (2015), ao analisarem populagbes proveninentes da bacia
hidrografica do rio Paranaiba, com a impregnacao por nitrato de prata, encontraram
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marcagoes evidentes na posic¢ao distal do brago curto de um par de cromossomos,
intercalados com heterocromatina. Esse padrao tem sido descrito com frequéncia em
amostras da bacia do Rio Parana (PAZZA et al., 2006; ARTONI et al., 2006; KAVALCO
et al., 2013).

Por fim, é notavel, como supracitado, que ha uma evidente diversidade
cariotipica, representada pela variagcdo do numero diploide, padrbes de distribuigao
heterocromatico e variagdo numérica / posicional das Ag-NORS (ALVES; MARTINS-
SANTOS, 2002; PAZZA et al., 2006, 2008, 2010; ARTONI et al., 2006, KAVALCO,

2016), que pode indicar a presenga de um complexo de espécies.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Exemplares e Pontos Amostrados

Foram coletados 16 espécimes (6 machos e 10 fémeas) de Psalidodon aff.
fasciatus (Figura 1) com auxilio peneiras, rede de arrasto e tarrafas em um ponto de
coleta localizado no municipio de Santa Helena, estado do Parana (24°54'47,91"S
54°17'35,82"W) (Figuras 2 e 3), - Licenga permanente SISBIO 38532, no periodo
compreendido entre Setembro a Novembro de 2021. Imediatamente apds a coleta os
exemplares foram levados vivos, sob adequada condicdo de temperatura e
oxigenacgao, para o Laboratério de Ictiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — Campus Santa Helena e mantidos em aquarios aquecidos e aerados.
Posteriormente, os exemplares foram eutanasiados por overdose de 6leo de cravo na
concentragao de 100mg/L (GRIFFITHS, 2000), conforme aprovagéo da Comisséo de
Etica na Utilizacdo de Animais — CEUA (Protocolo n° 2021/13), com o objetivo de se
obter a suspencao celular para as preparagdes citogenéticas.

Os exemplares analisados no presente trabalho foram encaminhados para o
Nucleo de Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupélia) da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), para precisa identificagdo e tombamento.

Para cada um dos 16 individuos analisados, foram preparadas |aminas de
suspensao celular, das quais foram selecionadas 20 metafases de cada espécime
para as analises cromossdmicas, totalizando 320 metafases analisadas ao longo do

presente estudo.

Figura 1 - Exemplar de Psalidodon aff. fasciatus. Comprimento total = 8 cm.
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

Figura 2 - Localizagéo do ponto de coleta.
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Fonte: Autoria Prépria, 2021.

Figura 3 - Coleta de exemplares de Psalidodon fasciatus.
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Fonte: Autoria Prépria, 2021.

4.2. Preparacgao e obtengcao de cromossomos mitéticos

Para a preparagao e obtencdo de cromossomos mitéticos foi utilizada a
técnica adaptada por Foresti et al. (1993), que consiste na obtengcdo de metafases
mitéticas a partir de fragmentos do rim, uma vez que este possui fungao
hematopoiética. Este foi colocado em 10 mL de solugéo salina de Hanks (RPMI), na
qual o material foi bem dissociado. Posteriormente, a suspensao celular foi transferida
para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, foram
adicionadas de 1 — 2 gotas de solugao de Colchicina 0,016 %, sendo estas bem
misturadas com o material. O mesmo foi entao transferido para estufa a 36°C, por 30
minutos e posteriormente centrifugado durante 10 minutos, a 1100 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, e em seguida, foi adicionado 10 mL de solugao
hipoténica (KCI 0,075 M), misturando-se bem o material com uma pipeta Pasteur.
Esse material foi entdo levado novamente para estufa a 36 °C, por mais 30 minutos.

Na sequéncia, foram adicionadas cerca de 6 gotas de fixador (metanol e acido acético,
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em proporgao de 3:1), misturando-as com o material repetidas vezes. O material
passou por nova centrifugacdo por 10 minutos a 1100 rpm. O sobrenadante foi
novamente desprezado e, em seguida, adicionou-se 10 mL de fixador, misturando-o
com o material repetidas vezes, sendo novamente levado a centrifuga por mais 10
minutos a 1100 rpm. Essa etapa foi repetida por mais duas vezes. Os materiais fixados
foram devidamente acondicionados em microtubos especificos e armazenados em
freezer para as devidas analises.

Para o desenvolvimento das analises foram seguidos o0s processos

metodologicos, respectivamente:

4.3. Preparo de laminas

Foram pingadas de 1 a 3 gotas de suspensao celular sobre uma lamina limpa,
deixando-a secar ao ar. A lamina foi entdo corada com Giemsa 5%, diluida em tampé&o
fosfato (Na2HPO4 x 12H20 + KH2PO4), pH= 6,8 por 7 minutos.

4.4. Analise Cariotipica (LEVAN et al., 1964)

A classificagdo cromossémica adotada foi a proposta por Levan et al. (1964)
onde os cromossomos foram contados e organizados em ordem decrescente de
tamanho e o limite de relagdo de bragos (RB), brago maior/brago menor, dentro da
seguinte propor¢do: 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).

4.5. Bandeamento C (SUMNER, 1972)
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Para determinar o padrao de distribuicdo da heterocromatina constituiva, foi
utilizada a técnica de bandeamento C descrita por SUMNER (1972), que consiste em
hidrolisar a lamina com HCI 0,2N em banho maria a 42°C, por 8 a 15 minutos. Lavar
a lamina em agua corrente e deixar secar. Passar por uma solugdo aquosa de
Ba(OH)28H20 5% a 42°C durante 1 minuto a 1 minuto e meio. Mergulhar a lamina
trés vezes em HCI 0,2N, lavar em agua corrente e deixar secar. Incubar a lamina em
solugdo salina 2xSSC (pH=6.8) a 60°C por aproximadamente 30 minutos. Lavar a
lamina em agua corrente, deixar secar ao ar. Por fim, corar com Giemsa na propor¢ao
de 1:20 em tampao fosfato (Na2HPO4 x 12H20 + Na2HPO4 x 12H20) pH 6.8 por

aproximamente 7 minutos.

4.6. Determinacao das Ag-NORs (HOWELL; BLACK, 1980)

Para a deteccao das Ag-NORs, foi utilizado protocolo descrito por Howell e
Black (1980), que consiste em colocar sobre uma lamina previamente preparada 2-3
gotas de solugéo aquosa de gelatina (1g de gelatina incolor + 50 mL de H20 + 0,5 ml
de acido férmico). Adicionar sobre cada gota de gelatina, 2 gotas de AQNO3 50% e 1
gota de agua destilada. Cobrir com laminula e colocar em estufa a 60°C durante 3-6
minutos. Deixar a laminula escorrer debaixo de agua corrente. Secar a |lamina, corar

com Giemsa e observar ao microscopio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O numero diploide mais frequente encontrado nos espécimes analisados foi
de 2n=50 cromossomos (8m+24sm+6st+12a, FN = 88), sendo este encontrado em 5
machos e em 8 fémeas (Figura 4). E pertinente ressaltar que néo foram identificadas
diferengas na macroestrutura cariotipica entre os sexos, caracterizando auséncia de
um sistema de cromossomos sexuais heteromoérficos. Foi observado que o primeiro
par de cromossomos metacéntricos se destacam em tamanho em comparagao com
outros cromossomos do complemento, caracteristica relativamente frequente e

conservada dentro do grupo.

Figura 4 - Cariétipos de Psalidodon aff. fasciatus com 2n=50 cromossomos (a)

corado em Giemsa e (b) C-bandado. Ag-NORs em destaque (in box).

a) b)
m m % :
HBKIU Y ST,
1 & 3 4 1 2 3 4
REARBADS A OA ﬁsg =""63 ‘1%‘? d\ah ﬂg‘ 5%102’;
sm 5 6 7 8 9 10 sm
AR RABRAAA R A AR B An &R An
1 12 13 14 15 " 12 13 14 15
st “ n A A n % ' B st ‘ ” 0 a » ‘ o s 00—
16 17 18 19 o Adhiedl Ao
A NDON ArARARIAN~ | ROONAARADAL A~
20 21 22 23 24 25 20 21 22 23 24 25

l 10 pm t
Fonte: Autoria Prépria, 2021.
Em contrapartida, foi observado que em 3 exemplares, sendo 2 fémeas e 1

macho, o numero dipldide encontrado foi de 2n=48 cromossomos

(8m+24sm+6st+10a, NF=86) (Figura 5), o que diverge da maioria dos individuos e
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converge com as variagoes cariotipicas amplamente discutidas em outros estudos do
grupo (ARTONI et al., 2004; PAZZA et al., 2006; MEDRADO et al., 2008; KAVALCO
et al., 2013).

Figura 5 - Caridtipos de Psalidodon aff. fasciatus com 2n=48 cromossomos (a)

corado em Giemsa e (b) C-bandado. Ag-NORs em destaque (in box).
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Fonte: Autoria Prépria, 2021

A macroestrutura cariotipica dos cariomorfos encontrados (2n=48 e 2n=50)
apresentou-se conservada, ou seja, nenhuma variagdo cromossémica foi observada.
Entretanto, além da divergéncia no numero diploide entre os cariomorfos, foi
observada variagao na formula cariotipica e numero fundamental (NF), em virtude da
auséncia de um par cromossOmico acrocéntrico no cariomorfo com 2n=48.

Adicionalmente, ao compararmos os cariomorfos aqui estudados, € evidente a
divergéncia na distribuicdo de blocos heterocromaticos associados as regides
organizadoras de nucléolos (AgNORs), sendo que no cariomorfo 2n=50 foram
evidenciadas marcagdes nas regides terminais dos pares cromossOmicos

submetacéntricos 8 e 9, enquanto que no cariomorfo 2n=48 foram observadas
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marcagdes conspicuas na regiao terminal do par cromossémico acroscéntrico 23 e
somente em um cromossomo do par submetacéntrico 7, também na posigcao terminal.
A presencga de um unico cromossomo marcado no par cromossémico 7 possivelmente
esta relacionada ao evento de crossing over desigual.

Os marcadores aqui utilizados demonstram que ha diferengas conspicuas entre
os cariomorfos encontrados, evidenciando assim que possivelmente podemos ter
duas unidades evolutivas distintas vivendo em sintopia e simpatria na regidao do
presente estudo. A auséncia de possiveis hibridos (provavelmente com 2n=59) pode
ser um indicativo que esta divergéncia ndo € recente, entretanto ndo podemos
destacar a possibilidade destes simplesmente nao terem sido amostrados ou serem
inviaveis.

Ambos os numeros dipldides encontrados nos cariomorfos analisados no
presente trabalho (2n=48 e 2n=50) ja foram anteriormente observados, na bacia do
Parana, em populagdes de P. fasciatus provenientes das bacias dos rios Mogi-Guagu
(PAZZA et al. 2006), Tieté (KAVALCO et al. 2013), e no rio Tibagi (ARTONI et al.
2006).

Apesar de nao ser o mais frequente, a distribuigdo do cariomorfo 2n=50 é
ampla, sendo este cariomorfo encontrado em estudos realizados no Cérrego Fundo
por Centofante e Vénere (1995), no rio Paranapanema por Vale e Martins-Santos
(1999), no Riacho Aguas da Madalena por Ferreira-Neto et al. (2012), entre outros.

Como descrito anteriormente, o bandamento C dos exemplares analisados do
cariomorfo 2n=50 evidenciou blocos de heterocromatina associados e intercalados as
Ag-NORs na regiao terminal do brago longo dos pares cromossdmicos
submetacéntricos 8 e 9 (Figura 4). A ocorréncia de Ag-NORs multiplas é recorrente
dentro do género, podendo ser considerada uma caracteristica plesiomérfica
(ROCON-STANGE, ALMEIDA-TOLEDO et al.,, 1993; MIZOGUCHI; MARTINS-
SANTOS et al., 1998; MANTOVANI et al., 2000; FERRO et al., 2001; KAVALCO,
MOREIRA-FILHO et al., 2003).

Entretanto, apesar de possivelmente basal, ha variacdes descritas para estas
caracteristicas. Um padrdo com marcagdes de heterocromatina associadas as Ag-
NORs em posicao intersticial foi encontrado em populagdes com 2n=50 cromossomos
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provenientes de Lagoa Dourada e do Rio Tibagi analisadas (ARTONI et al., 2006). Em
contrapartida, Kavalco et al. (2016) analisando populagdes desse mesmo cariomorfo
provenientes de Salesopolis (Alto rio Tieté) e Rio Mogi-Guacu, identificaram Ag-NORs
multiplas alocadas no braco curto de um par subtelocéntrico em posigdes intersticiais.

Paralelamente, com relagao ao cariomorfo com 2n=48, este tem sido relatado
com maior frequéncia em outros estudos cromossdmicos envolvidos, como no rio
Mogi Guagu e no rio Tibagi por Artoni et al. (2006), no rio Piracicaba e no Cérrego
Aguas da Madalena por Ferreira-Neto et al. (2012), no rio Paraiba por Heras e
Moreira-Filho (1996), no rio Paiol Grande por Abel et al. (2006), no rio Araras € no rio
Sao Francisco por Peres et al. (2008), no rio Contas, rio Mineiro do Costa e rio Preto
do Costa por Medrado et al. (2008), dentre outros.

Em exemplares 2n=48 do rio Araras, Pazza et al. (2010) encontraram blocos
heterocromaticos preferencialmente localizados nas regides distais do braco longo de
cromossomos submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos, bem como no
braco curto de alguns outros cromossomos do complemento. Artoni et al. (2006)
encontraram em exemplares deste mesmo cariomorfo provenientes do rio Tibagi, um
padrao de distribuicdo heterocromatico principalmente em blocos muito conspicuos
na regiao terminal do bracgo longo de cromossomos acrocéntricos. Adicionalmente,
nas analises de exemplares provenientes do Riacho Agua da Madalena (FERREIRA-
NETO et al., 2012), foi evidenciada uma marcagao na regido distal do brago curto e
outra no brago longo de diferentes cromossomos. Como evidenciado nos trabalhos
anteriormente relatados, assim como no presente estudo, a posi¢ao terminal das
marcagdes heterocromaticas parece ser uma caracteristica recorrente no grupo
(JUSTI, 1993; HERAS, 1998; CENTOFANTE et al., 2003, PAZZA et al., 2008).

E provavel que alguns dos espécimes coletados, como os pertencentes ao
cariomorfo com 2n=48, sejam originarios de diferentes populagbes e teriam
convergido para o mesmo local durante as variagbes de migracdes e expansdes
territoriais da espécie, resultando nas variagdes citotipicas analisadas. Tal fato
sugeriria que o cariomorfo 2n=50 possa se tratar de uma possivel variante “nativa” da

regidao analisada.
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Neste caso, considerando P. fasciatus 2n = 48 como de fato um possivel
cariomorfo "n&o nativo”, & possivel inferir que uma plasticidade cariotipica proposta
para esta espécie possa representar um fator positivo para o seu sucesso evolutivo,
principalmente quando considerada a importancia do rearranjo genémico e
hibridizagao no processo invasivo (LEE, 2002).

De forma geral, a ocorréncia simpatrica e sintdépica de diferentes cariomorfos
reforca a hipotese de que P. fasciatus pode representar um grupo de espécies
atualmente colocadas sob uma unica designagdo comum, ou seja, um complexo de
especies.

Esta hipotese tem sido amplamente considerada (JUSTI, 1993; GARUTTI,
BRITSKI, 2000; MELO, 2001; CENTOFANTE et al., 2003). Inclusive, populagbes que
apresentam cariotipos com o mesmo numero dipldide também podem apresentar
algumas diferencas na férmula cariotipica (JUSTI, 1993; HERAS, 1998). Assim, os
cariomorfos com 2n=48 cromossomos podem representar espécies distintas neste
grupo, ou pelo menos populagdes de P. fasciatus cromossomicamente distintas,
mantendo relativo potencial de cruzamento. Por fim, as variacbes cariotipicas
estudadas apontam ou para possiveis formas hibridas viaveis correlacionadas ou para
o fato de que se tratam de espécies diferentes dentro do mesmo taxon.

E importante considerar que o papel dos rearranjos cromossdémicos na
especiacao ja foi amplamente discutido (RIESEBERG, 2001; ROCKMAN & ROWELL,
2002; NAVARRO & BARTON, 2003), e alguns trabalhos ja correlacionam a evolugéo
do cariotipo com a filogenia derivada de sequéncias de DNA (WANG & LAN, 2000;
GARCIA et al., 2001; SHIMABUKURO-DIAS et al., 2004). Modelos classicos de
especiagao cromossOmica inferem que, uma vez que os individuos hibridos sao
parcialmente estéreis, as alteragdes cromossémicas podem atuar como barreiras ao
fluxo génico entre as populacbes e facilitar o isolamento reprodutivo, gerando
possiveis novas espécies.

Em suma, Psalidodon é amplamente distribuido em toda a América do Sul
(NELSON, 2016) e suas espécies habitam ambientes Iénticos e Iéticos ou até mesmo
restritos as cabeceiras de riachos indspitos para outros peixes. Possivelmente, essa
alta capacidade de dispersao adicionada ao isolamento geografico deve representar
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condi¢cdes de extrema importancia para a diversidade que tem sido relatada para este

grupo.

6. CONCLUSOES

Os espécimes analisados no presente estudo, embora identificados
morfologicamente como Psalidodon aff. fasciatus, apresentaram divergéncias
cromossOmicas consideraveis (numero diploide, NF, Ag-NORs e Bandamento C)
quando comparadas entre si e com demais populacdes estudadas disponiveis na
literatura, podendo ser separados em dois cariomorfos distintos. Adicionalmente, tal
variagdo cromossOmica sugere possivel isolamento reprodutivo, reforcando a

hipétese de P. fasciatus se tratar de um complexo de espécies.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados citogenéticos obtidos no presente trabalho reforcam a hipotese
sugerida anteriormente de que as populagdes encontradas na regido de base do Alto
Rio Parana podem apresentar um grupo mais diversificado de espécies, todavia, tem
sido frequentemente classificados dentro do mesmo taxon.

A espécie P. fasciatus apresenta uma grande diversidade cariotipica e alta
plasticidade cromossémica, com mais de um cariomorfo descrito, indicando que se
trate de um taxon polifilético. Os espécimes analisados neste trabalho, embora sejam
classificados unicamente como P. fasciatus, mostram evidéncias citogenéticas de
serem unidades taxonémicas distintas. Portanto, os resultados apresentados aqui
fomentam a relevancia da taxonomia integrativa para os estudos evolutivos, uma vez
que podem ser usados em estudos futuros para a resolugdo de questionamentos
taxondbmicos, assim como ressaltam a eficiéncia de analises cromossdémicas como

ferramenta para estas problematicas.
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