Keila Chiaratti de Oliveira Bressane

Estudos cromossomicos e moleculares no grupo
Characidium lauroi(Characiformes,

Crenuchidae).

Chromosomal and molecular studies in the group

Characidium lauroi(Characiformes, Crenuchidae).

Sao Paulo
2010



Keila Chiaratti de Oliveira Bressane

Estudos cromossomicos e moleculares no grupo
Characidium lauroi(Characiformes,

Crenuchidae).

Chromosomal and molecular studies in the group

Characidium lauroi(Characiformes, Crenuchidae).

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias da Universidade de
Séao Paulo, para a obtencédo de Titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas,
na Area de Genética e Biologia
Evolutiva.

Orientador(a): Lurdes Foresti de
Almeida-Toledo

Sao Paulo
2010



Ficha Catalografica

Bressane, Keila Chiaratti de Oliveira

Estudos cromossdémicos e moleculares no
grupo Characidium lauroi (Characiformes

Crenuchidae).

148pp.

Dissertacdo de Mestrado - Instituto |de
Biociéncias da Universidade de S&o Pallo.
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva.

1. grupoCharacidium lauragj 2. Citogenética; 3.
DNA mitocondrial; I. Universidade de Séao Paulp.
Instituto de Biociéncias. Departamento de Genética
e Biologia Evolutiva.

Comisséao Julgadora

Prof(a). Dr(a). Prof(a). Dr(a).

Orientadora: Profa. Dra. Lurdes Foresti de Alméidéedo



IMafalda, 45 wezes me pergunto;
Qual o sentido da wida?

E na direcio 5°-- = 3,
Felipe! 1!

(Mafalda -Quino)



Agradecimentos

Muitas pessoas participaram, direta ou indiretamedt realizacdo desta
dissertacéo, contribuindo ndo apenas para minhaafgio profissional, mas para minha
formacdo pessoal. A elas meus agradecimentos.

Em primeiro lugar agradeco a Prof® Lurdes, pelatap@ade de me deixar
fazer parte da equipe de seu laboratorio, por ¢toajpoio na realizacdo do meu trabalho,
por toda confianca que deposita em mim e, espeembn pela amizade que me
ofereceu durante todos esses anos de convivio.

Ao Prof® Paulo Andreas Buckup, por toda a ajudamter o desenvolvimento
do projeto, pelas ajudas nas coletas, na idergdiwaos individuos e, mais importante,
por toda a paciéncia em me co-orientar. Ao peskmduseu Nacional por todo suporte
e oportunidade de coletas, em especial ao Prof€e\taBrito e a Priscila.

A CAPES, pelo auxilio financeiro recebido.

Ao Departamento de Genética e Biologia Evolutivaa@ Instituto de
Biociéncias da USP/Sao Paulo, pela infraestrutu@@tunidade de realizacdo do
presente trabalho.

Ao Prof° Carlos Ribeiro Vilela, por todo apoio, aate e por ter me aceitado
na monitoria de Genética com toda a paciéncia dudmu

A Deisy e Helenice, por toda ajuda burocratica, p@mpre estarem
disponiveis, pelas conversas divertidas e pelaltardispensado a minha pessoa.

Aos queridos Eduardo, Leandro e Mario, que semnipegeaim de tudo para me

ajudar a conseguir verbas da Proap (muito obrigattadim-dim!!!),



iii

Aos amigos e colegas do Laboratorio de Ictiogeagtjoe muito me ajudaram,
mas que, principalmente, deram muita risada contdgmiella, Fred, Sabrina, Riviane,
Vania, Karina, Karine, Ricardo, Caroline, Claudtalippe, Marilena e Raquel.

Ao Carlos Eduardo Lopes, pela ajuda incalculaveatie as coletas, por nao
deixar o frio afetar meu humor, sempre encorajamdmntinuar em frente e por me
deixar comer docinhos de beira de estrada. Ao mstddisrael, com muito carinho, por
ter me ajudado na coleta de Angra dos Reis. Ao @rMguro, pela presenca nas
coletas, ajudando muito a subir meu nimero amostral

A minha méae, por ter me dado condi¢cbes emocionfiisaceiras para correr
atras dos meus sonhos. Ao meu irméo Allan, pocd&to no golpe do “1 més”, tendo
me acolhido no seu pequeno apartamento e porderusn grande irmdo, mesmo de
mau humor. A minha irma Grace, que mesmo de lorgy@poiou em todos os sentidos
a fazer esse mestrado. Ao meu sobrinho Jodo Gapaelme permitir ser crianca e
relaxar sempre que nos encontramos e a minha mae sobrinha, Clara, por ter
alegrado nossas vidas com a sua chegada.

Ao meu melhor amigo, namorado, companheiro e ag@arao Ary, por estar
sempre do meu lado, por me ajudar incondicionalejeimiclusive participando de
coletas (0 que nao é uma tarefa facil para naodidl), por me manter sempre de bom
humor e, simplesmente, por tudo o que represemaintaa vida.

A minha nova familia, que me acolheu com todo tarirRegina, Eduardo,
Felipe, V6 Catarina e todos os demais integrantes rfio cito os nomes, porque a
familia é muito grande, mas que néo por isso ded@ser importantes na minha vida.

A amiga Carol, por todo incentivo académico, ajlatzoratorial e paciéncia
comigo, mesmo quando eu reclamava de o projet@asar peixes tdo pequeninhos.

Agradeco-te por ter me irritado com bombinhas de geco, com beijinhos estranhos



no coitado do meu braco, e também te agradeccepaond alegrado com musiquinhas,
churrascos, risadas, por estar presente em um a@loemnios mais importantes da minha
vida, enfim... obrigada por ser amiga.

A amiga Marcinha, por ter me ajudado bastante nf#sakzinho de projeto.
Obrigada por se preocupar comigo, por se juntar aoBarol para me irritar ou me
alegrar (sim, elas faziam isso juntas) e por es¢anpre aqui, presente... para vocé
também, obrigada por ser amiga.

A amiga Raquel, minha gémea de mestrado desde va @& a data de
depdsito, por ter percorrido esse caminho acadéatiameu lado, com muita alegria e
carinho e por me mostrar muitas coisas novas da gquet me fizeram crescer muito
pessoalmente... obrigada por estar comigo.

A amiga Claudinha, por estar sempre presente déorda e coragem nesse
caminho estranho e por ser uma boa companhia dermsas, sempre amiga.

Ao amigo Douglas, por desvendar os mistérios ddad3hop e por ser um bom
amigo.

Aos amigos do Poker: Bianca, Marco, Newton, Nilsd@raziella, por fazerem
das sextas-feiras a noite um momento de alegriavetsas e fofocas e por serem
amigos para todos 0s momentos.

Aos amigos Cléber, Leonardo, Paula, Vagner, Gabi&kele, Flavia,

Fernanda, Fabio e Loreta, por estarem presentesniia vida desde a faculdade.

Obrigada a todos!!!



indice
[z Wo oI T [0 = L OO PPPTTTRPPUPPPPRRPRRR Vil
[ r= W 0 [ 1= 101 - L PSP P PP PPPPRPPPPPPPR X
RESUIMO. ..t £ 44444222 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaees Xi
Y 0] 1= ox SO PO PPP PP TPPPPRRPPN Xiii
O [ 1oL [0 Tor= o N C1=] - | KO T TP PPPPPTRR 1
1.1. A Ordem Characiformes e a familia Crenuchidae...............ccccoviiiiiiiiniiiiie s 2
Y2 @ o 1= 0 1= (004 o P = Tox o 11 ] o SO PP PR 5
1.3. O grupaCharacidium [AUIOL...........uuiiiiiiiii et e e e e eeeeeaeeas 6
1.4. EStUAOS CItOGENELICOS. ... e i eiiiieie ettt ettt e e e e e e st et e e e e e e e e e e e e e nnnebenees 10
1.5. EStUAOS MOIECUIBIES.... ...t e ettt e e e e e e e e e e e 18
1.5.1. O uso de PCR-RFLP e de sequenciamento dedDINBEIXES.............ceeuvvivrreeenenenn. 21
1.5.2. O uso do DNAArcOdiNgem PEIXES......ccuiiiiaaaiiiiiiiiiieieeeaaaasaesereereeeeae e e e aanneneeees 23
P2 @ o)1= 1Yo P PP PRPPPPPPUPPPPRPR 27
3. Material @ MELOUOS. ....ccoeeiiiiii ittt et ettt e et e e e e e s e e bbb s e e e e e e e aesnnsneneeees 29
3.1. Locais de coleta e eSpecies COletadas.....cceevierieeeiiiiiiiiiiiiiieiiee e 30
3.2. Procedimentos metodoldgicos CItOGENELICOS. ...ccccoevieeiieieeeieeeeeeeeeeeeee e, 34
3.2.1. EStIMUlaCA0 de MITOSES........coiieieeeeee ettt e e e eeeaeaaeas 34
3.2.2. Técnica de obtenc@o de cromossomos Me@SASICILIO.............vvvveeveeeeeeeiiiiiiiinnee, 34

3.2.3. Técnica de identificacdo das Regibes Orgdoias de Nucléolo

3.2.6. Colorag&o com fluorocromo base-especificaOmicina A..........ccccvvivereeeeeeeeninnnns 41

3.2.7. Captura de IMAQJENS. ........coouieet e sttt e e e e e e e e e e e e eebb b e e e e e e e s stbbaseeeeaaaaaaeas 41



Vi

3.2.8. MoNtagem dOS CAriOtiPOS. ... ..uuuurriamiiririeieeeee e e e e e e e es s e eresessesreeeeeaaaeens 42
3.3. Procedimentos metodoldgicOS MOIECUIAIES............vvveeiiiiiiiiiiei e 42
3.3.1. Extrac8o Salina de DINA........ooei ot e et a e 42
3.3.2. Amplificagc@o dos genes MItOCONAIAIS. cemmeee.uiiiiiiieieeieee e 43
3.3.3. TécniCa d€ PCR-RFLP.......coitiiiiiiiieeeee et 45
3.3.4. Reacgao de sequenciamento € PreCipitaGaQ. ..cc..oeev v eeiiiriiiiiiie e e reeeeee e a7
3.3.5. Obtencao e analise das SEQUENCIAS. ...ueererrrrriiiiiiiiiieeeeee e s eiiiiieeeeeseeseseneeeeeees 48
3.3.6. ANAIISES filOQENELICAS. ........iiiiiiieeeeeee e 49

Capitulo 1: Estudos citogenéticos e moleculares no gér@haracidium (Characiformes,

Crenuchidae), com enfoque NO gruUDOIAUIOL.........uuuuiiiiiieiee e ee et err e e e e e e e 51

Capitulo 2: O uso do DNA barcoding na identificagcdo de espéde génerc&haracidium com

eNfOqUE NO GIUPE. TAUIOL......oiiiiiiteee ettt ettt et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeenneeees 80

Capitulo 3: Relaces filogenéticas entre espécies do g@hpmracidiumlauroi (Characiformes,

Crenuchidae), com base em sequéncias de gene®NULEIS. ..............ccevvvvverreeeeeerirrrimmmmmenenns 93
CONCIUSBOES GEIAIS. ....eeeiieeeeiei ettt e et te e e e e e oo oo ettt ettt e e e e e e e e e e nnbeaeeeaeesaannnsabesneees 109
Referéncias BiblIOGraAfiCaS...........oovviiiiiiiiiii e e e e e e e e e e aeaaaeaa s 113
Y 1= (o PP PUPPT 136

YN =) o PR 146



Vil

Lista de Figuras

Figura 1: Cladograma correspondente a hipotese de parantas relacdes entre os peixes da
ordem Characiformes. Grupos monofiléticos sdo iflemtlos por niUmeros arabicos e as
politomias sado identificadas por T3 e T21. A setdida a posicdo da familia Crenuchidae
(modificado de BUCKUP, 1998)........eeeiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeeieeieeeeeeeteeeeeeeeeees e e eeeaaeesaeeaaaeaaaaaaaaaaeens 4

Figura 2: Distribuicdo geogréfica da familia Crenuchidaentie: Buckup, 1993b)............c.ccueeee.. 5
Figura 3: Cladograma do grup®@. lauroi obtido por Melo (2001)...........ccoeeviiiiiiccccceeeeeeeeeee 8

Figura 4: Mapa de distribuicdo das espécies do grlapooi, sobreposto a filogenia proposta
(com modificacbes — Melo, 2001). Legenda: 1C- japuhybense2 — Characidium sp.

“piabanha”; 3 -C. lauroi; 4 —C.oiticicai; 5 —C. schubarti 6 —Characidiumsp. “iguagu”........... 9

Figura 5: Esquema ilustrativo da organizacdo do genomacwnittrial em vertebrados (Fonte:
e TS T L0 [ T R 1S 1 ) O 19

Figura 6: Espécies do génefharacidiumcoletadas pertencentes ao gr@pdauroi. A — C.
lauroi; B — C. japuhybenseC — C. oiticicai; D — C. schubarti(sma); E —Characidiumsp.
“piabanha”; F -CharaCidiUmSP.2. .....cooiviiiiiiiiie e 33

Figura 7: Espécies do génefharacidiumcoletadas ndo pertencentes ao grdplauroi: A —

C. lanej B —C. pterostictumC —Characidiumcf. zebra..........c.cccccvvvveiiiiiicciieeeee 33

Figura 8: Caridtipos deCharacidiumlauroi. A, C, D, E e F — cariétipo de macho; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMAS3, FI$iHsanda de DNAr 18S e FISH com
sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, H, | e chriotipo de fémea; metafase com
bandamento C, metafase corada com CMAS3, FISH comiesde DNAr 18S e FISH com sonda

de DNAF 5S, reSPeCHVAMENTE. ........ccoe i eeeeeeeiitteeeeeeeeee e e eeee e e s s s e e e e aeeaaaaaaaaaeens 70

Figura 9: Cari6tipos deCharacidiumsp. “piabanha”. A, C, D, E e F — cari6tipo de n@ch

metafase com bandamento C, metafase corada com CM8B com sonda de DNAr 18S e
FISH com sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, ¢1J - cariétipo de fémea; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMA3, FISk smonda de DNAr 18S e FISH com

sonda de DNATr 5S, reSPeCtiVaMENTE. ...... i e 71

Figura 10: Figura 10: Carittipos deCharacidiumjapuhybenseA— cariétipo de macho. B, C,
D, E e F - cariétipo de fémea; metadfase com bandan®@, metafase corada com CMAS3, FISH
com sonda de DNAr 18S e FISH com sonda de DNAré&sectivamente.. .......ccccccveeeeeeeeeennnen. 12



viii

Figura 11: Cariétipos deCharacidiumschubarti A, C, D, E e F — cari6tipo de macho; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMA3, FISk smonda de DNAr 18S e FISH com
sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, H, | e chridtipo de fémea; metadfase com
bandamento C, metafase corada com CMA3, FISH comntiasde DNAr 18S e FISH com sonda
de DNAT 5S, r@SPECHVAMENTE. .......eeiiiiieeeeeee e ettt ete e ettt e et e e reeeeereeese e e e eaaeeesnreeeneeas 73

Figura 12: Cariétipos deCharacidiumschubarti(p2). A, C, D, E e F — cari6tipo de macho;
metafase com bandamento C, metafase corada com CMB8B com sonda de DNAr 18S e
FISH com sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, ¢1J - cariétipo de fémea; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMA3, FISk smonda de DNAr 18S e FISH com

sonda de DNAr 5S, reSPeCtiVaMENTE. ...... . e 74

Figura 13: Caridtipos deCharacidiumschubarti(sma). A, C, D, E e F — cariétipo de macho;
metafase com bandamento C, metafase corada com CM8B com sonda de DNAr 18S e
FISH com sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, ¢1J - cariétipo de fémea; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMAS, FISkHsonda de DNAr 18S e FISH com

sonda de DNATr 5S, reSPeCtiVaMENLE. .......iueeceeeeiieee e 75

Figura 14: Cariétipos deCharacidiumsp.1. A, B, C, D, e E — cari6tipo de fémea; metdfeom
bandamento C, metafase corada com CMAS, FISH caomiasde DNAr 18S e FISH com sonda

de DNAF 5S, reSPEeCHVAMENTE. .........cco e eeeeeeeeeeee et e e e eee s e st s e e e e e e e e aeeaaaeanaaas 76
Figura 15: Cariotipos deCharacidiumcf. zebra A, B, C, D e E — cari6tipo de fémea; metafase
com bandamento C, metafase corada com CMA3, FI®k smonda de DNAr 18S e FISH com

sonda de DNAr 5S, reSPeCtiVAMENTE. ... e 77

Figura 16: Mapas de restricdo construidos com base nosscaptesentados por cada enzima.

As letras significam os haplotipos atribuidos pada corte encontrado..........cccoocceveeiceeeee. 78

Figura 17. Arvore UPGMA construida com base nos haplétiposjugados obtidos pela
técnica de PCR-RFLP. (L €. lauroi P — C. sp. “piabanha”; O -C. oiticicai; J — C.
japuhybensgl — Characidiumsp.2; ST —C. schubarti(sma); SI —C. schubarti SS —C.
schubarti(p2); X —Characidiumsp.1; Z —C. cf. Zzebrg. .....cccccovviiiiiiii 79

Figura 18: Reconstrucéo filogenética baseada em sequénei@Odl com todas as espécies do
presente trabalho, mostrando valores de bootstiapaade 50%. Ao lado do nome das espécies
esta relacionado o numero de tombo do Lab. degletiética. Os ramos em destaque sdo das

espécies pertencentes ao graPAAUIOL ...........oeeiiviiiiiiiiiiiee e 91

Figura 19: Graficos da frequéncia observada de transicOpse (ansversdes (Wersusa
distancia genética estimada pelo modelo Tamuragddea os genes (A) ATPase 6 e 8, (B)

Citocromo b, (C) todas as regides génicas CONCABBNA...............ccevvveeeeiieeieeieeeeeeeeeennnnes 108



Figura 20: Reconstrucéo filogenética a partir do método @ghbor Joining, com método de
distancia de Tamura-Nei, com base nas sequénciasatemadas das regides mitocondriais
estudadas, de todas as espécies estudadas doterésdralho, incluindo as do grupo
Characidium lauroi(ramos em destaque). Os valores correspondefmatstrap para 1000

1= [ o= TSP ERSRR 109

Figura 21: Reconstrucao filogenética a partir do método dxima Parcimonia, com base nas
sequéncias concatenadas das regides mitocondsiadadas, de todas as espécies estudadas do
presente trabalho, incluindo as do gruplwaracidium lauroi(ramos em destaque). Os valores

em preto correspondem &ootstrappara 1000 réplicas e os valores em vermelho, rabseis

(oL T =T o 0= PP PP P PP PPPPPPPPPPPPP 109

Figura 22: Reconstrucéo filogenética a partir do método @ghbor Joining, com método de
distancia de Tamura-Nei, com base na sequéncieexe gTPase 6 e 8 de todas as espécies
estudadas o presente trabalho, incluindo as dod@hpracidium lauroi(ramos em destaque).

Os valores correspondem laootstrappara 1000 répliCas. ............cooovveeies e vvevveevennneennnnnnns. 147

Figura 23: Reconstrucéo filogenética a partir do método @ghbor Joining, com método de
distancia de Tamura-Nei, com base na sequéncieede Gitocromo b de todas as espécies
estudadas do presente trabalho, incluindo as gm@haracidium lauroi(ramos em destaque).

Os valores correspondem laootstrappara 1000 répliCas. ...........cooveveeeee s cmmmmmneevvvvnvvennnnnnnnninnn. 147

Figura 24: Reconstrucao filogenética a partir do método MexiParciménia, com base na
sequéncia do gene ATPase 6 e 8 de todas as esesitidadas do presente trabalho, incluindo
as do grupdCharacidium lauroi(ramos em destaque). Os valores correspondeboaistrap

[T Tie= W 000 I =T o] o T RSO 148

Figura 25. Reconstrucdo filogenética a partir do método MexiParcimoénia, com base na
sequéncia do gene Citocromo b de todas as esgétietadas do presente trabalho, incluindo as

do grupoCharacidium lauroi(ramos em destaque). Os valores correspondemo@istrappara

00 L0 10 I =T o] o= 1RSSR 148



Lista de Tabelas

Tabela I Dados cromossOmicos para o géneharacidium.............cccevvvvvvvvvnniinesiennn. 11

Tabela 2 Espécies estudadas, seus respectivos pontodate e@s técnicas aplicadas
NO presente trabalNo........ ..o 31

Tabela 3 Comprimento padrao medio das espécies do g&tamcidiumestudadas

no presente trabalho (FontgshBase Melo, 2001).........ccccooviviiiiiiiiiie e e, 32

Tabela 4 Relacdo dos sitios e corte das enzimas utilizaddscnica de PCR-RFLP..... 46
Tabela 5 Haplotipos obtidos para cada enzima por populagao............cccceevvvvvvvnnnnee. 79
Tabela 6 Divergéncia nucleotidica entre as espécies edasdaferente a Figura 18..... 92

Tabela 7. Caracterizacdo da informacéo filogenética conédacada um dos genes

mitocondriais empregados N0 Presente eStUAO.........ovveeeeviiiiiiiiiiieeee e eeeeeeeae 107



Xi

Resumo

O grupo Characidium lauroipertence ao géner@Gharacidiume é formado por seis
espécies,C. lauroi, Characidiumsp. “piabanha”,C. japuhybenseC. oiticicai, C.
schubartj e Characidiumsp. “iguagu”, que se distribuem nas bacias doRRi@iba do
Sul, Drenagens Costeiras da Baia de Ilha GranadeTRié, Rio Paranapanema e Rio
Iguacu, respectivamente. Os estudos disponiveie ssbrelacdes evolutivas entre as
espécies que compdem esse grupo baseiam-se emmdadokigicos que, entretanto,
nao foram suficientes para resolver as relacOere €ht oiticicai, C. schubartie
Characidiumsp. “iguagu”. Estudos citogenéticos ou molecular&s foram aplicados
até agora as espécies do gér@naracidiumcom o intuito de verificar a existéncia do
grupo C. lauroi. Técnicas que envolvem o uso de DNAmMt, como PCRFRIDNA
barcodinge sequenciamento podem auxiliar na resolucao desstdo, uma vez que as
espécies do génef@haracidiumformam um grupo interessante para a aplicaca@sless
técnicas, principalmente por apresentar algumagcesp com limites taxonémicos
muito préximos, como as espécies que compdem @@ ufauroi. No presente estudo,
técnicas de citogenética classica e molecularmassimo a técnica de PCR-RFLP, o
uso do DNAbarcodinge sequenciamento foram utilizados na tentativarddisar e
elucidar as relagbes filogenéticas entre as espéde género Characidium
principalmente com enfoque nas rela¢cdes entre pécies do grupdC. lauroi. Os
resultados citogenéticos encontrados indicam gse gsupo de espécies pode ser
definido pela presenca de cromossomos sexuaisedd@dos do tipo ZZ/ZW
portadores de cistrons ribossomais e pela presdecam caridtipo relativamente
estavel. No entanto, essas caracteristicas nao esstfitas ao grup€. lauroi. Os

resultados de PCR-RFLP, assim como os resultadadosbpor meio do DNA
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barcoding e sequenciamento, indicam que as espéCigsuroi e C. sp. “piabanha”
podem formar uma Unica espécie, da mesma formasjpepulacdes de. schubarti
No entanto, as espécies do grupolauroi ndo formam um grupo monofilético. A
relacdo entre as espécies do gr@ptauroi comC. pterostictune C. laneipode indicar
que essas especies tenham passado por uma sepasgAde € que, Nnao
necessariamente essas duas espécies facam pgrtgpdQ. lauroi, mas sim que fazem
parte de um grupo maior de espécies do gé@baracidium o que é corroborado até
por dados citogenéticos. Comparacdes entre asogipsl encontradas com base em
dados morfologicos e moleculares e suas implicagdesgelimitacdo e nas relacdes

encontradas entre as espécies do g@igdauroi sao discutidas.
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Abstract

The groupCharacidium lauroibelongs to the genuSharacidiumand consists of six
species,C. lauroi, Characidium sp. “piabanha”,C. japuhybenseC. oiticicai, C.
schubartiand Characidium sp. “iguagu”; which are distributed in the baswfsthe
Paraiba do Sul River, Drainage Coastal Bay of Ginande, Tieté River, Paranapanema
River and Iguagcu River, respectively. Available ds&s on the evolutionary
relationships between species that make up thigpgaoe based on morphological data,
however, were not sufficient to address the ratatigp betweenC. oiticicai, C.
schubartiand Characidiumsp. “iguacu”. Cytogenetic and molecular studiesehaot
been applied so far to the species of the gePiaracidiumin order to verify the
existence of groug. lauroi. Techniques that involve the use of mtDNA, suclr@R-
RFLP, DNAbarcodingand sequencing may help in resolving this issmegshe genus
Characidiumform an interesting group for the application leége techniques, mainly
for some species with taxonomic boundaries vergel@as the species that make up
group C. lauroi. In this study, techniques of classical and mdbacaytogenetics, as
well as PCR-RFLP, the use of DN#arcodingand sequencing were used in an attempt
to analyze and elucidate the phylogenetic relaligpss among species of the genus
Characidium mainly focusing on relations between speciesrotig C. lauroi. The
cytogenetic results obtained indicate that thisugrof species can be defined by the
presence of sex chromosomes differentiated ZZ /GNying ribosomal cistrons and
the presence of a relatively stable karyotype. Hanethese features are not restricted
to the groupC. lauroi. The results of PCR-RFLP and the results obtabnelolarcoding
DNA and the sequencing, indicate ti@atlauroi andCharacidiumsp. “piabanha” may

form a single species, in the same way that pojpulsitof C. schubarti However, the



Xiv
species of grouf. lauroi not form a monophyletic group. The relationshigwaen
species of grouf. lauroi with C. pterostictumand C. lanei may indicate that these
species have experienced a recent separation ahdecessarily these two species are
part of groupC. lauroi, but they are part of a larger group of specieshef genus
Characidium which is supported even by cytogenetic data. Gomepns between the
topologies found based on morphological and moéecdata and its implications for

delimitation and relationships found between speofegroupC. lauroiare discussed.



Introducéo Geral



1. Introducéo Geral

1.1. A Ordem Characiformes e a familia Crenuchidae

Os peixes exibem enorme diversidade em termos fgréms, em seus habitos de
vida e em sua biologia. Compreendem um grupo coroxapadamente 28.000 espécies,
cerca de metade da fauna de vertebrados viveniabnainte, e esse numero pode atingir
32.500, quando toda a sua diversidade for estud@alson, 2006).

Dentro dessa enorme diversidade de peixes, é pbssigstacar a ordem
Characiformes, representada por peixes exclusigasyda doce. Os peixes dessa ordem sao
popularmente conhecidos como piranhas, lambarsias. Podem ser encontrados na Africa
central até o Rio Nilo e do norte da Ameérica Cdrdtd o sul da America do Sul, estando
ausentes nos continentes Europeu, Asiatico e Aiastoa(Reiset al, 2003; Nelson, 2006).

Morfologicamente, os peixes dessa ordem podem akacterizados pelo corpo
coberto de escamas, pela auséncia de barbilhdsgis®s) presenca de nadadeira adiposa,
nadadeira anal e nadadeira pélvica, presencaltelfteral decurvada e, as vezes, incompleta
e dentes bem desenvolvidos, entre outras carditasigNelson, 2006). Podem atingir 1,4
metros de comprimento, como a espécie afriddpdrocynus goliath ocorrendo também
espécies miniaturizadas, com menos de 3 cm de @oemo, como por exemplo a espécie
Microcharacidium weitzmanique mede 1,2 cm. Seus representantes podem s& mu
coloridos ou, muitas vezes, de coloracdo acinzanf@@duns sdo comercializados em lojas de
aquérios (familia Characidae) e outros sdo utibsacbmo importante fonte de alimentacdo
(género Brycor). Apresentam uma vasta especializacdo tréficaangendo animais
detritivoros, herbivoros, planctivoros, predadtepdéfagos (que se alimentam de escamas) e

carnivoros vorazes (Nelson, 2006).



Devido a grande diversidade encontrada na ordemaCf@mes, o estabelecimento
de suas relacdes filogenéticas nos diferentes sniegiondmicos e a compreensao de sua
historia evolutiva é considerado uma tarefa dificil

Um exemplo dessa dificuldade pode ser constatadiivisio dessa ordem, que pode
ser agrupada em 14 (Géry, 1977), 16 (Greenwatodl, 1966) ou 18 familias (Buckup,
1998), por divergéncias quanto a delimitacédo ddliam@haracidae, quando séo considerados
os caracteres morfologicos. Em um estudo baseadiados moleculares, Calcagnogtoal
(2005) também obtiveram, como resultado de sealtrapa divisdo da ordem Characiformes
em 18 familias. Com relacdo, portanto, as filogemmis recentes, 0s representantes dessa
ordem estdo distribuidos em 18 familias, com apragamente 1700 espécies, sendo essa
ordem de peixes considerada a mais diversa da &Bgidtropical (Reigt al, 2003; Nelson,
2006).

Dentro dessa ordem, a familia Crenuchidae, comppsia duas subfamilias,
Crenuchinae e Characidiinae, ja foi agrupada dadadistinta da atual, sendo Characidiinae
considerada uma subfamilia de Characidae. Buck@®8]1 mostrou as relacbes entre
Characidiinae e Crenuchinae, demonstrando a awapasicdo da familia Crenuchidae
(Figura 1). A subfamilia Crenuchinae €& composta gors géneros -Crenuchuse
Poecilocharax - e a subfamilia Characidiinae, composta por de2negps -
Ammocryptocharax, Characidium, Elachocharax, Gérthgs, Klausewitzia,
Leptocharacidium, Melanocharacidium, Microcharacidi, Odontocharacidium e

SkiotocharaxNelson, 2006).
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Figura 1: Cladograma correspondente a hip6tese de parcngisi relacdes entre os peixes da ordem
Characiformes. Grupos monofiléticos sdo identifasador niUmeros arébicos e as politomias séo idmudds
por T3 e T21. A seta indica a posicéo da familien@chidae (modificado de Buckup, 1998).

Os peixes da familia Crenuchidae estdo presentesaiia das drenagens de agua
doce da regido Neotropical, distribuidos do lesté®dnama ao leste da Argentina (Figura 2)
(Buckup, 1993b). No entanto, a maior parte da didade da familia esta situada em
drenagens ao redor da Bacia do Rio Orinoco e dARiazonas, que abrigam a maioria dos
géneros descritos para a familia, com excec¢do derg&€haracidium o qual constitui o
taxon mais amplamente distribuido e rico em nandercespécies (Buckup, 1993a, 2003;
Nelson, 2006).

Os representantes da subfamilia Characidiinaeabpgutence o génef@haracidium
raramente ultrapassam 10 cm de comprimento paédr@maioria deles habita pequenos
corregos de escoamento rapido, onde freqlentergesndam ao redor de fendas, rochas e
vegetacdo (Buckup, 1993b). Alguns ocorrem em cac®eapidas e pequenas, onde sdo

encontrados aderindo ao substrato ou escalandtaplaguaticas, sendo reportada para a



espécieCharacidium timbuiensea habilidade de escalar paredes verticais (Bu&ktual,

2000).

Figura 2: Distribui¢do geogréfica da familia Crenuchidaer(te: Buckup, 1993b).

1.2. O génercCharacidium

Apesar de ser considerado o género mais amplam&itéouido e rico da familia
Crenuchidae, com alta representatividade nas cede¢dé museus, o génetiharacidiume
considerado pouco conhecido, incluindo vérios tédxamda em processo de descricdo
(Buckup, 1993b). A principal razdo desta lacuna est dificuldade de reconhecer as
espécies, j& que a maior parte das descricbesupo @oi realizada de maneira precéria ha
mais de meio século, sendo que apenas espéciesacks em suas localidades-tipo podem

ser seguramente identificadas, e a maioria dagifidagdes requer consultas as descrigdes

originais (Melo, 2001).



Apesar disso, Buckup (1993a) propbs alguma relagétutiva entre as espécies do
géneroCharacidium com base em caracteres morfolégicos, poréem ésséonrealizada com
muitos representantes do género.

No entanto, € possivel notar uma relagcdo de prdeide entre algumas espécies, 0
que caracteriza a formacdo de grupos para o gé&leaoacidium Um desses grupos esta
relacionado a espéci@é. occidentalee suas relacdes cofd. orientale, C. vespertinne, C.
rachovii e C. stigmosumcuja monofilia é baseada em quatro sinapomorfiassenca de
manchas pretas arredondadas na nadadeira pélorsal  anal; presenca de uma faixa preta
ao longo de margem distal das nadadeiras anaveg&lprincipalmente em adultos do sexo
masculino); nadadeira anal alargada, com perfidamdado distal em adultos do sexo
masculino; e nadadeiras coloridas com cromatoflarasja ou vermelho em adultos do sexo
masculino (Buckup e Reis, 1997; Buckup e Hahn, 200€lo e Buckup, 2002); os autores
propuseram que a estreita relacdo entre essasiessp&cindicativa de uma histéria
biogeografica comum compartilhada entre as bamaRid Uruguai e a Laguna dos Patos,

onde elas ocorrem (Buckup e Hahn, 2000).

1.3. O grupoCharacidium lauroi

Anteriormente aos trabalhos comentados acima, $saga(1949; 1955; 1956; 1967)
elaborou pesquisas sobre a formacdo de um grumo @aénero, relacionado a espécie
Characidium lauroj porém, sem estabelecer qualquer hipétese evalatitre as espécies que
estudou. Primeiramente, o autor evidenciou a probade entreC. lauroi e C. schubarti(“a
forma alongada da nova espé€lbaracidium schubartia traz para junto d€h. laurol’)

(Travassos, 1955) e, posteriormente, a existénzigguupo Characidium laurdidurante a

descricdo d€haracidium oiticicai {Characidium oiticicai sp. n.Jauroi-group, is very close



to Characidium japuhybensis’(Travassos, 1967). Entretanto, os limites t@xoitos e
caracteres diagnoésticos do grupo nao foram memosn@lelo, 2001).

Buckup (comunicacdo pessoal) observou que essaisoqaspécies descritas por
Travassos . lauroi, C. japuhybense, C. schubarti e C. oit) apresentam um padrao
caracteristico de pigmentacédo (pequenas macul&ibdidas ao longo do flanco e barras
transversais pouco marcadas) e que essas espécastram-se restritas aos pequenos
riachos montanhosos de primeira e segunda ordenegi@a de Mata Atlantica do sul e
sudeste, caracterizados pela presenca de coredeicachoeiras de agua cristalina, com
altitude superior a 800 metros e temperatura fretgileente baixa (Caramaschi, 1986; Sao
Tiago, 1990; Melo, 2001).

Melo (2001), na tentativa de estabelecer as retadiiogenéticas das espécies do
grupo C. lauroi, com base em caracteres morfolégicos, apesar sereder mais duas
espécies pertinentes ao gru@héracidiumsp. “piabanha’e Characidiunmsp. “iguacu”), nao
conseguiu estabelecer as relacbes éhtschubarti, C. oiticicai e Characidiusp. “iguacu”,
tendo resolvido, entretanto, a posicao Gejapuhybensecomo basal na filogenia, e as
relacdes entr€. lauroi e Characidiumsp. “piabanha”, como espécies irmas mais derivadas,

como mostra a Figura 3.



Characidium japuhybense

Characidium lauroi

2

Characidium sp “piabanha

Clado 1

Characidium schubarti

Characidium sp “iguagu”

Characidium oiticicai

Figura 3: Cladograma do grup®@. lauroi obtido por Melo (2001).

As espécies desse grupo podem ser encontradaigctossrtributarios dos trechos alto
e médio superior do Rio Paraiba do Sul, no cag0.dauroi; nos pequenos riachos costeiros
da baia da Ilha Grande, no casadgapuhybensenos pequenos riachos tributarios da bacia
do rio Paranapanema, no casdddeschubarti nos riachos tributarios do alto rio Tieté, adest
de Sédo Paulo, no caso @e oiticicai; nos riachos da vertente oeste da Serra dos ¢rgaos
tributario do rio Piabanha, tributario da margeneitth do rio Paraiba do sul, no caso de
Characidiumsp. “piabanha”; e nos riachos da face sudoes8eda da Esperanca, tributarios
da margem direita do rio Iguagu, no casdCtaracidiumsp. “iguagu”, como pode ser visto
no mapa da Figura 4.

O padrédo de distribuicdo dessas espécies se anoaixmodelo de especiacao
alopatrica, segundo o qual barreiras vicariant@s,ocos eventos de separagdo das bacias e as

variacdes climéticas ocorridas durante o Pleistocefio responséveis pela segregacao das



populacdes ancestrais em areas diferentes, com® gaEdobservado na sobreposicdo do

cladograma das espécies sobre o mapa de distabngckigura 4 (Melo, 2001).

--24*

27
4t

Figura 4: Mapa de distribuico das espécies do gtapmi, sobreposto a filogenia proposta (com modifica¢des
— Melo, 2001). Legenda: 1G. japuhybense2 —Characidiumsp. “piabanha”; 3 €. lauroi; 4 —C.oiticicai; 5 —

C. schubarti 6 —Characidiumsp. “iguacu”.

Melo (2001) propds que a posi¢do dejapuhybenseomo espécie basal dentro do
grupo pode ser corroborada pela relacdo de proamfeigntre as espécies que ocorrem nas
bacias do Rio Tieté, Paraiba do Sul, Ribeira dapgue Rio Iguacu, e que essa relacdo pode
demonstrar que as cabeceiras do Paranapanemal) lguRibeira do Iguape também faziam
parte de um sistema comum ao alto Paraiba do 8t@/TAs hipéteses propostas para a
resolucdo do cladograma para as espécies restritassas bacias revelam que, ou o
isolamento das cabeceiras do Iguacu é o evento amiigo em relacdo a separacdo do

Paranapanema, Tieté e Ribeira do Iguape, ou qualeseiras do Paranapanema teriam se
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separado primeiro, deixando unidas as cabeceirégudgu com Tieté, através do Ribeira do
Iguape. Esse mesmo autor também propde que a n@reEiC. lauroi e Characidiumsp.
“piabanha” sugere que as populacbes ancestrasiase separado apds o aumento do volume
do rio Paraiba do Sul, um evento recente que néuifpe ainda que as populacdes Ge
lauroi fixassem caracteres autoapomorficos (Melo, 2001).

A presenca das espécies do gr@dauroi em riachos montanhosos com mais de 800
metros de altitude pode ser facilmente explicada @levacdo da temperatura global no final
do Pleistoceno e inicio do Holoceno, que forcaraisnamento das popula¢gdes do grho
lauroi a riachos de cabeceiras das areas de grande altienelando a atual distribuicao
dessas espécies (Melo, 2001).

Apesar de o trabalho de Melo (2001) ter resolvidoreglacdes entre algumas das
espécies desse grupo, a politomia observada (Fi@ura& carente de estudos mais
aprofundados para determinacéo correta das relayidstivas entre as espécies do grupo

Characidium lauroi

1.4. Estudos Citogenéticos

Dados citogenéticos, que poderiam ajudar na elg&alala questdo descrita acima,

estdo disponiveis apenas para poucas espécieselmGaaracidium(Tabela 1).



Espécie

C.cf. zebra

C. gomesi

C. pterostictum

C. lanei

C. lauroi

C. oiticicai
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Tabela I Dados cromossOmicos para o géréharacidium

2n (férmula cariotipica)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18sm)

50 (32m + 18sma; 31m + 19srR)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 18smy; 31m + 18sm + 1sP)
50 (32m+16sm+2st)
50 (32m+16sm+2&'; 31m + 16sm + 1st + 23)
50 (32m + 18sm)
50 (32m + 16sm + 2d; 31m + 16sm + 1st + 23)

50 (24m + 24sm + 2st)

50 (32m + 18sm)

50 (32m + 18smy; 31m + 18sm + 1sP)

RONSs (par)
Multipla
25
25
23
23
23
17
18
17

Multipla

Sexual
Sexual
Sexual
5e23
Sexual

Sexual

CS

ZZ/Z\W
ZZ|ZWN

ZZ]Z\WN

ZZ/Z\W
ZZ/Z\W

ZZ/Z\W

ZZ|Z\WN

ZZ|Z\WN

B 18S 5S Localidade
Rio Mogi-Guagu — Luis Anténio, SP
0-1 Rio Passa-Cinco — Ipetna, SP
Rio Piracicaba — SP
Cérrego Paiol Grande — Sao Bento do Sapucal,
Rio Machado — Sao Jodo da Mata, MG
Rio Piraitinga — Sales6polis, SP
Rio Machado — Sao Jodo da Mata, MG
Corrego Paiol Grande — Sao Bento do Sapucai,
0-4 Rio Pardo — Botucatu, SP

10 2 Rio Quebra Perna — PR

Estacdo Ecoldgica de Carlos Botelho — Sao Migt
Arcanjo, SP

0-2 Rio Betari — Apiai, SP
Cérrego Cari — Morretes, PR
Rio Barroca — PR
Ribeirdo Grande — Pindamonhangaba, SP
Tributario Rio Grande — Ubatuba, SP

0-3 Rio Piraitinga — Salesopolis, SP

Ref.

5,6

=
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Tabela I Dados cromossOmicos para o géréharacidium(continuacag.

Espécie 2n (férmula cariotipica) RONSs (par) CS B 18S 5S Localidade Ref.
C. schubarti 50 (32m + 18sna; 31m + 19snt) Sexual ZZIZ\WN Rio Cinco Réis — Jaguariaiva , PR 4
Characidiumsp. 50 (32m + 18sm’; 31m + 19snt) Sexual Z2ZI1ZWN Tributario do Rio Preto — Itanhaém, SP 4
C. cf. alipioi 50 (30m + 20sm) 16 ZZI1ZW Ribeirdo Grande — Pindamonhangaba, SI 9
C. lagosantensis 50 (32m + 18sm) Rio Mogi-Guacu — Luis Antonio, SP 1

Legenda: 2n — numero dipléide; RONs — regides orgdoras de nucléolo; CS — cromossomo sexual; Bmassomo B; 18S — niimero de marcacdes de DNAr38S;
— namero de marcacdes de DNAr 5S; Ref. — referéimidiograficas; m — cromossomo metacéntrico; sromossomo submetacéntrico; st — cromossomo
subtelocéntrico; a — cromossomo acrocéntrico. liyadhwa e Galetti Jr. (1994); 2 — Centofagit@l. (2001); 3 — Silva e Maistro (2006); 4 — Alvetsal. (2010); 5 —

Maistroet al. (1998); 6 — Maistret al. (2004); 7 — Vicaret al. (2008); 8 — Nolettet al. (2009); 9 - Centofantet al. (2003).
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Os estudos citogenéticos disponiveis para o g&deavacidiumtém evidenciado um
padrdo relativamente estavel em relacdo ao nuampléidk, sendo que todas as espécies
apresentam 2n=50 cromossomos de dois bracos. Coetdx de duas populacdes e
pterostictumuma que apresenta um par de cromossomos acrooéniflveset al, 2010), e
outra, um par de cromossomos subtelocéntricos @diya e Galetti Jr, 1994); d& lauroi,
que apresenta um par de cromossomos subteloc&n{i@ntofanteet al, 2003), e deC.
lanei, que apresenta um par de cromossomos acrocénfiNobstto et al, 2009), as demais
espécies estudadas tém seu complemento padrédo stomgomente por Cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, apresentanda padacdo em sua formula cariotipica.

Essa variacdo na formula cariotipica deve-se aepgasde Cromossomos sexuais
diferenciados do tipo ZZ/ZW (Centofargeal, 2001; Centofantet al, 2003; Maistroet al,
2004, 1998; Vicaret al, 2008; Nolettcet al, 2009; Alveset al, 2010). Para esse género, 0
cromossomo W apresenta, entre as espécies estudladasdes quanto a sua morfologia e
padrdo de distribuicdo da heterocromatina consiituem geral, apresentando-se totalmente
heterocromatico, enquanto que o cromossomo Z apeese conservado em relacdo a sua
morfologia, com poucas variacdes no padrao deldlistio da heterocromatina constitutiva.

Embora a maioria dos peixes Neotropicais nao api&seromossomos sexuais
diferenciados, seis sistemas sexuais distintosrgrf identificados para esse grupo (Moreira-
Filho et al, 1993; Almeida-Toledet al, 2001; Alvesget al, 2006). Esses sistemas podem ser
simples (ZZ/ZW, XXIXY e XX/X0) ou multiplos (XX/XYY, e XX XoXo/X1 XY e
ZZIZW,W>) e, algumas ocorréncias em determinados gruposresmggue esses sistemas
apresentam origens distintas e que, possivelmeerjam caracteres derivados. Exemplos
disso sdo as familias Erythrinidae e Parodonti@aetdllo et al., 1979, 1983; Moreira-Filho
et al, 1993; Bertolleet al, 2000), e o génetdigenmannigAlmeida-Toledocet al, 1984), nas

guais ocorrem diferentes tipos de sistemas de @sonaos sexuais entre as espécies.
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Por outro lado, 0 estudo de nove espécies/popudai@Eriportheus género de peixe
de ampla distribuicdo geografica na América do Bullenciou a ocorréncia do sistema de
cromossomos sexuais diferenciados do tipo ZZ/ZW tedas essas espécies/populacoes,
sendo que o cromossomo W apresentou-se diferentelagdio a sua morfologia (Artoat
al., 2001; Margarido e Galetti Jr., 1999). A exist@ndesse sistema sexual em todas as
espécies analisadas representa uma sinapomorf&gjamuuma caracteristica basal para todas
as espeécies do géneifaiportheus ndo estando presente em outros géneros da familia
Characidae, comBrycone SalminugDiniz et al, 2008).

Para o géner@haracidium a auséncia de um sistema diferenciado de cromusso
sexuais na espéciéharacidiumcf. zebrg morfologicamente a mais primitiva do género
(Buckup, 1993a), pode ser considerada uma condi@siomorfica para o género. No
entanto, a presenca de um sistema cromossémiaertifado do tipo ZZ/ZW em algumas
espécies do género poderia indicar a existénciargecondicdo sinapomorfica relativamente
restrita a um determinado grupo dentro do gé(&ies, 2006).

As regifes organizadoras de nucléolo (RONs) sadaangmte visualizadas entre 0s
peixes pelo fato de a técnica de impregnacao patmide prata (Ag-RONS) ser de simples
aplicacao, tornando-a um importante marcador aitégeo para esse grupo de animais. No
entanto, essa técnica apresenta limitacdes, poigrdge as regidbes que estavam ativas na
expressdo génica da interfase anterior sao evatai(Milleret al, 1976). A melhor
visualizacdo dessas regifes pode ser feita por m@idécnica de “hibridacdm situ
fluorescente” (FISH), que permite a localizac&orelgides especificas do DNA, no caso o
DNA ribossomal (DNAr), independente da sua ativeladh interfase. Em vertebrados, o
DNA ribossémico é organizado em duas classes tlistim classe maior DNAr 45S, que
transcreve 0s genes ribossomais 18S, 5.8S e 288asse menor 5S, que transcreve 0s genes

ribossomais 5S. A localizacdo do DNAr 18S em pe&e®incidente com as marcagdes de
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RONSs, porém a localizacdo do DNAr 5S nao apresssda mesma relacdo (Martins e Galetti
Jr., 2004).

Com relacdo as RONs, as espécies do gér@maracidium apresentam um
conservadorismo relativo a morfologia do par crasdosco portador de Ag-RONSs, sendo
gue apenas cromossomos do tipo submetacéntriceempaen essas sequéncias em posicao
terminal ou intersticial. Apesar de RONs simple®giseas mais frequentes dentro do género,
RONSs multiplas foram encontradas @haracidiumcf. zebrae C. gomes{Vicari et al,2008;
Miyazawa e Galetti Jr., 1994).

Para as espécies do géneTharacidium que apresentam cromossomos sexuais
diferenciados, as RONs podem ser visualizadas $i&3sen0ssomos, como ocorre €n
pterostictum, C. lauroe C. schubarti(Alves et al, 2010), e em duas populacdesCidanei
(Noletto et al, 2009; Alveset al, 2010). A espéci€. gomesitambém apresenta RONs em
cromossomos sexuais (Vicai al, 2008), porém, em algumas populacdes estudadas de
espécie, a visualizacdo das RONs ocorre em umrparossémico ndo sexual, da mesma
forma que ocorre para a espéCiraracidiumcf. alipioi (Centofanteet al, 2003).

A ocorréncia de DNAr em cromossomos sexuais temaigervada em varios grupos
de animais, como em insetos (Pellegenial, 1977; Juaret al, 1993; Parise-Maltempi e
Avancini, 2001) e mamiferos (Yonenaga-Yassetlaal, 1983; Oshideet al, 1999). Em
peixes, essa ocorréncia restringe-se, até agéandulus diaphanu@Howell e Black, 1979),
Salvelinus alpinugReed e Phillips, 1997)riportheus guenther{Artoni, 1999), Hoplias
malabaricus(Born e Bertollo, 2000) Elisonotussp. A (Andreatat al, 2002).

Alves (2006) sugere, em sua dissertacao de mestjada presenca de Ag-RONs em
Cromossomos sexuais no géndétharacidium seja anterior aos processos que levaram a
formacgao dos cromossomos sexuais diferenciado$VZ Bessa forma, a presenca de RONs

em Cromossomos sexuais, a0 menos nesse grupoe per@der relagdo com a determinagéo
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do sexo, constituindo-se apenas em um importanteaghar para algumas espécies (Alves,
2006).

Vicari et al. (2008), foram os primeiros a fazer a localizagadNAr no género, na
espécieC. gomesi na qual foram visualizados 10 sitios marcados &Ar 18S, em
contraste com as 7 marcacdes encontradas por AgREIN outro lado, Nolettet al (2009)
encontraram enC. laneium par marcado por FISH com sonda de DNAr 18S)cuente
com o par portador das RONs. Nesses dois trabdliaglicada também a FISH com sonda
de DNAr 5S, sendo que ambos encontraram apenasuupopiador dessas sequéncias.

Cromossomos supranumerarios estdo amplamentebdidiss na fauna e flora
mundial. Eles ja foram relatados em mais de 1.@p@aes de plantas (Jones e Rees, 1982),
mais de 250 espécies de insetos (Jones e Rees) &98Rais raramente, em roedores
(Volobujev, 1980).

A ocorréncia dessa classe de cromossomos em p&xe8 um evento raro, pois sua
existéncia ja foi descrita para varios grupos. £ssemossomos podem variar em relacdo ao
tamanho, podendo ocorrer como microcromossomosg gancaso dérochilodus lineatus
(Pauls e Bertollo, 1983) &loenkhausia sanctafilomenag@-oresti et al., 1989); como
cromossomos de tamanho médio, no cas®la@mdia hilarii(Fenocchio e Bertollo, 1990;
Garciaet al, 2010); e como macrocromossomos, no caso de agypopulacdes destyanax
scabripinnis(Maistroet al, 1992; Maistreet al, 2001).

Apesar de diferentes mecanismos terem sido propqstoa explicar a origem e
manutencdo dos cromossomos  supranumerarios em Svar@ganismos, a
heterocromatinizacdo parece ser uma caracteréstinam, ocorrendo durante a diferenciacéo
desses cromossomos (Jones e Rees, 1982). Na mdmsiaestudos, 0S Cromossomos
supranumerarios apresentaram-se totalmente hederaticos (Vicenteet al, 1996). No

entanto, ja& foram evidenciadas variacdes a essgiggadom cromossomos dessa classe
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totalmente eucromaticos sendo identificados 8teindachnerina insculptgdOliveira e
Foresti, 1993) e alguns cromossomos eucromaticositi®s heterocromaticos, como em
Moenkhausia sanctafilomeng€orestiet al., 1989). J& enRhamdia hilarii (Fenocchio e
Bertollo, 1990), a heterocromatina foi observadaesate nas regies terminais de ambos o0s
bracos dos cromossomos supranumerarios.

A presenca de cromossomos supranumerarios no géharacidiumfoi descrita em
quatro espécie§ haracidiumcf. zebra, C. gomesiC. oiticicai e C. pterostictumMiyazawa
e Galetti Jr., 1994; Maistret al., 1998, 2004; Alve®t al, 2010). Esses cromossomos sao
pequenos, totalmente heterocromaticos, variand® @el cromossomos e@. gomesk C.
pterostictumde 0 a 3 en. oiticicaie de 0 a 1 er@. cf. zebra

A ocorréncia de poliploidia (mais de dois conjuntasmpletos de cromossomos)
natural em peixes Neotropicais esta se tornanda wezl mais frequiente conforme o numero
de espécies e populacbes analisadas citogenetimnaementa. Todos o0s casos de
polipldides entre esses peixes estao relacionadudivdaduos tripldides, com nenhuma outra
forma de poliploidia tendo sido descrita. No ertamim Curimata modestgdVenereet al,
1985) e emAstyanax scabripinnigMaistro et al, 1994), a triploidia € acompanhada de
cromossomos supranumerarios. No gér@haracidium,o Unico caso de triploidia natural
esta descrito par@. gomesium caso interessante de triploidia, uma vez gsa populacéo
apresenta cromossomos sexuais diferenciados d@ZZiffflV; nesse caso, a presenca de um
cromossomo W e dois cromossomos Z foi verificadssina como trés cromossomos
portadores de RONs (Centofaeteal.,, 2001).

Os dados disponiveis até o presente momento mosiraen grande diversidade
cariotipica no géner@haracidium apesar da constancia do namero dipléide e aponta
caréncia de estudos que auxiliem na identificagio ebpécies desse grupo, uma vez que

populacdes de uma mesma espécie apresentam datmetercariotipicas divergentes (por
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exemplo,C. gomegi o0 que faz desse género um alvo interessanteegtdos citogenéticos
classicos e citogenético-moleculares mais aprofimgla

Além disso, apesar ja haver alguma descricao citgige pardC. lauroi, C. schubarti
e C. oiticicai, nenhuma discusséo sobre a relacdo dos dadotiads com a formacéo do
grupo C. lauroi foi feita pelos autores (Centofargé al, 2003; Alveset al, 2010), o que
enfatiza a necessidade de um estudo nesse sehti@ogando as espécies pertencentes ao

grupoC. lauroi.

1.5. Estudos Moleculares

Marcadores moleculares de DNA sao utilizados cderoamenta para diversos
estudos como, por exemplo, analises de variab@idghética, fluxo génico, identificacdo de
espécies, entre outros. A utilizacdo destes mareadw estudo de populacdes naturais tem
alcancado grande éxito no estabelecimento de edagénéticas e evolutivas dentro de um
grupo, além de contribuir com estudos que visamngarvacdo de espécies (Wolfe e Liston,
1998).

A descoberta da utilidade do DNAmMt como ferramentdecular, no final da técnica
de 70 (Aviseet al, 1979a, b; Browret al, 1979), produziu um grande impacto nos estudos
moleculares de genética de populagbes e evolucdaNAmt animal é composto por uma
molécula circular pequena, fechada covalentemelgetamanho variavel (entre 15.000 a
17.000 pares de bases). Apresenta conteldo gétaooeate conservado, representado por
37 genes, 24 deles envolvidos com o mecanismo atesadri¢cdo do proprio DNAmt (22
RNAts e dois RNArs) e 13 que codificam polipept&ditrés da Citocromo Oxidase c, sete da
NADH desidrogenase, ATPase 6 e 8 e o complexo ¢lac®mo b (Ballard e Withlock,

2004). Ha ainda uma regido nao codificante e aleneariavel, o D-loop, que é a regiao
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responsavel pelo controle da duplicacdo do DNA coidrial (Figura 5) (Meyer, 1994;
Johansenet al, 1990). Em algumas espécies de peixes, a orgdozao genoma
mitocondrial apresenta diferencas, geralmente geudb genes de RNAt ou o tamanho da

regido D-loop (Miyeet al.,, 2003; Mabuchet al, 2004).

Thr-tRNA Phe-tRNA

Ser-tRNA
His-tRNA

ATPsynthetase  ATPsynthetase
subunit 6 subusr!llitS

Figura 5: Esquema ilustrativo da organizacdo do genomacuariidrial em vertebrados (Fonte: Passarge, 1995).

Esse DNA apresenta algumas caracteristicas qamant uma ferramenta adequada
para estudos evolutivos, pois se trata de um gernmmg@acto, com estrutura e organizacao
simples; auséncia de introns, pseudogenes e elesndrénsponiveis, com heranca
predominantemente materna e mendeliana; ausénqgeerdeutacdo; alta taxa de evolucéo
guando comparada a taxa o DNA nuclear; e facilidadeica de isolamento e extracdo, uma
vez que a molécula de DNAmt esta presente em altwero de copias no genoma (Avise

al., 1987; Garesset al,, 1997).
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O DNAmt apresenta uma alta taxa de substituicAawideotideos, cerca de 5 a 10
vezes superior a do DNA nuclear (Brownal, 1979; Harrison, 1989). Em primatas, essa
taxa foi estimada em 2% de divergéncia de seqummiamilnes de anos. Entretanto,
estudos mais recentes tém demonstrado que esseonpgote variar entre diferentes regioes
da molécula, entre diferentes taxons e até mesmiorm do tempo evolutivo em uma
mesma linhagem (Avise, 1991; Strauss, 1999). Osepgbarecem apresentar uma taxa de
substituicdo de nucleotideos menor do que a dasbrados superiores (Kochetral, 1989;

Li, 1993; Martin e Palumbi, 1993).

Algumas hipoteses foram levantadas para explicataataxa evolutiva do DNAmt,
entre elas esta a ineficiéncia dos mecanismos @agara corrigir mutacdées que surgem
durante a replicacdo; o relaxamento da restricAdudedo e/ou da selecédo; e a grande
exposicao do DNAmt a danos oxidativos.

Marcadores moleculares que utilizam o DNAmt saciaftes em analises intra e
inter-especificas. Entre suas possiveis aplicagiekliem-se: estimativas do grau de
variabilidade genética (Avise, 1986; Moritg al, 1987); analise de zonas de contato
(Szumuraet al, 1986) e de fluxo génico (Sanetra e Crozier, 2088judos de biogeografia
historica (Bermingham e Avise, 1986; Beheregatagl.,2001); e caracterizacdo de estrutura
populacional (Liuet al, 2006), além do seu emprego crescente no campstiamatica
molecular, para a inferéncia de relagfes filogeast{Alves-Gomest al, 1995; Ortiet al,
1996; Calcagnottet al, 2005, Prettiet al, 2009) e em estudos de conservacao genética
(Beheregaragt al, 2003; Liet al, 2005, Herbelet al, 2006).

A analise do DNAmt tem fornecido muitas informagdeis a respeito da diversidade
genética, ao acrescentar uma perspectiva filogkogréd demografia e a estrutura
populacional de uma espécie (Aviseal, 1987). Nos peixes, o DNAmt tem sido bastante

aplicado em estudos de relagbes genéticas tantpopulacdes naturais (Bermingham e
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Martin, 1998; Moysés e Almeida-Toledo, 2002; Pritlial, 2002; Montoya-Burgos, 2003;
Moyer et al, 2004) quanto em populacdes cultivadas (Danznealmssen, 1995; Hansen

al., 2000; Hilsdorfet al.,2002).

1.5.1. O uso de PCR-RFLP e de sequenciamento de DEW peixes

Dentre as técnicas moleculares que utilizam o DNAtastacam-ses marcadores
RFLPs (Restriction Fragment LenghPolymorphisms — polimorfismos de tamanho em
fragmentos de restricdpque analisam os polimorfismos de comprimentoftiagmentos de
DNA resultantes do tratamento com enzimas de ¢éstrigue clivam o DNA em sitios
especificos; e a técnica de sequenciamento do [Dayphcados no estudo das relagbes
filogenéticas e filogeograficas, utilizando a comagdo entre as variacoes nas bases
nitrogenadas em determinada posi¢cao da moléculiNde

A técnica de RFLP tem como principio verificar aggnca ou auséncia de sequéncias
especificas de 4 a 8 pares de bases, reconhecd@adas pelas enzimas de restricdo, que
podem variar entre diferentes individuos, comoltada de polimorfismo nas sequéncias de
DNA. Diferencas nos padrbes podem ser resultaneesnsercdes, delecbes ou outros
rearranjos (translocacgdes, inversdes) que alterdistancia entre pares de sitios de restricao
(Matioli, 2001). Essa técnica apresenta vantagemis,0 numero de marcadores encontrados
€ praticamente ilimitado, além de possuir um baiksto financeiro em comparagdo ao
sequenciamento de todos os individuos de uma primyl@ de ser uma técnica rapida, onde
nao ha necessidade de um conhecimento prévio dersgg do gene em estudo, além de
permitir uma analise simultanea de muitos indivil(Matioli, 2001).

Uma modificacdo dessa técnica é a PCR-RRdy(merase chain reaction based on

restriction fragment length polymorphismpolimorfismos de tamanho em fragmentos de
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restricdo baseado em reacOes em cadeia da poliregrgee pode ser utilizada em analises
de estrutura genética e diversida@@hnakaet al, 1999; lkeda e Taniguchi, 2002) e na
identificacdo de espécies relacionadas (Osaetrai, 2001). Em peixes, essa técnica ja foi
utilizada para estimar diversidade genética no @éRaogobius(Takahashi e Ohara, 2004),
e naidentificacdo e caracterizacdo de espécies e daldgh bem como a identificacdo de
hapldtipos restritos a uma populacdagnese et al., 1997; Urukawa et al, 1998;
Triantafyllidis et al,1999 Hold et al, 2001; Moisés e Almeida-Toledo, 2002; Aranishal.,
2005;Garcez, 2005; Mohindrat al, 2007;Hashimotcet al, 2010).

A aplicacdo conjunta das técnicas de PCR-RFLPqgaeseiamento de genes pode
fornecer informacdes sobre polimorfismos dentrp@aulacdo. O sequenciamento de genes é
uma metodologia dispendiosa, que nao permite estadas os individuos. Atravées da PCR-
RFLP, as diferencas dentro da populacédo podendsstificadas, direcionando assim, quais
variantes devem participar do sequenciamento (Dol al., 1996).

Os dados de sequenciamento de DNA tém sido aplcadoestudo das relacdes
filogenéticas, tendo como base as variacfes n&s lgsogenadas em determinada posicéo
da molécula de DNA. Em comparacgfes interespecjfieaomum trabalhar com caracteres
que variem entre os grupos estudados, mas nacdigirs. Genes que possuem taxas de
evolucéo altas e polimorfismos intraespecificosndelerados a baixos sdo os mais adequados
para a analise de relacdes evolutivas entre esp@ciximas (Hilliset al, 1996). Em
reconstrugdes filogenéticas, a escolha do gene aesgienciado é crucial, j& que arvores
construidas para um mesmo grupo de organismos aeedm conjuntos de dados diferentes
podem resultar em filogenias diferentes. Desse madescolha cuidadosa do gene é mais
importante do que o método de reconstrucao filaiEméRusseet al., 1996).

Apesar de ser amplamente utilizado em peixes, tant®CR-RFLP quanto o

sequenciamento de genes ainda ndo foram aplicamosocintuito de resolver as relagbes
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filogenéticas das espécies do gér@énaracidium o que ressalta a importancia desses estudos
no género. Somada a isso, a falta de resolucagoetigdes filogenéticas das espécies do
grupo C. lauroi reitera a necessidade da utilizacdo dessas famtameno correto

entendimento da historia evolutiva desse grupcsgéaes.

1.5.2. O uso do DNAvarcodingem peixes

A identificacdo de espécies por meio da analisecomtdr tem sido utilizada por
muitos anos. Inicialmente foram utilizadas as difigas em izoenzimas (Avise, 1975),
seguido da analise do DNAmt (Avise, 1994). BarkeRavidson (1991) foram os primeiros a
usar o sequenciamento de DNA mitocondrial paratifigacdo de peixes, mostrando que as
sequéncias do Citocromo b poderiam discriminar rquaspécies de atunilunnusspp.).
Posteriormente, eles propuseram a importanciagleéeseias nucleotidicas como um meio de
identificacdo para as espécies de peixes (Bagl@&avidson, 1992). O sequenciamento de
DNA para identificacdo de espécies, no entantana tarefa dificil, pois € necessario algum
conhecimento prévio das espécies para se seleeimnas primers adequados para uma
regido génica que caracteriza um taxon particular.

O uso do DNAbarcodingdifere do sequenciamento de uma regido génictraihj
por apresentar a proposta de uma Unica regidoagéaitdo usada como base de um sistema
global de bioidentificacdo para os animais (Helsdrtal, 2003). O gene mitocondrial
Citocromo c oxidase 1 (COl) foi escolhido como o@@adrao para o DNBarcodingpois
mostra uma sequéncia de aminoacido conservadagqilitafo desenho derimersuniversais
aplicaveis em um amplo grupo de animais (Heberal, 2003; 2004; Wardkt al, 2005;
Hajibabaeiet al, 2006), e ficou estabelecido que o final 5’ degre mitocondrial € um alvo

particularmente promissor para a identificacdoetgmecies. O COI codifica parte da enzima
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terminal da cadeia respiratéria de mitocondriasagagdes especificas para esse gene sao
baixas quando comparadas entre individuos de unsanen@spécie. Por consequéncia, as
espécies sao definidas por uma sequéncia particulpor um conjunto de sequéncias muito
similares quando analisadas por meio dessa re§irdioag

A eficacia do DNAbarcoding para a identificacdo de espécies ja foi validaala p
muitos grupos de animais (Waugh, 2007), de inveatids a vertebrados (Hogg e Hebert,
2004; Hebertt al, 2004a,b; Hajibabaei al, 2006a; Lefeburet al, 2006; Yoocet al, 2006;
Eliaset al, 2007; Costat al, 2007; Clareet al, 2007). O uso dessa regido génica também
ocorre para validar a identidade de linhagens tidacénimal (Lorenzt al, 2005; Coopeet
al. 2007) e € um passo recomendado para caracterizi;dnateriais de repositorios de
biodiversidade (Hanner e Gregory, 2007). Curiosaemenmesma regiao génica do COIl tem
se mostrado também eficaz para a identificacécedpécies de algas vermelhas (Saunders,
2005), de protistas unicelulares (Chantaegisil, 2007) e alguns fungos (Seifettal, 2007).

Seu poder de discriminar espécies estreitamergeioabdas € largamente atribuivel a
abundancia de mudancas sindnimas em seus nucteo{iard e Holmes, 2007).

No entanto, ha muita controvérsia em relacdo ao desdNA barcoding Essa
controvérsia esta relacionada a utilizacdo de une geitocondrial para identificacdo de
espécies, a sua capacidade de discriminar espéciestemente irradiadas e espécies com
extensa diferenciagdo espacial e a sua capacidadiegtobrir novas espécies (Moritz e
Cicero, 2004; Hickersoat al, 2006; Rubinoffet al, 2006). Ha certamente problemas com
alguns grupos especificos. Por exemplo, o COI évuoluto lentamente em determinados
grupos de cnidarios bentbnicos (Franca e Hoové2;2Bheareet al, 2002) e, portanto, ndo
possui resolucdo em nivel de espécie para esse (iepertet al, 2003). Outra controvérsia
relaciona-se com a escolha da regido alvo (Erpé&néieal, 2006), enquanto também tém

sido sugerido o sequenciamento de uma parcela maigene COI (Roe e Sperling, 2007).
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No entanto, a escolha de um marcador diferenteagauslificuldade de justificar essa
sequéncia nova comzarcoding(Neigelet al, 2007). Méieret al (2006) observaram que as
sequéncias de COI geraram apenas 70% de sucegsentibcacdo em nivel de espécie em
Diptera, usando sequéncias do GenBank. Porém, smaitpistros nesse banco de dados sdo
conhecidos como espécimes mal-identificados (Ha2063, Mitchell, 2008) e/ou com falta
de referéncia para os espécimes utilizados (Ruetdals 2000; Pleijelet al, 2008). Novos
testes, no entanto, tém mostrado recentemente G@d proporciona uma resolugdo em nivel
de espécie em varios grupos de dipteros (Senigh, 2006; Cywinskat al, 2006; Kumaet
al., 2007; Carevet al, 2007; Ekrenet al. 2007).

A necessidade de uma ferramenta abrangente e welinfi@ identificacdo de espécies
combinada com o sucesso precoce do Dfdfcodingem peixes (Savolainen, 2005; Watd
al.,, 2005) provocou a formacaddo Fish Barcode of Life CampaigFISH-BOL)
(http://www.fishbol.org). Esta campanha tem comma@pal objetivo reunir registros de
DNA barcodingpara peixes de todo o mundo, cerca de 30 000iesp@ada a estimativa de
US$ 200 bilhdes para o valor anual da pesca myrali@lSH-BOL est4 abordando questdes
sociais relevantes no que diz respeito ao mercagesica comercial, no ambito da gestédo das
quotas e de substituicdo dos pescados. Aléem desdmanco de dados esta ajudando a
conciliagdo de divergéncias em questdes cientjfd@snercado e nos nomes comuns entre as
diferentes nacgdes. Para ictidlogos, o FISH-BOL mtenser uma ferramenta poderosa para
ampliar a compreensédo da histéria natural e deaigies ecoldgicas das espécies de peixes.
Embora a saturacdo mutacional limite o valor dagi&ecias do DNAbarcoding para a
resolucdo das relacdes em nivel filogenético, amsl@eDNA barcodingestdo atualmente
sendo incorporados em diversos projetdse€ of Lifé. Na verdade, o uso do DNA
barcoding € complementar aos estudos filogenéticos, poigalaluz sobre linhagens

divergentes para posterior inclusdo em tais arslisijibabaeiet al, 2007). Portanto, os
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dados gerados a partir de FISH-BOL contribuird@apana sintese da histéria evolutiva do
grupo mais diversificado de vertebrados na terra.

Com isso, devido a problematica na identificac@atpécies do géne@haracidium
apresentadas anteriormente, o uso de DidAcoding € importante, pois pode auxiliar no
processo de descricdo de novas espécies, na sEpaegspécies pouco conhecidas, na sua
correta identificacdo e, principalmente, no progeds validar a presenca de um grupo de

espécies relacionadas a esp&haracidium lauroi
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2. Objetivos

Com base no fato de o gén€&baracidiumser ainda relativamente pouco estudado do
ponto de vista citogenético e molecular, e no tEgoucos estudos nesse sentido terem sido
realizados para o grupcC. lauroi o objetivo do presente trabalho foi analisar
citogeneticamente e molecularmente as espéciemnperites ao grup®. lauroi: C. oiticical,

C. lauroi, C. schubarti, C. japuhybens€haracidium sp. “iguacu” e Characidium sp.
“piabanha” provenientes de suas localidades-tilgon ale outras espécies do género, a fim de
tentar elucidar as relacdes filogenéticas do grego questdo, ampliar o conhecimento a
respeito desse género e buscar marcadores citagenéileculares para as espécies.

Objetivos especificos:

» [Estudar citogeneticamente o0s individuos coletadas meio das técnicas
convencionais;

» Localizar sequéncias de DNAr 5S e 18S pela téaméc&ISH, além de regides CG-
ricas do DNA;

» Identificar possiveis variacdes intra e inter papidnais por meio da técnica de PCR-
RFLP e determinar as relagfes evolutivas das espdoigrupc. lauroi;

« Utilizar as sequéncias de DN#arcodingpara estabelecer os limites entre as espécies
do grupaoC. lauroi,

* Analisar as relacdes filogenéticas entre as espécgenero, com énfase no grupo
lauroi, por meio de sequenciamento de DNAmt, utilizandogenes ATPase 6 e 8 e

Citocromo b.
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3. Material e Métodos

3.1. Locais de coleta e espécies coletadas

No presente trabalho foram estudadas 20 populaddegéneroCharacidium,
pertencentes a 10 espécies, como listado na Tapglatamente com seus pontos de coleta,
quantidade de individuos coletados, cédigo utilizad texto e técnicas aplicadas. Na Figura
6, estdo representadas as espeécies pertencengespadC. lauroi e na Figura 7, as demais
espécies coletadas.

Apos as coletas, os espécimes foram encaminhadosbaoatério de Ictiogenética da
Universidade de S&do Paulo (USP-SP) e processaslsyendo posteriormente numeracao
correspondente aos registros do proprio laboratdpds este processo, os exemplares foram
armazenados em etanol 100%, posteriormente depositaidentificados no Museu Nacional
do Rio de Janeiro — UFRJ pelo Prof. Dr. Paulo AckBy, com os numeros de tombo
mostrados na Tabela 2. Os comprimentos padroesspesies estudadas estdo dispostos na
Tabela 3.

A espécieCharacidium cf. zebra foi utilizada em todas as abordagens por ser
considerada basal dentro do gén€haracidium(Buckup, 1993b), enquanto que as espécies
C. oiticicai e Characidiumsp.2 nao tiveram seus cariétipos descritos noeptestrabalho,
sendo utilizados apenas em técnicas moleculares.

A populacao deCharacidiumsp. “iguacu” utilizada no presente trabalho néioafo
mesma utilizada no trabalho que estabeleceu a e@unérmacao do grupG. lauroi (Melo,
2001), pois durante a excursao de campo realizad®a g captura dessa espécie, problemas
relacionados ao nivel do rio da localidade-tiperi@an com que 0s coletores procurassem rios
alternativos proximos, 0 que ocasionou a desciigioma espécie nova pertencente ao grupo

C. lauroi, aqui denominada deharacidiumsp.2.



Espécie

Characidiumsp.1

C. lauroi

C. japuhybense

C. schubarti

C. oiticicai
C. sp. “piabanha”
Characidiumsp.2

C. lanei

C. pterostictum

NO
Amostral

59
2?

2?

69
578
139
248
219
33
209
108
49
67
109
578
149
178
119
44
69
248
119
84
109
44
59
78

Tabela 2 Espécies estudadas, seus respectivos pontoseta e@s técnicas aplicadas no presente trabalho.

Cadigo Rio

Rio dos Marins
rcl Rio Papudos
rc2 Rio das Pedras

Rio dos Marins

Rio Japuiba
sma Rio Taquaral
Rio Invernadinha
p2 Rio Samambaias

Rio Piraitinga

Ribeirdo Santa Rita

Rio Campo Real

pr Rio Morato
cj Rio Guarau

Rio Betari

Bacia Hidrografica

Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Rio Paraiba do Sul
Sudeste/Rio Japuiba
Rio Paranapanema
Rio Paranapanema
Rio Paranapanema
Rio Tieté
Rio Paraiba do Sul
Rio Iguagu
Rio Ribeira do Iguape
Sudeste/Rio Guaraquecak
Rio Ribeira do Iguape

Rio Ribeira do Iguape

Municipio

Piquete, SP
Rio Claro, RJ
Rio Claro, RJ
Piquete, SP
Angra dos Reis, RJ
Sé&o Miguel Arcanjo, SP
Jaguariaiva, PR
Jaguariaiva, PR
Salesopolis, SP
Teresopolis, RJ
Guarapuava, PR
Pariquera-acgu, SP
Guaraquecaba, PR
Cajati, SP

Iporanga, SP

GPS Relg\]liostro
(MNRJ)
. 990 '
SEUU s
SEE s
990 E97 41"
SEZE senon
. 990 ,
Woagoroor 083
. 990 '
W as 6087 0%
. 940 ,
Wawoine 0%
. 940 '
Woaaresy 3041
. 940 '
Woapdses 3002
. 930 291 EQV
Wagoay 3y 365
. 99018’ "
Woamoy g7 3666
. 9E0 9G! "
Wisiodgar 36965
. 940 ,
Woamsias 3040
220 11'04 A"
W 7Sy 2952
. 240 46" "
W05 105 36658
S: 24° 33.026’ )
W: 48° 40.875’

Citogenética

PCR-RFLP

31

DNA mitocondrial
ATPase

6og Cvb coOl
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X



Espécie .
P Amostral

39

39

259
1843
119
123

29
13

Characidiumcf.
zebra

Tabela 2 Espécies estudadas, seus respectivos pontosete e@s técnicas aplicadastftinuacag.

Cadigo Rio

Cérrego do
Tomaizinho

Cérrego do
Baguacu

p5 Rio Passa-Cinco

Rio Agua Branca

Ribeirdo do
Pantano

Bacia Hidrografica

Rio Grande
Rio Mogi-Guagu
Rio Piracicaba - Rio Tieté
Rio Sorobaca - Rio Tieté

Rio Mogi-Guagu

Municipio GPS
500 ,

Cardoso, SP V?/ igo (;gg(;g
Pirassununga, SF \?V%E%%%i’
peina, Sy 470 41 75
Iper6, SP V?l fg‘; iﬁé 2((5)4;
Descalvado, SP V?/ i%‘; jﬁ(l) 31’1:1))%

N° Registro
(MNRJ)

31498
33036
36849
36854

36860

Legenda: X = estudo realizado; - = auséncia deslado

Citogenética

PCR-RFLP

32

DNA mitocondrial

ALPase cyth  col
X X -
X X -
X X X
X X -
X X -

Tabela 3 Comprimento padrdo médio das espécies do g&temmcidiumestudadas no presente trabalho (FdriehBase;Melo, 2001).

Espécie
C. lauroi
C. japuhybense
C. oiticicai
C. schubarti
Characidiumsp. “iguacu”
Characidiumsp. “piabanha”
Characidiumcf. zebra

C. pterostictum

C. lanei

Comprimento padrdo (média em mm)

61,2
52,7
34,4
50,3
36,1
45,6
62,0
41,0
65,0



Figura 6: Espécies do géneftharacidiumcoletadas pertencente ao grépdauroi. A —C. lauroi; B —
C. japuhybenseC —C. oiticicai; D — C. schubarti(sma);E — Characidiumsp. “piabanha”F —
Characidiumsp.2

Figura 7: Espécies do géneftharacidiumcoletadas ndo pertencentes ao grugordi”: A —C. lanej B
— C. pterostictumC — Characidiumcf. zebra
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3.2. Procedimentos metodoldgicos citogenéticos

3.2.1. Estimulag&o de Mitoses

A técnica de estimulacdo de divisdo celular foilia#da em algumas
preparacdes cromossdmicas, para obtencdo de nigra de mitoses, por injecao de
uma solucado de fermento biologico, descrita inoeite por Cole e Levan (1971) para
anfibios e répteis, utilizada por Lee e Elder ()9%@ra pequenos mamiferos e por
Lozanoet al. (1988) e Oliveiraet al. (1988) para peixes. O procedimento utilizado

consiste em:

1) Preparar uma solugcédo de fermento biolégico (Flemsein) na proporgéo: 0,5
g de fermento, 0,5 g de acUcar e 7 ml de agudakssti

2) Incubar a solugdo em uma estufa (37°C) por cer@asin;

3) Injetar a solucdo na regido dorso-lateral do peweeproporcédo de 1 ml por
100 g de peso do animal. A injecdo da quantidati¢ éorealizada em duas
doses, divididas e aplicadas no periodo de 48 h;

4) Manter o animal em aquério bem aerado.

3.2.2. Técnica de obtencdo de cromossomos metafésia vitro

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomdafésécosin vitro foi a

descrita por Goleet al. (1990) e utilizada com algumas modificacbes. CGc@aonento

consiste em:



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)
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Sacrificar o animal, retirando a parte anteriorida Transferir o material para
uma pequena cuba de vidro, contendo 8 ml de umeg&wlmodificada de
Hanks (ou meio 1640 ou TC 199, com ou sem sorblfetano);

Dissociar o material com o auxilio de uma pincaidsec¢éo e de uma seringa
de vidro desprovida e agulha;

Adicionar de uma a quatro gotas de colchicina 2%,

Incubar em estufa a 37°C por cerca de 25 min;

Ressuspender o material, utilizando uma pipetaadéeBr, e centrifuga-lo por
10 min, a 900 rpm;

Remover o sobrenadante e acrescentar solucéo higetde KCL a 0,075M
(10-12 ml);

Ressuspender o material e incuba-lo por aproximad&®5 mim em estufa
37°C;

Adicionar cerca de 1 ml de fixador (metanol e &@dético, na proporcao de
3:1, respectivamente), agitar a mistura e levaerdrifuga por 10 min a 900
rpm;

Retirar 0 sobrenadante e ressuspender o precipgatdd@ ml de fixador e

centrifugar por 10 min a 900 rpm;

10)Repetir o item 9 por duas ou trés vezes, para wmpleta fixacdo e lavagem

das células em suspenséo;

11)Pingar o material em laminas;

12)Deixar secar ao ar.
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3.2.3. Técnica de identificacdo das Regifes Orgaadoras de Nucléolo

(RONSs)

A deteccédo das regides organizadoras de nucléde ger obtida por meio da

técnica de impregnacao pelo nitrato de prata (ANB)Qdescrita por Howell e Black

(1980). O procedimento consiste em:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7

Colocar sobre as preparacdes cromossdmicas umaegastiucdo de gelatina
(2%) e duas gotas de solucdo aquosa de nitratoatke (50%);

Misturar levemente com a ponta de uma laminulaatata cuidado para nao
riscar o material;

Cobrir a lamina com uma laminula;

Manter a lamina em estufa a 60°C o tempo necesg@ia que 0S
cromossomos e nucleos assumam uma coloragdo adsaeets nucléolos a as
RONSs, numa coloragao quase preta (tempo estimdado®e 5 min);

Remover a laminula com um jato de agua destilagando bem o material;
Corar as laminas com solucéo de Giemsa a 5% pseduiindos;

Deixar secar ao ar e analisar a preparagdo emsoapm.

3.2.4. Técnica de obtencdo de Regibes de Heterocaiima Constitutiva

(Banda C)

A deteccao das regides de heterocromatina com&ifpbde ser feita por meio

da técnica descrita por Sumner (1972). O procedineansiste em:



37

1) Hidrolisar as laminas por 30 min em HCL 0,2N a temapura ambiente. Lavar
em agua destilada;

2) Passar por uma solugcédo de Ba(@H)60°C, por aproximadamente 5 a 15
segundos. Lavar em agua destilada;

3) Lavar em HCL 1N a 60°C. Lavar em agua destilada;

4) Incubar por 30 min em 2xSSC (pH=6,8), a 60°C;

5) Corar por aproximadamente 30 min com Giemsa 5% ampdo fosfato
(ph=6,7);

6) Lavar em agua corrente e deixar secar ao ar.

3.2.5. Hibridag&oin situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 5S e 18S

A aplicacdo da técnica deu-se segundo protocolkeP&t al (1964), utilizando
para deteccdo dos sitios ribossomais as sondat\de I8S (Hatanaka e Galetti Jr.,

2004) e DNAr 5S (Martins e Galetti Jr., 1999).

Marcacdo da Sonda de DNA:
Com Biotina (Kit Bionick Labeling System — Inviteog:
1) Pipetar em um tubo de 1,5 mL no gelo (caso useo@aotador, use tubo de
0,2 mL):
e Adicionar 5 pL de dNTP mix 10x;
e Adicionar ___ puL (1 pg) de DNA;
e Adicionar ___ pL de agua destilada (g.s.p. 45 pL);
* Adicionar 5 pL de Enzima mix 10x.

2) Fechar o tubo e centrifugar rapidamente (spin 1§000
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3) Incubar a 16°C por uma hora (para sondas pequenasmpo de incubacao
pode ser de até duas horas);

4) Adicionar 5 pL de Stop Buffer;

5) Precipitar o DNA com acetato de sédio 3M (5 pL)tanel absoluto gelado
(220 pL). Misturar invertendo o tubo. Levar a free220°C por duas horas ou
overnight;

6) Centrifugar a 150009 por 10 minutos;

7) Cuidadosamente, remover 0 sobrenadante e secle® pe

8) Ressuspender o pellet em 50 pL de agua destilada;

9) Repetir os passos 5 e 6;

10) Ressuspender em 80 pL de TE (10 mM Tris-HCI () #,1 mM EDTA) e
armazenar a -20°C. Caso a sonda seja utilizadaesonodia, pode-se usar

agua destilada (do préprio kit).

Preparagao das laminas:
Tratamento com RNAse
1) Incubar as laminas em 90 pL de RNAse 0,4% em 2x$8BCuma hora, em
camara umida a 37°C;
2) Lavar trés vezes em 2xSSC por 5 minutos cada;
3) Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatataeate.
Pdés-fixacdo
1) Fixar em formaldeido 1% em PBS 1x/50nM de clorezamthgnésio durante
10 minutos, em temperatura ambiente;

2) Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatataeate;
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3) Desidratar o material em série alcodlica de etdféb (sob agitacdo), 85% e
100%, por 5 minutos cada.
Pré-hibridacéo
1) Desnaturar o DNA das laminas em formamida 70% e85Zxpor 5 minutos
a 70°C;
2) Desidratar o material em série alcodlica com etd@0éb, 85% e 100%, por 5
minutos cada;
3) Deixar secar ao ar, enquanto se prepara a solechiiadacao.
Solucéo de Hibridacéo
1) Adicionar aos 80 pL de sonda marcada
2) 200 pL de formamida pura;
3) 80 pL de sulfato dextrano 50% (concentracéao fio&b)t
4) 40 pL de 20xSSC.
Hibridag&o
1) Levar a solucao de hibridacdo ao banho ferventelPominutos e levar ao
gelo imediatamente depois;
2) Colocar 40 pL da solugdo de hibridacdo sobre umdnida e inverter a
lamina seca sobre a laminula;
3) Deixar as laminas com material voltado para bamocédmara umida a 37°C
overnight.
Lavagens
1) Lavar as laminas em 2xSSC a temperatura ambiemt® painutos, apenas
para soltar as laminulas;
2) Lavar duas vezes em formamida 20% em 0,1xSSC g digt@nte 5 minutos

cada;
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3) Lavar duas vezes em 0,1xSSC a 42°C durante 5 rsinatia,;

4) Lavar uma vez em 2xSSC a 42°C durante 5 minutos;

5) Lavar em Tween 20/20xSSC durante 5 minutos, emdeatyra ambiente.

Deteccéo do Sinal

1) Incubar as laminas em tampao NFDM por 15 minutos;

2) Lavar duas vezes em Tween 20/20xSSC por 5 minaids, @m temperatura
ambiente;

3) Incubar as laminas com 90 pL de solucdo de FIT@waai(preparada 30
minutos antes), durante 30 minutos em camara Uengzura, em temperatura
ambiente;

4) Lavar 3 vezes em Tween 20/20xSSC por 5 minutos, caglatemperatura
ambiente;

5) Incubar as laminas com 90 pL de solucdo de antrevidonjugada com
biotina (preparada 30 minutos antes), durante 3uto$ em camara umida
escura, em temperatura ambiente;

6) Repetir passo 4 (lavagem);

7) Repetir passo 3 (FITC-avidina);

8) Repetir passo 4 (lavagem);

9) Repetir passo 5 (antiavidina);

10)Repetir passo 4 (lavagem);

11)Repetir passo 3 (FITC-avidina);

12)Repetir passo 4 (lavagem);

13)Desidratar as laminas em série alcoodlica de ef&dfd (sob agitacdo), 85% e
100%, por 5 minutos cada, e deixar secar ao ar.

Montagem das laminas
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1) Monte as laminas com solucdo de iodeto de progdiatifade, na proporcao
de 200 uL de antifade para 8 pL de Pl a 50 pg/min Eminula longa (60 x
24 mm).

2) Guardar as laminas montadas numa caixa escura,etadega, por pelo

menos um dia antes da analise em microscoépio flaapscéncia.

3.2.6. Coloracédo com fluorocromo base-especifico @nomicina Ag

A coloracdo com Cromomicina sAseguiu o0 protocolo descrito por Schmid

(1980), como se segue:

1) Sobre uma lamina, preparada segundo a técnicaitdegara cromossomos
mitoéticos, colocar cerca de Pl de solucdo de distamicina, 0,3mg/mL;

2) Cobrir com uma laminula e deixar agindo por 20 nusuEscorrer a laminula
e lavar a lamina em agua destilada ou 4gua comrapigamente e deixar secar
ao ar;

3) Colocar 50uL da solugao de cromomicinagAcobri-la novamente com uma
laminula e deixar corando por 30 minutos no eschscorrer a laminula e
lavar a lamina em agua destilada ou agua corrapidamente e deixar secar
ao ar;

4) Montar a lamina com 100L de sacarose saturada;

5) Deixar a lamina guardada a temperatura ambientesooro, por no minimo

15 dias antes de analisa-la.

3.2.7. Captura de Imagens

As preparacdes foram analisadas em microscépiocuzleodl microscopio de

epifluorescéncia e capturadas com 5 Mp de definpgiioneio do sistema de analise de
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imagens CoolSnap Pro, utilizando-se para tal orprog Image Pro Plus (Media

Cybernetics).

3.2.8. Montagem dos cariotipos

Os cariotipos foram montados com base na claag# cromossémica proposta
por Levanet al (1964). As imagens foram recortadas e montadigsantio o programa

Adobe Photoshop CS2.

3.3. Procedimentos metodoldgicos moleculares

3.3.1. Extracao salina de DNA

A técnica de extracdo salina de DNA utilizada seguprotocolo proposto por

Aljanabi and Martinez (1997), descrito abaixo:

1) Retirar uma amostra de figado em eppendorf esi¥ikar secar em estufa a
37°C até perder o cheiro de alcool (5 a 10 min);

2) Homogeneizar bem a amostra com auxilio de umara@saupinga em 400 pl
de tampéo salino;

3) Adicionar 40 pl de SDS 20% (concentracdo final 28)e 5 a 8 pl de
proteinase K. Misturar bem;

4) Incubar por cerca de 1 hora a 65°C ou overninght;

5) Esperar a amostra atingir a temperatura ambieatBceonar 10 pul de RNAse

e deixar cerca de 1 hora a 37°C;
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6) Adicionar 300 pl de NaCl 6M e vortexar em alta eedade por cerca de 1
minuto;

7) Centrifugar a 10.000G por 30min;

8) Transferir o sobrenadante para eppendorf estéril;

9) Adicionar 600 pl de isopropanol e misturar bem emib o tubo
delicadamente;

10)Incubar a -20°C por 1 hora;

11)Centrifugar 20 minutos a 10.000G (4°C);

12)Descartar o sobrenadante e lavar o pellet em 60@euletanol 70%,
centrifugando por 10 minutos a 10.000G (4°C);

13)Secar o pellet em estufa até perder o cheiro amlabu deixar a temperatura
ambiente overninght;

14)Adicionar 50 pl de TE ou agua estéril. Deixar asostnas 24h a 4°C.

Armazenar em freezer.

3.3.2. Amplificagéo dos genes mitocondriais

Para a amplificacdo das regides mitocondriais foreatizadas reacoes de PCR,

utilizando os seguintes pares de primers:

» ATPase 6 e 8: ATP8.2-L8331 (5 — AAA GCR TTR GCCTTAA AGC -
3) e CO3.2- H9236 (5" — GTT AGT GGT CAG GGC TTG GKC - 3)
(Sivasundar eal., 2001), que amplificam um segmento de aproximaidaen

950 pb, correspondente as sequéncias integraisuttasidades 6 e 8 do gene
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da ATPase e a sequéncia parcial da subunidade @ene da citocromo-
oxidase (CO3);

» Citocromo b: GluDG.L (5-TGA CCT GAA RAA CCA YCG TG-3) +
H16460 (5-CGA YCT TCG GAT TAC AAG ACC G-3) (Perdéset al,
2002) que ancoram nas regifes flanqueadoras doss gde tRNA da
glutamina e treonina, amplificando cerca de 100@plsequéncia do gene do
Citocromo b;

» COI VF1_t1 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT TCT CAA CCABC ACA
AAG ACA TTG G) + VR1_tl1 (CAG GAA ACA GCT ATG ACT AG CTT
CTG GGT GGC CAA AGA ATC A) (lvanova et al., 2006l amplificam
um segmento de aproximadamente 700 pb da sub enRlad Citocromo c

oxidase 1.

Cada reacao de PCR apresentou o volume final g, 26ntendo:

* 1,00 pl de DNA molde [20ng/mL];

e 1,00 pl de cada primer [10pM];

e 1,50 ul de MgGl[25mM];

e 2,50 ul de tampéo [10x];

e 2,50 ul de dNTP [10m M];

* 0,25 ul [5U] de Tag polimerase — Fermentas;

e 15,25 pl de agua destilada.

As reacdes foram realizadas em termociclador PTG PRiogrammable

Thermal Controller — MJ Research e as condicoeBCGR foram as seguintes: 94°C (4
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min), 10 ciclos de 92°C (0,5 min), 53°C (0,5 min2°C (1,5 min), 40 ciclos de 92°C
(0,5 min), 56°C (0,5 min), 72°C (1,5 min), seguidizsum periodo de extensao final de
10 min a 72°C e um periodo de resfriamento a 4°C.

A verificacdo de amplificacdo foi feita em gel dgasse 1% corado com
brometo de etideo, com 4,0 pl de amostra, maiquiLl@e azul de bromofenol, com
ladder de 1 kb para verificacdo do tamanho do feagamamplificado, e visualizados
em transluminador de luz ultravioleta. Os géis Hofatografados e digitalizados pelo

programa Electrophoresis Documentation and Analygstem (Kodak).

3.3.3. Técnica de PCR-RFLP

As digestdes com enzimas de restricdo foram prdaareom volume final de

10,0 pl, para o gene mitocondrial ATPase 6 e 8,cceague:

* 3,0 pl do produto da amplificacao;
e 1,0 ul de tampéo apropriado;
* 0,3 ul de enzima;

e 5,7 ul de agua destilada.

As enzimas utilizadas foram as seguingds: |, Hae Ill, Hind Ill, Hinf I, Hpa
II, Mbo | e Rsal; os sitios de corte estdo relacionados na Tahel@ds produtos das
digestdes foram separados em gel de agarose 2@osoram brometo de etideo, com
os 10,0 ul da reacdo de digestdo, mais 1,0 ul uledazbromofenol, com ladder de 50

pb para verificacdo dos tamanhos do fragmentosidage Os géis foram visualizados



46

em transluminador de luz ultravioleta, fotografadodigitalizados pelo programa

Electrophoresis Documentation and Analysis Systeouék).
Cada padrdo dos polimorfismos no comprimento d@gnientos de restricao
obtido para cada enzima foi nomeado com uma leado que cada hapl6tipo

apresenta um conjunto de letras baseado nas end@mastricéo.

Tabela 4 Relacéo dos sitios e corte das enzimas utilizaddécnica de PCR-RFLP

Enzima de Restricdo Sitios de corte (5’ — 3)

Alul AG/CT
Haelll GGI/CC
Hind Il A/AGCTT

Hinf | G/ANTC

Hpalll C/ICGG

Mboll IGATC

Rsal GT/AC

Com base nos padrdes de digestdo obtidos foranrgimos mapas de restricao
para cada haplotipo e uma matriz de presenca/aaséecsitio de corte foi gerada a
partir dos padrbes de restricAo encontrados. Biile a matriz obtida, foram
calculados os valores de diversidade e divergémgceotidica observados entre as
populacdes e espécies. Também foram calculadosla®es de diversidade haplotipica
e diversidade nucleotidica dentro das amostrasynsego modelo de Nei e Tajima
(1981) utilizando o programa REAP (Restriction EneyAnalysis Package) (McElroy

et al.,, 1992). Com esses dados, foi construido emograma de Evolucdo Minima
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utilizando o programa MEGA 4.0 (Kumat al, 2007) para a determinacao das relagbes

entre as espécies e populacdes estudadas.

3.3.4. Reacgao de sequenciamento e precipitacao

Para realizacdo da reacao de sequenciamento utdezo kit “BigDye Sequence
Terminator v.3.1” (Applied Biosystems). As segust®ndi¢cdes foram utilizadas para a
reacao:

* 1,0ul dareacéo de PCR;

2ul Sequencing Buffer;

0,5ul de primer [10pM];

5,5ul de agua destilada;

1ul BigDye® Terminator v3.1.

As condi¢bes de amplificagdo foram as seguintescig®ds a 96°C por 30
segundos; 15 segundos a 50°C; 4 minutos a 60°G. #&pdino do ciclo de Big Dye, os

produtos foram precipitados, utilizando-se o setgyonotocolo:

Adicionar os 80 pl do mix (3ul de acetato de s@ib pH 5,5; 62,5 pl de

etanol absoluto; 14,5 ul de agua destilada) par teoreacao;

Homogeneizar cuidadosamente com auxilio de umeopipeta e deixar os

tubos no escuro por no minimo 15 minutos;

Centrifugar por 20 minutos a 13000 rpm a tempeaambiente;

Retirar cuidadosamente o sobrenadante com auwbelinicropipeta;
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* Adicionar 200 pl de etanol 70% gelado e centrifygar 5 minutos a 13000
rpm a temperatura ambiente;

» Retirar cuidadosamente o sobrenadante com awdlimicropipeta e deixar
0s tubos durante 3 minutos a 95°C (com a tampdadljgara evaporacao do
alcool,

* Manter a -20°C até o momento da aplicacdo dasteasa® sequenciador.

As amostras foram sequenciadas no Instituto de Qaida Universidade de Sao

Paulo.

3.3.5. Obtencéo e analise das sequéncias

Apés a realizacdo do sequenciamento, dois tipaqglévos foram obtidos, um
contendo a sequéncia propriamente dita, e um oodotea eletroferograma
(representacdo gréfica do sinal cromatogréfico dyerpela passagem de cada
nucleotideo pelo detector do sequienciador). As &emjas foram visualizadas com
auxilio do programa BioEdit Sequence Alignment &d{Hall, 1999) e para obtencao
das sequéncias consenso entre as sequéncias taleade pesada do DNAmt, fez-se
uso do programa Gene Runner v.3.05. Todas as sggsiéaram alinhadas utilizando o
algoritmo Clustal W v1.6 (Thompsaat al, 1994) pelo programa MEGA 4.0 (Kunmetr
al.,2007) aplicando-se penalidades para os alinhameudr-a-par e multiplos, para
abertura (10) e extenséao glaps(0,2). Para verificacdo do alinhamento, foi viszedio
0 quadro de leitura das sequéncias por meio dorgrag MEGA 4.0 (Kumaet al,
2007), uma vez que a traducdo dos cédons das segmé@odificadoras possibilita a

deteccdo de erros. As sequéncias foram verificadae GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.goy por meio do programa “BlastN”, que investiga a
similaridade destas com sequéncias de DNAmMt despeixes.

Para verificagdo da ocorréncia de saturagcao nassden utilizado o programa
DAMBE (Xia e Xie, 2001) com modelo de distancia TaaNei (Tamura e Nei, 1993),
que possibilitou a construgdo de gréficos que detmam a quantidade de transicfes

(TS) e trasnversdes (TV) com relacdo a distanaigtiE entre os taxons.

3.3.6. Andlises filogenéticas

Para as analises das relagdes evolutivas, foraathédos dois individuos de
cada populagdo. Como grupo externo, foi escolhiglspacieAstyanax mexicanusujas
sequéncias foram retiradas do GenBank, com nuneazesso AF287358, para o0 gene
ATPase (Machordom e Doadrio, 2001), FJ439346, pagane citocromo B (Ornelas-
Garciaet al, 2008) e EU751661, para o gene COI (Valdez-Mosedrad., 2009).

As andlises filogenéticas foram realizadas, iimogmte, com as regides
génicas separadas, e em seguida, com as sequénutasenadas. Para a construcao de
dendrogramas com base no algoritmo de agrupamentzitthos “Neighbor Joining”-
NJ (Saitou e Nei, 1987) foi utilizado o programa®&#4.0 (Kumaret al, 2007) com o
modelo Tamura-Nei (Tamura e Nei, 1993) que conaidsrdiferencas entre as taxas de
transicdo e transversfes, assim como as diferengago ao conteudo de bases CG.
Testes debootstrap (Felsenstein, 1985) de 1000 replicagcbes foram adeis para a
arvore NJ construida, sendo que os valores inéiar50% foram desconsiderados.

As andlises baseadas no método de Maxima Par@m@vP) foram
realizadas por meio do programa PAUP 4.0 (Swoff@@02), utilizando busca

heuristica (adicdo de passosstepwise additioncom algoritmo “tree bisection and
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reconnection” (TBR), sem atribuicdo de peso aoacdtares, que foram considerados
como ndo ordenados. Qgaps foram considerados como dados ausentes. Foram
calculados os indices de consisténcia (IC), indleeretencdo (IR) e indice de
consisténcia rescalonado (CR) por meio do prograddP 4.0 (Swofford, 2002). O
programa TreeRot 2.0 (Sorenson, 1999) foi empregada a obtencdo do indice de
decaimento de Bremer (Bremer, 1994). A escolha ddeto evolutivo de substituicao
nucleotidica mais apropriado foi realizada pelogpimma MODELTEST 3.0 e este foi
utilizado para estimar a distancia genética ergrgropos estudados (Posada e Crandall,
1998). Para a determinacéo dos valorebatgstrapforam utilizadas 1000 replicacoes,
respectivamente, com retengao de grupos com fregigraior que 50%.

Para as andlises do COl, arvores de “NeighboriniginNJ (Saitou e Nei,
1987) por meio do programa MEGA 4.0 (Kuneaial, 2007) com o modelo Kimura -2-
parametros (Kimura, 1980) foram criadas para prawvea representacao grafica do
padrdo de divergéncia entre as espécies, com e debbotstrap(Felsenstein, 1985)
utilizando 10.000 réplicas.

Em todas as analises, os valoredbdetstrapentre 50-70 foram considerados

fracos, entre 70-90 bons e iguais ou superioréys to@es.



51

Capitulo 1



52

Capitulo 1
Aplicacdo de marcadores citogenéticos e de PCR-RFL# caracteriza¢do genética

do grupo Characidium lauroi (Characiformes, Crenuchidae.

Palavras-chave: grugdharacidium lauroj citogenética, enzima de restricao, haplotipos

conjugados, PCR-RFLP.

Resumo

Dentro do génercCharacidium o grupoCharacidium lauroidestaca-se por ser um
grupo de espécies a qual os estudos citogenétimforam aplicados com o intuito de
verificar a existéncia do grupo e sua evolu¢admtaita, da mesma forma que nenhum
estudo molecular foi aplicado. Esse grupo de espéEicomposto pdE. lauroi, C.
japuhybenseC. oiticicai, C. schubarti Characidiumsp. “piabanha” €haracidiumsp.
“iguagu”, e as relagBes evolutivas entre essagdoasem caracteres morfologicos, nao
foram ainda totalmente elucidadas. No presentelestacnicas de citogenética classica
e molecular, e a técnica de PCR-RFLP foram utiizada tentativa de elucidar essas
relacdes. Os resultados encontrados, tanto citigesgquanto moleculares, indicam
que esse grupo de espécies pode ser definido pas earacteristicas e consideragdes
sobre a relagéo entre os resultados encontradesdadms da literatura para o género

Characidiumsao discutidas.
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Abstract

Inside the genré&haracidium the groupCharacidium lauroistands out for being a
group of species in which cytogenetic studies wereapplied in order to verify the
existence of the group and its karyotype evolutianthe same way that no molecular
study has been applied. This species group consists lauroi, C. japuhybenseC.
oiticicai, C. schubarti Characidiumsp. “piabanha” an€haracidiumsp. “iguacu”, and
the evolutionary relationships between them, basednorphological characters, have
not yet been fully elucidated. In this study, tegmes of classical and molecular
cytogenetics and PCR-RFLP were used in an attemptucidate these relationships.
The results, both cytogenetics and molecular, atdithat this group of species can be
defined by those features and considerations abeutelationship between our results

and literature data for the genbaracidiumare discussed.
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Introducéo

Os peixes da familia Crenuchidae estdo presentesai@ia das drenagens de
agua doce da regido Neotropical, localizadas emtteste do Panama e o leste da
Argentina (Buckup, 1993b). Esses peixes raramdtregpassam 10 cm de comprimento
padrdo e a maioria deles habita pequenos corregogsdoamento rapido, onde
frequentemente gravitam ao redor de fendas, roehagetacdo (Buckup, 1993b). No
entanto, a maior parte da diversidade da famitéaesrita as drenagens do Rio Orinoco
e do Rio Amazonas, que abrigam a maioria dos gérd@scritos para a familia, com
excecdo do géner@Gharacidium que constitui o taxon mais amplamente distribuiddo
rico em numero de espécies (Buckup, 1993a, 2008pNe2006).

Nos ultimos anos, a relacdo de proximidade entyenahs espécies do género
tem sido reportada com base em seus caractereologicbs (Travassos, 1967,
Buckup e Reis, 1997; Buckup e Hahn, 2000; Melo ekBp, 2002). Com relagédo a
essas descricOes, destaca-se o “gr@paracidium lauroi” (Travassos, 1967; Melo,
2001;), composto por seis espéci€slauroi, C. japuhybense, C. oiticicai, C. schuibar
Characidiumsp. “iguagu” eCharacidiumsp. “piabanha”), cuja distribuicdo geografica
esta restrita as cabeceiras das bacias do RicbRataiSul, Rio Tieté, Rio Iguacu, Rio
Paranapanema e Drenagens costeiras do Estado dideRianeiro (Melo, 2001). No
entanto, as relacdes filogenéticas dentro desspogndio foram ainda totalmente
esclarecidas. Melo (2001) propds as possiveisGetaevolutivas dentro do grupo com
base em caracteres morfolégicos. A topologia olgmtaesse autor permitiu demonstrar
a existéncia de uma relacdo de proximidade entes@écies do grup®@. lauroi, além
de uma congruéncia entre as relacées dos termoftidos com a sua distribuicdo

geografica. Entretanto, ndo foi possivel resolverelacbes entre todas as espécies
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estudadas, como pode ser visto na Figura 3 (in¢dagu O estudo de Melo (2001) foi
uma das primeiras tentativas de se estabeleceatentpsco entre as espécies do grupo
C. lauroi, porém estudos biol6gicos de outra natureza aiddaforam efetuados com
este mesmo enfoque.

Vérias espécies do génetharacidiumja foram analisadas por meio de técnicas
citogenéticas, incluindo algumas espécies do gfliplauroi (Centofanteet al, 2003;
Alves et al, 2010), porém esses estudos apresentam apenagfanue descritivo, sem
que os autores relacionassem as caracteristicagewéticas encontradas com a
formacao desse grupo de espécies.

Estudos de biologia molecular também néo foramaaapdicados as espécies do
grupoC. lauroi. Entre as técnicas de biologia molecular, poddestacar a técnica de
PCR-RFLP Polymerase chain reaction-based restriction fragmetength
polymorphism por ser uma técnica rapida e que permite a argifisgtanea de muitos
individuos, além de ter um baixo custo financeiwarglo comparada com as técnicas
que envolvam o sequenciamento de DNA (Matioli, J0(Hssa técnica € muito
utilizada para a identificacdo de espécies e de selacbes (Agneset al., 1997;
Urukawaet al, 1998; Triantafyllidis et al, 1999; Osatomiet al, 2001; Holdet al,
2001; Moisés e Almeida-Toledo, 2002; Aranishial, 2005;Garcez, 2005; Mohindra
et al, 2007).

Na tentativa de elucidar as relagBes evolutivasedagcies do grup®. lauroi
nao resolvidas com base em estudos morfolégicoso(N2€01), o presente trabalho
tem por objetivo utilizar as técnicas de citoger@éte de PCR-RFLP nas espécies

pertencentes ao gru@haracidiumlauroi.
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Materiais e Métodos

Foram analisadas no presente trabalho as espémitngentes ao grup0.
lauroi (C. lauroi, C. japuhybense, C. oiticicai, C. schubacCharacidiumsp.2 e
Characidiumsp. “piabanha”) por meio de técnicas citogenétecamleculares, sendo a
espécieCharacidiumcf. zebrausada como grupo externo. As localidades, nimero d
tombo e populacgdes utilizadas no presente tralestéo listadas na Tabela 2 (materiais
e métodos).

As andlises citogenéticas foram efetuadas em toslasdividuos amostrados da
populacdo, com excecdo de. oiticicai e Characidium sp.2, que apresentaram
dificuldades na aplicacao das técnicas. Para disesmde PCR-RFLP, 30 individuos de
cada populagéo foram utilizados, sempre que pdssive

Nas analises citogenéticas foram utilizadas asdgsmle estimulagdo de mitose
em peixes (Oliveireet al,1988). Cromossomos mitéticos foram obtidos a pai
células do rim por meio da técnica adaptada pod @bkl (1990) para o estudo em
peixes. A morfologia dos cromossomos foi determanadgundo a razdo de bracos
proposta por Levaet al (1964). Para a caracterizacdo das regides oagoras de
nucléolo (RONs) por meio da impregnacdo por nitidgoprata utilizou-se a técnica
descrita por Howell e Black (1980). O procedimedécoloracdo cromossOmica por
fluorocromos GC-especificos deu-se segundo Schnii@80), com algumas
modificages, utilizando Cromomicinaz ACMA3). Para evidenciar os blocos de
heterocromatina constitutiva aplicou-se a técnescdta por Sumner (1972), sendo que
0 tempo de exposicao aos reagentes foi adaptadwatevial em estudo. A localizacdo

direta de cistrons ribossémicos foi realizada peronda técnica de hibridacéo situ
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fluorescente (FISH) (Pinkedt al, 1986) utilizando sondas especificas de DNAr 18S
(Hatanaka e Galetti Jr., 2004) e de DNAr 5S (Mar@rGaletti Jr., 1999).

Para a andlise de PCR-RFLP, amostras de tecidad{jgnusculo ou nadadeira),
preservadas em etanol absoluto foram utilizadaes paxtragdo de DNA gendmico total
seguindo o protocolo de extracdo salina (AljanabiMartinez, 1997). Para a
amplificacédo da regiao mitocondrial ATPase 6 eilzatla no presente trabalho, foram
efetuadas reagbes de PCR, utilizando o par de @iAEP8.2-L.8331 (5’ — AAA GCR
TTR GCC TTT TAA AGC - 3) e C0O3.2- H9236 (5 — GTAGT GGT CAG GGC
TTG GRT C — 3) (Sivasundaet al, 2001). As reacOes foram realizadas em
termociclador PTC 110 Programmable Thermal Comrodk MJ Research e as
condicbes da PCR foram as seguintes: 94°C (4 &fngjclos de 92°C (0,5 min), 53°C
(0,5 min), 72°C (1,5 min), 40 ciclos de 92°C (0,lam56°C (0,5 min), 72°C (1,5 min),
seguidos de um periodo de extensdo final de 10 anif2°C e um periodo de
resfriamento a 4°C.

As digestdes com enzimas de restricdo foram prdaareom volume final de
10 pl, contendo 3,Ql do produto da amplificacaa,ul de tampé&o apropriado, OB de
enzima e 5.7Ql de agua destilada. As enzimas utilizadas fofdu, Hae lll, Hind I,
Hinf I, Hpa Il, Mbo | e Rsal. Os produtos das digestbes foram separados euhege
agarose 2% corado com brometo de etideo, com psd®reacédo de digestdo, mais 1
pl de azul de bromofenol, com ladder de 50 pb padfiezacdo dos tamanhos do
fragmentos digeridos. Os géis foram visualizadogranmsluminador de luz ultravioleta,
fotografados e digitalizados pelo programa Eledtonpsis Documentation and
Analysis System (Kodak). Cada um dos diferentegGesdde restricdo obtidos para
cada enzima foi nomeado com uma letra mailscula leaplétipos conjugados foram

caracterizados por um conjunto de letras.
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Com base nos padrbes de digestdo obtidos, forarstrua@os mapas de
restricdo para cada haplotipo e uma matriz de pgegauséncia de sitio de corte foi
gerada a partir dos padrdes de restricdo encostradtdizando a matriz obtida, foi
calculado o valor de diversidade nucleotidica easreopulacdes, segundo o modelo de
Nei e Tajima (1981) utilizando o programa REAP (Reson Enzyme Analysis
Package) (McElroyet al, 1992). Com esses dados, foi construido um femogrde
UPGMA utilizado o programa MEGA 4.0 (KUMARt al, 2007) para a determinacao

das relacfes evolutivas entre as espécies e pdpslastudadas.

Resultados

Todas as espécies analisadas citogeneticamente rasenfe trabalho

apresentaram 2n = 50 cromossomos, com a mesma sig@paariotipica, de 32m +
18sm, para machos, e 31m + 19sm, para fémeas €Bigler 8 a 15). Essa variacao
associada ao sexo caracteriza o sistema de cromossexuais diferenciados ZZ/ZW,
por ser a fémea o0 sexo heterogamético. O cromossbrapresentou-se como um
cromossomo metacéntrico, enquanto que o W comoramassomo submetacéntrico.
O cromossomo W apresentou algumas diferencas ragifaels relacionadas ao
tamanho entre as espécies, sendo qu€lkanacidiumsp. “piabanha”, o W foi maior
gue o cromossomo Z (Figura,®), o que nao ocorre nas demais espécies estudadas n
presente trabalho. Em relacdo a posicao do paekegicariotipo das espécies, essa foi
variavel, mas localizadas sempre nos primeirosspawecomplemento (Figuras de 8 a
15).

Para a espéci€. lauroi, cujo estudo levou a realizacdo de duas viagens de

campo para a mesma localidade, foi possivel ideatifi presenca de duas populacdes
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simpatricas, citogeneticamente distintas, porémrfofugicamente semelhantes. A
distincdo entre elas foi possivel pelo fato de @uerimeira populacdo coletada
apresentou as RONSs localizadas no primeiro para®assomos submetacéntricos e
pela auséncia de cromossomos sexuais diferencia€iodp chamada deharacidium
sp.1 (Figura 14). J& a segunda populacdo apreseasoRONs localizadas nos
cromossomos sexuais diferenciados do tipo ZZ/Z\&, aprresponde ao cariétipo Ge
lauroi (Figura 8).

Nos caribtipos deCharacidiumsp.1 (Figura 14) e d€haracidiumcf. zebra
(Figura 15), ndo foram identificados cromossomosauas diferenciados, sendo que
machos e fémeas possuem a mesma composi¢ao ¢egio#p32m + 18sm.

Para a espéci€. schubarti(Figuras 11, 12 e 13), da qual foram coletadas tré
populacdes distintas, as andlises citogenéticasranas a ocorréncia de poucas
diferencas entre elas, estando essas diferencasioreddas apenas a posicdo do
cromossomo sexual e a presenca de cromossSomos SENErios.

Em algumas espécies foi possivel visualizar a pgssele cromossomos
supranumerarios, todos acrocéntricos e de tamaadozido, variando de 0 a 2
cromossomos en€. lauroi (Figura 8) eC. japuhybensdgFigura 10), e de 0 a 1
cromossomo er@. schubart{sma) (Figura 13) €haracidiumsp.1 (Figura 14).

A visualizacdo das RONSs por coloracdo pelo nitcegprata identificou o par
portador dessas regides como o par de cromossoexogis, estando as RONs em
posicao terminal dos bracos longos, tanto nos cssomos Z, quanto N0S CromossSomos
W em todas as espécies analisadas que apresemssaristema (Figuras de 8 a 13 —
caixas). Nas espécigsharacidiumsp.1l eCharacidium cf. zebrg as RONs foram
evidenciadas no primeiro par 16 de cromossomos stazéntricos e no par 23 também

de cromossomos submetacéntricos, respectivameigierds 14 e 15 — caixas). Essas



60

marcacdes foram confirmadas pelas técnicas de {JM4uras 8 a 15, letrakeh) e de
FISH com sonda de DNAr 18S (Figuras 8 a 15, letrag). Além das RONSs, a técnica
de CMAs; evidenciou regidbes CG-ricas em mais dois pares casnossomos
submetacéntricos em todas as espécies. Nenhunzamatca¢do de FISH com sonda
de DNAr 18S foi encontrada nos cariétipos estudados

Outra caracteristica dos cromossomos sexuais esfacionada a
heterocromatina constitutiva, sendo que o cromoss@napresentou-se totalmente
heterocroméatico, com o Z apresentando blocos heteraticos nas posi¢des terminais
e pericentroméricas, em todas as espécies anai¢bidmras 8 a 13, letrase g). Os
cromossomos B apresentaram-se totalmente heteraticosn emC. japuhybenseC.
lauroi e Characidium sp.1l; emC. schubarti(sma) o cromossomo supranumerario
apresentou blocos heterocromaticos terminais cstatido com a eucromatina presente
na sua regido pericentromérica (Figuras 10, 13 gldifasc e g). Os demais
cromossomos do complemento de todas as espécieseafaram apenas blocos
heterocrométicos pericentroméricos, sendo que agutessas marcagbes foram CG-
ricas.

A marcacéo de FISH com sonda de DNAr 5S mostronagpam par portador
dessas marcacbes em todas as espécies analisadass® submetacéntrico pequeno
marcado na regido intersticial do braco longo (fagw8 a 14, letralse ), com excecao
de Characidium cf. zebrg na qual essa marcacdo foi localizada no maiordear
submetacéntrico do complemento, porém interstimdbraco curto (Figura 1p

O uso do marcador PCR-RFLP possibilitou a separatdi@ das espécies
estudadas, uma vez que o padrdo de digestdao ollsepaaa as enzimas aplicadas
(Anexo 1) permitiu identificar padrbes haplotipicde DNAmMt espécie-especificos

(Figura 16). Uma excecdo a isso € a esp€ci¢auroi e a espéci€haracidiumsp.
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“piabanha”, que compartilharam o mesmo haplétipgugado, como exemplificado na
Tabela 4.

Com base na analise de auséncia/presenca dosdstimstricdo, foi possivel
reconstruir uma arvore filogenética bastante rés@lypara o grupdC. lauroi, como
mostrado na Figura 17. Essa arvore apresenta daisla@s clados, na qual o cladol é
formado porCharacidiumcf. zebrae Characidiumsp.1. O clado 2 é formado pelas
demais espécies analisadas e pode ser subdivididdoés outros clados, em que o
clado 3 € composto pelas populacdedschubartie o clado 4 po€. japuhybense
Characidiumsp.2 eC. oiticicai, além deC. lauroi e Characidiumsp. “piabanha”, que

apresentaram o mesmo haplétipo conjugado.

Discussao

Todas as espécies do géndtbaracidium estudadas no presente trabalho
apresentaram numero dipléide constante e macragstroariotipica estavel, com a
presenca de cromossomos metacéntricos e submeiza€mo seu complemento. No
entanto, a presenca de cromossomos supranumeciadn®ssomos sexuais e de RONs
associadas a cromossomos sexuais reforca o fatqudeo géneroCharacidium
apresenta uma grande variabilidade citogenética esgius representantes (Maistto
al., 1998, 2004; Centofantt al, 2001, 2003; Vicaret al, 2008; Nolettcet al, 2009;
Alveset al, 2010). Além disso, os resultados encontradosaaggido de acordo com 0s
resultados previamente descritos para as esp€ci¢auroi (Centofanteet al, 2003;
Alveset al, 2010) €C. schubartiAlveset al, 2010).

A presenca de cromossomos sexuais diferenciadoglgamas espécies do

género Characidium e a auséncia de diferenciacdo sexual cromossoOmina
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Characidiumcf. zebrg considerada a espécie morfologicamente basal pa@nero
(Buckup, 1993) fizeram com que alguns autores demassem que as espécies
portadoras de sistema sexual representassem unrugabgarticular dentro da
subfamilia Characidiinae, subgrupo esse composlas pespécieCharacidium cf.
alipioi, C. pterostictumC. laneie algumas populacdes Ge gomes{Centofanteet al,
2001, 2003; Vicaret al, 2008; Noletcet al, 2009; Alveset al, 2010). O sistema de
Cromossomos sexuais dessas espécies teria evalyiddir de um par cromossdmico
promotor sexual, no qual ambos os cromossomos Zerdm sofrido modificacdes na
sua forma e tamanho, provavelmente causadas pbcaides, delegcdes e/ou inversoes,
em relacdo a suposta condi¢cdo ancestral, na quakcanismo de heterocromatinizacéo
parece ter sido um importante fator na diferencag® cromossomo W entre
populacdes/espécies, em um padrao independenteetanr(Vicaret al.,2008).

Os resultados encontrados com relagdo a presencsistiona ZZ/ZW nas
espécies do grup@. lauroi estudadas no presente trabalho, em conjunto camads
disponiveis par&. oiticicai (Alves et al, 2010), diponiveis na Tabela 1 (introducéo),
indicam que as espécies do grufo lauroi podem fazer parte do subgrupo de
Characidiinae proposto (Vicaet al, 2008; Alveset al, 2010), sendo a presenca de
cromossomos sexuais diferenciados uma caractarististrita a esse subgrupo de
espécies, ndo somente ao gr@pdauroi.

Segundo Oliveirat al (1988), a fixacao de rearranjos cromossomicasalites
seria mais viavel em populacdes isoladas e conmabaigilidade. Como as espécies do
grupoC. lauroi apresentam essa caracteristica, a variagdo ngipasds cromossomos
sexuais diferenciados nas espécies do gfiptauroi pode ser explicada com base

nesse pressuposto.
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A caracterizacdo das RONs pode ser um marcadageciético para estudos
citotaxondmicos e pode ajudar na proposta de spétilogenéticas para varios grupos
de peixes (Amemyia e Gold, 1988; Galetti Jr., 198Bneida-Toledo, 2000). Alguns
desses grupos apresentam sistemas de RONs simptesacpresenca de cistrons
ribossomais em um par cromossomico, enquanto quesogrupos apresentam sistemas
de RONs mudltiplas com cistrons ribossomais disgepsmr varios cromossomos no
complemento (Galetti Jr., 1998).

Para algumas espécies do géreéharacidium,sistemas multiplos de RONs ja
foram reportados (Miyazawa e Galetti Jr., 1994;avliet al, 2008), apesar de o0 mais
comum ser a presenca de RONs simples, como poddservado para as espécies do
grupoC. lauroi estudadas no presente trabalho, confirmada p8ld && DNAr 18S.

Nas espécies que pertencem ao grGpdauroi, foi possivel observar que as
RONSs estédo presentes nos cromossomos sexuaisndiéetes. A ocorréncia de RONs
em cromossomos sexuais de peixes foi relatadapmareas espécies, conrandulus
diaphanus (Howell e Black, 1979),Salvelinus alpinus(Reed e Phillips, 1997),
Triportheus guenther{Artoni, 1999),Hoplias malabaricugBorn e Bertollo, 2000) e
Hisonotussp. A (Andreataet al, 2002). No géner&haracidium esse relato foi feito
nas espécie€. pterostictumC. lanej C. lauroi, C. schubartie C. oiticicai (Noleto et
al., 2009; Alveset al, 2010).

Alves et al (2010), analisando as espécies que apresentans BR€3idciadas aos
Cromossomos sexuais no gén&isaracidium propuseram que a presenca de cistrons
ribossomais nesses cromossomos seria anteriorraosspos de diferenciacdo sexual,
sugerindo ainda que esses Cromossomos sexuais teeieoriginado uma Unica vez
nesse no géne@haracidium A origem Unica de um sistema de cromossomos Eexua

para um grupo de peixes ja foi descrita para orgéhéportheuse Leporinus no qual
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todas as espécies analisadas citogeneticamenteeafa@m cromossomos sexuais
diferenciados do tipo ZZ/ZW (Galetti ét al, 1995; Dinizet al, 2008).

Por ser uma regiao rica em CG do DNA, as RONs posiEmvisualizadas por
meio do tratamento com fluorocromos, como a CromoraiAs (CMA3), que permite a
visualizagdo dessas regides independentementeadatisidade na interfase anterior
(Schmid, 1980; Schmid e Guttembach, 1988). No ¢émtanuso de fluorocromos para
estudos de RONs pode nao ser conclusivo pelo fao atjumas regides
heterocromaticas também apresentarem conteudos eito CG, ndo associados as
RONs (Mandrioliet al, 2001; Souzat al, 2001).

No presente estudo, as RONs também puderam selizé&ias pelo tratamento
por CMAs. No entanto, outras marcagdes mais fracas foramaNzadas, relacionadas
as regides de heterocromatina constitutiva, o qostna a efetividade dessa técnica na
visualizacao de regides CG-ricas do DNA, tanto ciadas as RONs, quanto associadas
as regides de heterocromatina constitutiva em peixe

A heterocromatina constitutiva é usualmente asdaca genes inativos ou ao
DNA de replicacao tardia, sendo comumente encomtesl centromeros e telomeros,
ou intercalada com as RONs (Sumner, 2003). Essaciagdo de RONs com
heterocromatina constitutiva parece ser uma cafsiitea comum em peixes e tem sido
descrita para varias espécies (Martins e Galettil®97, entre outras), e pode ser
visualizada para as espécies do gédraracidiumestudadas no presente trabalho.

A presenca de marcacOes de CMaAlacionadas a regides de heterocromatina
constitutiva pode ser considerada, para as espéoiggupoC. lauroi, um marcador
citogenético para essas espécies, uma vez que estdentes em dois pares
submetacéntricos em todas as espécies do grummtardstica essa nao presente na

espécieCharacidiumcf. zebra(Figura de 8 a 15, letrakeh).
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A heterocromatina constitutiva pode ser um fatopanante na evolugao
cariotipica em peixes, em niveis intra-populacisnatiom ocorre emAstyanax
scabripinnis(Mantovaniet al, 2000), ou inter-populacionais, como ocorre léoplias
malabaricus (Molina et al, 2008). A visualizacdo de heterocromatina cautstd
apenas nas regides pericentroméricas nos cromossshalados ja era esperada, pois,
para o génerdCharacidium a heterocromatina constitutiva parece estar asic
somente a diferenciagdo dos cromossomos sexuaidp tgrande importancia na
evolucéo desse sistema no género (Viegal, 2008).

Nos peixes Characiformes, o DNAr 5S é geralmentalitado em posicao
intersticial em dois pares de cromossomos autogs@mgue sao usualmente né&o
sinténicos com os sitios de DNAr 18S, sugerindo esta pode ser uma condi¢ao
comum na organizacdo do gene 5S no genoma dessges [artins e Galetti Jr.,
1999; 2000; 2001; Born e Bertollo, 2000). No erdantiriagdes no que diz respeito ao
namero e localizacdo dos sitios de DNAr 5S tém dikxritas para muitas espécies de
peixes. Marcacdes multiplas tém sido descritas plgramas espécies de salmonideos
que mostram até oito marcacdes localizadas em ssmnws autossémicos distintos
(Fujiwaraet al, 1998), e parAstyanax scabripinnjgjue apresenta oito sinais de 5S em
quatro pares de cromossomos distintos (Fetrral, 2001). Frequentemente, diferencas
no numero e localizagdo do DNAr 5S tém sido replagacomo um bom marcador
cromossOmico para discriminar espécies proximaedaes, como em algumas familias
da Ordem Mugiliformes e Perciformes (Gornwetgal, 2001; Molina e Galetti, 2002;
Rossiet al, 2005).

Com isso, a presenca de um par marcado com a dend&lAr 5S nas espécies
do géneroCharacidiumestudadas até o momento (Vicatial, 2008; Noletoet al,

2009), também visualizada nas espédieslauroi, C. japuhybense, C. schubarti,
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Characidium sp. “piabanha” eCharacidiumcf. zebrado presente estudo, pode ser
considerada um marcador citogenético para o gébkavacidium Todas as espécies
do género apresentaram essa marcacdo em par dessmmnos submetacéntrico
pequeno nao identificado, com excecadoGiaracidiumcf. zebrg a qual apresentou
essa marcagdo no maior par de cromossomos submtetzn® Essa diferenca
encontrada na espécie considerada basal morfologita indica que a presenca de
DNAr 5S em um par cromossémico pequeno do tipo stdréntrico € restrita a um
grupo de espécies dentro do géné&hbaracidium Coincidentemente, as espécies
estudadas por meio de FISH com sonda de DNAr 5Shé&amapresentaram
cromossomos sexuais diferenciados, reforcando stiéexia do subgrupo de espécies
proposto anteriormente (Centofaeteal, 2001, 2003; Vicaret al, 2008; Noleteet al.,
2009; Alveset al, 2010), no qual se encaixa o grupdauroi.

Com relacdo aos cromossomos supranumerarios, lassa de cromossomos ja
foi descrita para algumas espécies do gédraracidium como emCharacidiumcf.
zebrg C. gomesiC. pterostictune C. oiticicai (Miyazawa e Galetti Jr.,1994; Maisted
al., 1998; Maistroet al, 2004; Centofantet al, 2003, Alveset al, 2010). A presenca
desses cromossomos €&njapuhybenseC. lauroi e C. schubarti(sma) estudadas aqui,
indicam que 0s cromossomos supranumerarios no @é&taracidiumoriginaram-se
independentemente em cada espécie, uma vez (ue @ese0SSOmOos apresentaram
forma, tamanho e estdgio de heterocromatinizad@oedciado nas espécies nas quais
ocorrem.

A ocorréncia de simpatria nas espécies do géB8baaracidiumja foi relatada
em trés trabalhos, sendo dois desses relacionadespacie€haracidiumcf. zebrae
C. gomes(Centofanteet al, 2001; Silva e Maistro, 2006). O terceiro cascidepatria

no género envolve uma espécie do gr@pdauroi, sendo relatado paf@. lauroi e
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Characidiumcf. alipioi (Centofanteet al, 2003). No presente trabalho, a espétie
lauroi também foi encontrada em simpatria com outra ésp&baracidiumsp.1, cujo
cariétipo assemelha-se aquele descrito @aref. alipioi, com a ressalva de que nesse,
cromossomos sexuais foram descritos, o que nédo pedeisualizado no presente
trabalho pela captura exclusiva de fémeas. Portaciono Characidium sp.1 é
morfologicamente bastante semelhanteCa lauroi, estudos envolvendo outras
metodologias deverdo ser utilizadas para a coitetgtificacdo dessa possivel espécie
nova para o géneharacidium

A espécieCharacidium zebrg como ja citada anteriormente, é considerada
morfologicamente a mais basal na filogenia do gE&neapresentando varias
caracteristicas plesiomorficas (Buckup, 1993b).sdentido, o cariétipo dessa espécie
pode ser caracterizado como basal para 0 génerariac@es cromossomicas
apresentadas pelas demais espécies podem seradaplipela ocorréncia de varios
rearranjos cromossomicos (Alvesal, 2010).

A partir disso, pode-se verificar que os cariétige<. lauroi, C. japuhybense,
C. schubartie Characidiumsp. “piabanha”, apresentaram certa similaridadey das
essas apresentando férmula cariotipica, localizad@® RONs em cromossomos
sexuais, marcagoes de FISH e de GMinilares, além de marcagdes heterocrométicas
apenas pericentroméricas. Somando isso as casicasiencontradas e@ oiticicai
(Alves et al, 2010), podemos dizer que as espécies que faagmgo grupo Clauroi
apresentam as mesmas caracteristicas citogenétitaglacdo a formula cariotipica
(32m + 18sm em machos, e 31m + 19sm em fémeasakzkcdo das RONs (no par de
cromossomos sexual), reforcando desse modo, £ecistdo grup&. lauroi dentro do
géneroCharacidiume do subgrupo de espécies proposto anteriormenggiad 0 grupo

C. lauroi se encaixa.
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Em relacdo a topologia encontrada na analise de IR para as espécies do
grupo C. lauroi (Figura 17), podemos dizer qui&haracidium cf. zebra mostrou-se
externa ao grupo. No entanto, quando comparada &otopologia baseada em
caracteres morfoldgicos (Figura 3 - introducdo}ppologia encontrada no presente
trabalho apresenta alguns pontos divergentes.

A espécieC. schubartiapresentou-se como basal para o grupo, ao inv€s de
japuhybenseEssa Ultima espécie apresentou-se como espétie de Characidium
sp.2, constituindo, dessa forma, um clado irmacedpécie€. lauroi, Characidiunsp.
“piabanha” e C. oiticicai. A relacdo intima entreC. lauroi e Characidium sp.
“piabanha” foi recuperada na topologia moleculatém como uma Unica espécie.
Characidiumsp.1 agrupou cortharacidiumcf. zebrg confirmando que essa espécie
nao se relaciona as espécies do gi@ptauroi. Esses resultados indicam que a técnica
de PCR-RFLP pode auxiliar na resolucdo das relagebitivas entre as espécies
pertencentes ao gru@ lauroi (Figura 17).

A evolucdo das espécies do grupaauroi encaixa-se no modelo de especiacdo
alopatrica, na qual barreiras vicariantes sdo resp@is pela segregacdo das
populacdes ancestrais em areas diferentes, tais asraventos de separagdo das bacias
durante o Pleistoceno (Melo, 2001). No entantoyedacOes entre as posicbes das
espécies na topologia baseada em dados morfolégpre®s eventos de separacdo das
bacias onde elas ocorrem, ndo foram recuperadampwdogia baseada em dados
moleculares, principalmente quando se observa ac&el encontrada entr€.
japuhybense Characidiumsp.2, de ocorréncia em bacias hidrograficas déstirCom
isso, € necesséria a utilizacdo de mais ferramentdsculares para os estudos das

relacdes entre as espécies pertencentes ao Qruaoroi.
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Somando os resultados citogenéticos e moleculamsados, podemos inferir
que as populagbes formadas pelas espétidauroi e Characidiumsp. “piabanha”
podem compor uma Unica espécie, no €skauroi, por apresentam poucas diferengas
citogenéticas entre si e nenhum diferenca hapbatipDs resultados também podem
indicar que as diferentes popula¢céesCdschubarticomp&em uma Unica espécie e que
suas diferencas citogenéticas podem estar asssciadgresenca de citotipos,
confirmada pela baixa divergéncia encontrada enosladoleculares. Por ultimo,
podemos inferir a existéncia do grupolauroi, principalmente no que diz respeito aos
resultados encontrados com o uso de PCR-RFLP, wmaque as caracteristicas
citogenéticas nao foram visualizadas em todas@es do grupo e que, as que foram
estudadas, apresentaram caracteristicas proéximasutias espécies do género

Characidium
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Figura 8: Cariétipos deCharacidiumlauroi. A, C, D, E e F — cariétipo de macho; metafase bandamento
C, metafase corada com CMA3, FISH com sonda de DI®&re FISH com sonda de DNAr 5S,
respectivamente. B, G, H, | e J - cariétipo de @nmeetdfase com bandamento C, metafase corada com
CMAZ3, FISH com sonda de DNAr 18S e FISH com sor@l®NAr 5S, respectivamente.
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Figura 9: Cariétipos deCharacidiumsp. “piabanha”. A, C, D, E e F — cariétipo de n@ch
metafase com bandamento C, metafase corada com ORMI®E com sonda de DNAr 18S e
FISH com sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, ,G e - caridtipo de fémea; metafase

com bandamento C, metafase corada com CMA3, FIsiHsomda de DNAr 18S e FISH com
sonda de DNAr 5S, respectivamente.
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Figura 11: Carittipos deCharacidiumschubarti A, C, D, E e F — cariétipo de macho; metéfase
com bandamento C, metafase corada com CMA3, FIStHsomda de DNAr 18S e FISH com

sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, G, H, | eatiétipo de fémea; metafase com
bandamento C, metafase corada com CMA3, FISH cowtasde DNAr 18S e FISH com sonda
de DNAr 5S, respectivamente.
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Figura 13: Cari6tipos deCharacidiumschubarti(sma). A, C, D, E e F — cariétipo de macho;

metafase com bandamento C, metafase corada com ORMI®E com sonda de DNAr 18S e

FISH com sonda de DNAr 5S, respectivamente. B, ,G,eH - caridtipo de fémea; metafase

com bandamento C, metafase corada com CMA3, FIsiHsomda de DNAr 18S e FISH com
sonda de DNAr 5S, respectivamente.
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Figura 14: Carittipos deCharacidiumsp.1. A, B, C, D, e E — cari6tipo de fémea; metdfeom
bandamento C, metafase corada com CMA3, FISH comlasde DNAr 18S e FISH com sonda
de DNAr 5S, respectivamente.
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Figura 16: Mapas de restricdo construidos com base nos @ptesentados por cada enzima.

As letras significam os haplétipos atribuidos paada corte encontrado.
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Tabela 5 Haplétipos conjugados e a quantidade de indiddititizados para cada populacéo.

Alul  Haelll HindIll  Hinfl Hpall Mbol Rsall
Characidiumsp.1 (5 individuos) C B B B B C C
C. lauroi (11 individuos) B A A A A A A
C. sp. “piabanha” (30 individuos) B A A A A A A
C. japuhybensél5 individuos) A C A A A B B
C. oiticicai (12 individuos) A D A A B A A
C. schubarti(sma — 22 individuos) B E A D A D A
C. schubarti(30 individuos) B E A C A D A
C. schubarti(p2 — 10 individuos) B E A C A D A
Characidiumsp.2 (30 individuos) B F A A A B A
Characidiumcf.. zebra(30 individuos) D G B E C D F
L
—;
Clado —O0
J
Clado 2 I
— ST
Clado 3
— Sl
SS
Clado 1 X
Z
0 66 0 [=]5 0 IIJ-*-I 0.[=]3 0 [=]2 0 [=]1 0 [IJU

Figura 17: Arvore UPGMA construida com base nos haplétipgugados obtidos pela
técnica de PCR-RFLP. Legenda: C. lauroi; P — Characidiumsp. “piabanha”© —C.
oiticicai; J — C. japuhybensd —Characidiumsp.2;ST —C. schubartisma);SI —C. schubarti
SS-C. schubarti(p2); X —Characidiumsp.1;Z —C. cf. zebra
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Capitulo 2
O uso do DNAbarcodingna identificacdo de espécies do géne@haracidium, com

enfoque no grupoC. lauroi.

Palavras-chave: grupoCharacidium lauroj COI, identificacdo de espécies,

seguenciamento.

Resumo

O DNA barcodingtem se mostrado uma ferramenta muito importanteleaificacao
de espécies de peixes, além de, em alguns casdkarana recuperacao da historia
evolutiva de grupos de espécies proximas. As espélt géner@€haracidiumpodem
tornar-se um grupo interessante para a aplicacgsadécnica, uma vez que algumas

espécies desse género apresentam limites taxor®mmaio préximos, tais como as

espécies que compdem o grupolauroi. Nesse grupo, as relagBes entre espécies néo

foram ainda elucidadas de forma definitiva. Os ltedos obtidos por meio do
sequenciamento do gene da Citocromo ¢ Oxidase 1) gCanalise filogenética indicam
gue as espécieS. lauroi e Characidiumsp. “piabanha” sdo uma Unica espécie, da
mesma forma que as populagdesCdeschubarti No entanto, as espécies do grho

lauroi formam uma politomia corn®. pterostictume C. lanei A situacdo em que se
encontram as populagbes @e pterostictumé discutida no presente capitulo, assim

como as relagBes encontradas entre as espéciespia’y lauroi.
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Abstract

DNA barcodinghas become an important tool in the identificawdriish species, and
in some cases, assist in recovering the evolutyohistory of groups of closely related
species. The species @haracidium may become an interesting model for the
application of this technique, since some specieshis genus have very close
taxonomic boundaries, such as the species that o@kgoupC. lauroi. In this group,
the relationships between species have not yet éeerdated definitively. The results
obtained by the sequencing of the gene for Cytanbrac Oxidase 1 (COIl) and
phylogenetic analysis indicate th@t lauroi and Characidiumsp. “piabanha” are a
single species, in the same way that populatior(S. agichubarti However, the species
of groupC. lauroi form a polytomy withC. pterostictumandC. lanei The situation in
which they are the populations Gf pterostictums discussed in this chapter, as well as

the relationships found between species of gulauroi.
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Introducéo

A técnica do DNAbarcodingapresenta a proposta de utilizar uma Unica regiao
génica como base de um sistema global de bioitag#o para os animais (Hebett
al., 2003). Essa regiao génica inclui os fragmento€itbcromo ¢ Oxidase subunidade
| (COIl), para cuja sequéncia ha, atualmente, umaaawariedade dprimersvisando a
amplificacdo de aproximadamente 655 pares de Badméret al, 1994). O final 5’
deste gene mitocondrial foi estabelecido como w particularmente promissor para
a identificacdo das espécies e seu poder de dirarimespécies estreitamente
relacionadas é largamente atribuivel a abundamciawtancas sinbnimas que ocorrem
em seus nucleotideos (Ward e Holmes, 2007).

O principio basico que sustenta a metodologia dé Darcodingest4 associado
a presenca de divergéncia genética intraespecifidgeo menor do que as diferencas
genéticas entre as espécies, o que justifica deisalores de divergéncia genética para
separar e identificar espécies (Toffetial, 2008).

A amplificacdo do COIl mostrou-se eficaz para a tifieacdo de espécies de
muitos grupos animais (Waugh, 2007), para a vaidaga identidade de linhagens
celulares (Lorenzt al, 2005; Coopeket al 2007) e € um passo recomendado para a
caracterizagcdo de materiais provenientes de r@pasitde biodiversidade (Hanner e
Gregory, 2007).

Ha no entanto, em relacdo ao uso do Ddd#coding,muita controvérsia sobre a
utilizagdo de um uanico gene mitocondrial para ifieatdo de espécies, sobre a
capacidade de essa sequéncia discriminar espéetentemente irradiadas e/ou
espécies com extensa distribuicdo geogréfica, assino a sua capacidade de descobrir

novas espécies (Moritz e Cicero, 2004; Hickesstoal., 2006; Rubinofet al, 2006).
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No entanto, o DNAbarcoding promete ser uma ferramenta poderosa na
identificacdo de espécies de peixes, acreditandgQese seu uso possa ampliar a
compreensdo da historia natural e as interacOdégécas das espécies desse grupo
(Wardet al, 2009).

Embora a saturagcdo mutacional limite o valor dgs&ecias do DNAarcoding
para a resolucao das relagbes ao nivel filogendgdados obtidos por meio do uso do
DNA barcodingestao atualmente sendo incorporados em divertagossde filogenia.
Desse modo, o uso do DN#arcodingé complementar aos estudos filogenéticos, pois
lanca luz sobre linhagens divergentes para post@r@usao dessas linhagens em
analises filogenéticas (Hajibabastial, 2007).

Dada a dificuldade na identificacdo das espéciea auséncia de dados
moleculares para as espécies do gé@aracidium,0 DNA barcodingfoi aplicado no
presente estudo visando auxiliar a identificacé® etpécies, com énfase no grupo de
espécies relacionadasCharacidium lauroj assim como para visualizar suas relacdes

evolutivas.

Materiais e Métodos

Foram utilizados no presente trabalho cinco indiggl de cada populacao,
incluindo as espécids. lauroi, C. japuhybense, C. oiticicai, C. schuipaCharacidium
sp. “piabanha’,Characidium sp.1, Characidium sp.2, Characidium cf. zebra, C.
pterostictume C. lanei a localidade das populagbes estudadas estéaalisadabela 2
(materiais e métodos). A espééistyanax mexicanusi utilizada como grupo externo
para polarizar a arvore gerada na presente andlisea sequencia foi retirada do

GenBank. Para a obtencdo da sequéncia do Citocrgidase subunidade 1 (COIl) das
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diferentes espécies, amostras de tecido (figadscutaiou nadadeira), preservadas em
etanol absoluto foram utilizadas para a extracA®@NA gendmico total seguindo o
protocolo de extracdo salina (Aljanabi e Martink297). Para a amplificacdo da regido
mitocondrial de interesse, foram realizadas readéeBCR utilizando o par de primers
VF1 t1 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT TCT CAA CCA ACC ACAAG ACA
TTG G) + VR1_t1 (CAG GAA ACA GCT ATG ACT AGA CTT CE& GGT GGC
CAA AGA ATC A) (lvanova et al.,, 2006). As reacOesrdm realizadas em
termociclador PTC 110 Programmable Thermal Comrodk MJ Research e as
condi¢cbes da PCR foram as seguintes: 94°C (4 &fngjclos de 92°C (0,5 min), 48°C
(0,5 min), 72°C (1,5 min), 40 ciclos de 92°C (0,lam51°C (0,5 min), 72°C (1,5 min),
seguidos de um periodo de extensdo final de 10 anifi2°C e um periodo de
resfriamento a 4°C. Para realizagcdo da reacao geeseiamento utilizou-se o kit
“BigDye Sequence Terminator v.3.1” (Applied Biosysis), seguindo as orientagbes do
fabricante. As condi¢cdes de amplificagdo forameagimtes: 25 ciclos a 96°C por 30
segundos; 15 segundos a 50°C; 4 minutos a 60°G. #&pdino do ciclo de Big Dye, os
produtos foram precipitados e sequenciados (seg@tkmcmodelo ABI PRISM 3100
GeneticAnalyzer da Applied Biosystems/fabricado apdHITACHI). Todas as
sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritnhest@@l W v1.6 (Thompsoet al,
1994) pelo programa BioEdit (Hall, 1999) aplicars#o- penalidades para o0s
alinhamentos par-a-par e multiplos, para abertlifd ¢ extensédo dgaps(0,2), com
edicdo manual onde fosse necessario. O programaAVEG(Kumaret al., 2007) foi
utilizado para construir uma arvore de Neighbonidhgi (NJ), com base no modelo de
distancia de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980)mco teste de bootstrap

(Felsenstein, 1985) utilizando 10.000 réplicas.
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Resultados

Para todos os individuos utilizados no presentedesa amplificacdo da regiao
génica COI foi bem sucedida, tendo sido sequensi&dd pares de bases. Inser¢des,
dele¢cbes ou codons de parada ndo foram encontreosequéncias amplificadas,
caracterizando-se assim uma sequéncia de DNA midioied funcional.

Uma topologia de &rvore foi obtida por meio doussgiamento do COI,
contendo todas as espécies do género aqui estudeadamdo as espécies pertencentes
ao grupaC. lauroi (Figura 18). As distancias genéticas estéo listadakabela 6.

Com essa topologia, foi possivel verificar que ®ds individuos de uma
mesma localidade apresentam um Unico haplétipopoado uma mesma espécie, isto
€, cada populacdo compreende representantes déinic@aespécie. Isso, no entanto,
nao ocorreu no Rio dos Marins, onde duas coletasrfaealizadas, possibilitando a
coleta de duas espécies simpatricaisaracidiumsp.l eC. lauroi, muito divergentes
entre si (0.1025), cor@haracidiumsp.1 agrupando nas filogenias como grupo externo
ao grupaC. lauroi, junto comCharacidiumcf. zebra

Ao contrario disso, as espéciéslauroi e Characidiumsp. “piabanha” (espécies
teoricamente distintas), compartilharam o mesmddtipp para as sequéncias do COI
(Figura 18 e Tabela 6). Essa mesma relacdo fointracta entre as populagb€s
schubarti e C. schubarti(p2), que também compartiham o mesmo haplétipo. N
entanto, a terceira populac@o schubarti(sma) apresentou um haplétipo distinto das
outras duas populacdes dessa espécie, porém cengéticia baixa (0.0155), de forma
que essas trés populacdes devam compor um Unaio (Eegura 18).

Na arvore obtida no presente trabalho (Figura &8)possivel recuperar as

relacdes entre algumas das espécies do gufauroi, na qual as espéci€slauroi, C.
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japuhybensee C. oiticicai formam um clado Unico, porém com baixos niveis de
divergéncia (de 0.0135 a 0.0175).

No entanto, a arvore encontrada apresentou umtipd, com as espéci€s
pterostictume C. laneiposicionadas entre as espécies tidas como pentescao grupo
C. lauroi. A espécieC. pterostictuntambém ndo se mostrou monofilética, sendo que a
populacdo de Cajati mostrou-se mais relacionada@ofaneido que com as demais

populacdes d€. pterostictun{ver valores de divergéncia Tabela 6).

Discussao

A utilidade do sistema de DNBarcodingbaseado na regiao mitocondrial COI
para a identificacdo e descoberta de espécies wmstrado resultados promissores em
alguns casos (Burreg al, 2008; Foottiet al, 2009), mas limitagbes em outros (Ekds
al., 2007).

Wardet al (2005) propuseram que, além de identificar eggéas analises das
sequéncias do COIl poderiam também agrupar espsgpestamente distintas, desde
gue elas tivessem sequéncias idénticas de COIl mggrem feitas analises morfoldgicas
em paralelo. Para o grupdharacidium lauroj foi possivel recuperar uma mesma
identidade genética para as diferentes populacéé&s. dauroi com Characidiumsp.
“piabanha”, com valores de divergéncia iguais m@mo quando essas duas entidades
mostraram cariétipos divergentes (mostrado no alaplt paraC. lauroi e Characidium
sp. “piabanha”), da mesma forma que acontece@asahubartie C. schubarti(p2).

A auséncia de divergéncia entre as populagcdesCddauroi, incluindo
Characidium sp. “piabanha” citadas acima, indica que essasulpofies foram

separadas recentemente, o que também pode sepeissoresultados apresentados pela
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técnica de PCR-RFLP, segundo os quais essas poOpslapresentaram haplotipos
conjugados idénticos (capitulo 1). Com isso, podemndizer que as diferencas
cariotipicas encontradas er@. lauroi e Characidium sp. “piabanha” nédo séo
acompanhadas por grandes mudancgas nas sequénclaslAlanitocondrial, o que
corrobora a presenca de citétipos diferentes del@sea espécie.

A diferenciacéo das trés populacdes@eschubartiem duas linhagens, com
valores baixos de divergéncia (0.0155), separagga ambém observada pela técnica
de PCR-RFLP, pode estar associada a um possivedgsm inicial de especiagcdo, uma
vez que os dois clados formados (Figura 18) sagrgéoamente separados pela calha
principal da Bacia do Rio Paranapanema, que nesse @ode ser considerada uma
barreira geografica, uma vez que as espécies der@ébharacidium formam
populacdes pequenas e isoladas em cabeceiragdesri@uckup, 1993b). No entanto,
pelo pressuposto do DNBarcoding esses valores baixos de divergéncia apontam para
a existéncia de uma Unica espécie para essas poesildeC. schubarti

Por sua vez, a separacaoClepterostictunem duas linhagens com divergéncia
nucleotidica de 0.0673, pode estar relacionadeeatiftacdo de duas espécies com
base nos pressupostos Harcoding uma C. pterostictum(com as populagde€.
pterostictume C. pterostictunpr) e outra linhagem muito semelhante morfologieai®
a C. pterostictumporém mais relacionada cdin lanei

Grande parte das criticas relacionadas a utilizagdo DNA barcoding
concentra-se no fato de que os estudos utilizasda enetodologia ndo comparam
espécies irmas, as candidatas primarias a contartilaplétipos e a mostrar baixas
divergéncias interespecificas (Moritz e Cicero,200

Essa comparacao foi feita no presente trabalhogoas os baixos valores de

divergéncia nucleotidica apresentadas entre agiesg@® lauroi, C. japuhybense C.
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oiticicai (de 0.0135 a 0.0175) apontam, pelos pressupostbardoding que essas, na
verdade, possam ser de uma uUnica espécie. No @ntesdas espécies sao distintas
morfologicamente, com distribuicdo geografica bemfinida, mostrando que a
aplicabilidade do DNAbarcoding em separar espécies recentemente irradiadas é
limitada, como proposto por Valdez-Moreebal (2009). Esse mesmo resultado ja foi
encontrado para arraias do gén@atamotrygonda bacia Amazonica, na qual duas
espécies bem definidas apresentaram baixos vatteredivergéncia (Toffoliet al,
2008).

Outra critica ao uso do DNBarcodingesta relacionada a auséncia de dados de
diversidade na &rea de distribuicdo de uma mespecies(Moritz e Cicero, 2004), o
que foi possivel verificar no presente trabalhoegpécieC. lauroi, da qual quatro
populacdes foram analisadas por meio dessa metpdplapresentou valores de
divergéncia nucleotidica iguais a 0.0 (Tabela 6pstnando que essas diferentes
populagées compdem uma Unica espécie. No entaotop @s espécies do género
Characidiumformam populacdes isoladas em cabeceiras de sa@wckup, 1993b)
era esperado que alguma divergéncia entre elas éme®ntrada, como ocorreu para as
populacdes d€. schubarticitadas acima. Os resultados obtidos, para adagjas de
C. lauroi, podem indicar que a separacao das populacoetadatino presente trabalho
foi um processo recente, também verificado pelaitéode PCR-RFLP (capitulo 1), de
modo que possiveis divergéncias no DNA mitocondaimida ndo foram fixadas,
apresentando, porém, ja alguma divergéncia cagat{(papitulo 1).

Embora analises baseadas em sequéncias do COéntdant a perspectiva de
ser uma ferramenta filogenética, essas analisesfatte fornecem algum sinal

filogenético (Wardet al., 2005; Valdez-Morencet al, 2009). Isso significa que as
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relacdes entre as espécies de um mesmo génerorelagies entre géneros formam,
em geral, grupos coesivos (Valdez-Moretal, 2009).

Na presente analise, um clado bem suportado (98%mado pelas espécies do
grupoC. lauroi e as espécigs. pterostictune C. lanej foi encontrado, ndo tendo sido
possivel recuperar a monofilia do grupolauroi.

Esse clado contendo as espécies do g@iplauroi, maisC. pterostictunme C.
lanei pode ser delineado pela presenca de cromossomogis@liferenciados, como
descritos no capitulo 1, mostrando que alguma delantre as espécies pode ser
recuperada quando se utiliza a metodologia do Dhiksoding

Porém, para Waret al (2005), ndo se pode esperar que seja recuperada a
verdadeira filogenia de peixes a partir de um fraigtm de aproximadamente 655 pb de
DNA mitocondrial, e os autores sugerem a utilizacl#o regides mitocondriais e
nucleares complementares em andlises futuras amil outros métodos de
reconstrucdo filogenética, além do Neighbor Jointogn a distancia de Kimura-2-
parametros, usado nas analises do COI, tais comom@aaparciménia e maxima
verossimilhanca.

O presente trabalho reforca a ideia de que a gplicda metodologia do DNA
barcoding deve ser utilizada com cautela, uma vez que pobsutacbes na
identificacdo de espécies e/ou populacdes recenterseparadas, mas também mostra
que as sequéncias do COIl podem ser utilizadascoastucdo da historia de vida de

um determinado grupo, como pode ser visto para@écees do géneharacidium.
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Figura 18: Reconstrucéo filogenética baseada em sequénzi@®©ticom todas as espécies do presente
trabalho, mostrando valores de bootstrap acimaeée 3o lado do nome das espécies estéa relacionado o
namero de tombo do Lab. de Ictiogenética. Os raanoslestaque sdo das espécies pertencentes ao grupo
C. lauroi.
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Tabela 6 Divergéncia nucleotidica entre as espécies edaisdaferente a Figura 18 (0os numeros em destaquetados na descricao dos

resultados e discutidos posteriormente).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 14 17
1 0.0058
2 0.1589 | 0.0000
3 0.1664 | 0.0649] 0.0038
4 0.1564 | 0.0175| 0.0607 | 0.0000
5 0.1564 | 0.0175| 0.0607 | 0.0000 | 0.0000
6 0.1564 | 0.0175| 0.0607 | 0.0000 | 0.0000] 0.0000
7 0.1541 | 0.0195| 0.0692 | 0.0135| 0.0135/ 0.0134% 0.0000
8 0.1666 | 0.0419] 0.0672 0.0524 0.0524 0.0524 0.0pZBO058
9 0.1416| 0.0630] 0.0563 0.0608 0.06p8 0.0608 0.069%0630 | 0.0000
10 | 0.1641| 0.0439] 0.0694 0.0545 0.0545 0.0%545 0.05440077 | 0.0673| 0.0000
11 | 0.1664| 0.0587] 0.0736 0.0651 0.06p1 0.0651 0.06®0459 | 0.0650] 0.0454 0.0019
12 | 0.1561| 0.0608 0.0692 0.0630 0.06B80 0.0630 0.0670480| 0.0672] 0.0480 0.0155| 0.0000
13 | 0.1561| 0.0608 0.0692 0.0630 0.0680 0.0630 0.0670480| 0.0672] 0.0480 0.0155| 0.0000| 0.0000

H
S

0.1564| 0.0175 | 0.0607 | 0.0000 | 0.0000{ 0.0000 0.0135| 0.0545| 0.0608| 0.0545 0.0673 0.0630 0.0630 0.0p00

[y
(6)}

0.1561| 0.0439 0.062] 0.0418 0.0418 0.0418 0.043P0439 | 0.0585| 0.048( 0.0585 0.0564 0.0564 0.04180000

[y
(e}

0.1615| 0.1049 0.1092 0.1025 | 0.1025| 0.1025| 0.1074 0.1049 0.1193 0.1049 0.0p78084Q2.| 0.0842| 0.1025 0.1094 0.0000

=
~

PoToOT<

0.2155| 0.2509 0.237! 0.2480 0.2480 0.2480 0.25@52424 | 0.2286| 0.2395 0.2310 0.2147 0.2147 0.24802398 | 0.2289| 0.000(

Legenda 1 —C. cf. zebrg 2 —C. japuhybense3 —C. lanei 4 —C. lauroi; 5 —C. lauroi (rcl); 6 —C. lauroi (rc2); 7 —C. oiticicai; 8 —C.
pterostictum9 —C. pterostictun{cj); 10 —C. pterostictun{pr); 11 —C. schubarti{sma); 12 -C. schubartip2); 13 —C. schubartj 14 —

Characidiumsp. “piabanha”; 15 €haracidiumsp.2; 16 -Characidiumsp.1; 17 -Astyanax mexicanus
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Capitulo 3
Relacdes filogenéticas entre espécies do grupbaracidiumlauroi (Characiformes,

Crenuchidae), com base em sequéncias de genes nutalriais.

Palavras-chave: grug®. lauroi, sequenciamento, ATPase 6 e 8, Citocromo b.

Resumo

O grupoCharacidium lauroipertence ao génei@haracidiume é composto por seis
espécies, que se distribuem nas bacias do RiobRadd Sul, Rio Tieté, Rio
Paranapanema, Rio Iguacu e Drenagens CosteiragaidadB Ilha Grande. Os estudos
disponiveis sobre as relagcdes evolutivas entrespéces que compdem esse grupo
baseiam-se em dados morfologicos. Esses dadostaantr, ndo foram suficientes para
resolver as relacbes enté oiticicai, C. schubartie Characidiumsp. “iguacu”. O
objetivo do presente trabalho foi analisar as @eacfilogenéticas das espécies do
géneroCharacidium principalmente com enfoque nas relacdes entrespécies do
grupoC. lauroi. De acordo com os resultados obtidos, o g@ptauroi ndo forma um
grupo monofilético dentro do génefharacidium o que pode indicar que essas
espécies possam ter se separado recentement€. daterostictume C. lanei
Comparacdes entre as topologias encontradas coe dsasdados morfolégicos e

moleculares foram feitas e suas implicacdes nandalfdo desse grupo séo discutidas.
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Abstract

The groupCharacidium lauroibelongs to the genuSharacidiumand comprises six
species, distributed in the basins of the Paraib8u River, Tieté River, Paranapanema
River, Iguacu River and Coastal Drainages of thg &@dlha Grande. Available studies
on the evolutionary relationships between spediasmake up this group are based on
morphological data. These data, however, were uftitient to address the relationship
betweenC. oiticicai, C. schubartandCharacidiumsp. “iguacgu”. The aim of this study
was to analyze the phylogenetic relationships @& genusCharacidium mainly
focusing on the relationships between species ofigC. lauroi. According to the
results, grougC. lauroi not form a monophyletic group within the ger@isaracidium
which may indicate that these species may haventlgcgeparated fron€. pterostictum
and C. lanei Comparisons between the topologies found baseshaphological and
molecular data were made and their implicationsttier delimitation of this group are

discussed.
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Introducéo

O génercCharacidiumé composto por espécies de pequeno porte, queaimabi
pequenos coérregos e riachos de cabeceiras deApesar de ser considerado o mais
amplamente distribuido e rico da familia Crenuohjadssse género é considerado pouco
conhecido, incluindo varios tdxons ainda em praregsdescricdo (Buckup, 1993b). A
principal razdo dessa lacuna esta na dificuldadeedenhecer as espécies, ja que a
maior parte das descri¢cdes foi realizada de mampegearia ha mais de meio século,
sendo que apenas espécies capturadas em suadadesitipo podem ser seguramente
identificadas, e a maioria das identificacfes requomsultas as descricdes originais
(Melo, 2001).

Poucos estudos foram realizados com o objetivored®lver as relacdes
evolutivas entre as espécies desse género. Essdedaseados apenas em caracteres
morfoldgicos, foram relacionados a formacéo de gsugentro género (Buckup e Hahn,
2000; Melo, 2001). O grupGharacidium lauroj primeiramente descrito por Travassos
(1967), composto atualmente por seis espé€iesa(roi, C. japuhybense, C. oiticical,
C. schubartj Characidium sp. “piabanha” eCharacidiumsp. “iguagu”) teve suas
relacdes evolutivas analisadas, porém os dado®idgifos ndo foram suficientes para
resolver as relagdes entre essas espécies, cormaseodlisto na Figura 3 (introducéo)
(Melo, 2001).

O uso de sequencias de DNA de populacdes natiegeigdes tem se mostrado
uma ferramenta importante no campo da sistematwaamar para a inferéncia de
relacdes filogenéticas (Alves-Gomesal, 1995; Ortiet al, 1996; Calcagnottet al,
2005, Prettiet al, 2009), além de contribuir com estudos que visatonservacao de

espécies (Wolfe e Liston, 1998).
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Apesar de ser amplamente utilizado em peixes, ves@ipmento de DNA néo
foi ainda usado para identificar relacdes filogmaét entre espécies do género
Characidium principalmente com relagdo as espécies do g@ipauroi, tornando-se

esse 0 objetivo do presente trabalho.

Materiais e Métodos

Para as andlises de sequenciamento de DNA, fatiimados dois individuos
de cada populacdo amostrada (auroi, C. japuhybense, C. oiticicai, C. schuiar
Characidiumsp. “piabanha’,Characidiumsp.1, Characidiumsp.2, Characidiumcf.
zebra, C. pterostictune C. lane) como pode ser visto na Tabela 2 (materiais e
métodos). A espéci@styanax mexicanu®i usada como grupo externo para polarizar
as arvores geradas nessa analise e suas seqUéremmasobtidas no GenBank. Para a
obtencado das regifes mitocondriais de interessestaas de tecido (figado, musculo ou
nadadeira), preservadas em etanol absoluto fordiradas para a extragdo de DNA
gendmico total, seguindo o protocolo de extracfinaséAljanabi e Martinez, 1997).

Para as reagbes de amplificacado foram utilizaplas o gene ATPase, o par
de primers ATP8.2-L.8331 (5 — AAA GCR TTR GCC TTRA AGC - 3) e CO3.2-
H9236 (5" — GTT AGT GGT CAG GGC TTG GRT C — 3') y@sundar eal., 2001) e,
para o gene Citocromo b, o par giemers GluDG.L (5-TGA CCT GAA RAA CCA
YCG TTG-3’) e H16460 (5-CGA YCT TCG GAT TAC AAG AC G-3’) (Perdice®t
al., 2002).

Cada reacgéo de PCR apresentou o volume final del,2%ontendo, 1 ul de
DNA molde [20ng/mL]; 1 pl de cadarimer [10pM]; 1,5 pl de MgG [25mM]; 2,5 ul

de tampéo [10x]; 2,50 pl de dNTP [10m M]; 0,25 BU] de Taq polimerase —
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Fermentas; 15,25 pl de agua destilada. As reagdamfrealizadas em termociclador
PTC 110 Programmable Thermal Controller — MJ Re$ear as condigcbes da PCR
foram as seguintes: 94°C (4 min), 10 ciclos de 96 min), 50°C (0,5 min), 72°C
(1,5 min), 40 ciclos de 92°C (0,5 min), 53°C (0,;n72°C (1,5 min), seguidos de um
periodo de extensao final de 10 min a 72°C e uno@gerde resfriamento a 4°C.

A verificagao de amplificacédo foi feita em gel dgarose 1% corado com
brometo de etideo, com 4,0 pl de amostra, maiquiLl@e azul de bromofenol, com
ladderde 1 kb para verificagdo do tamanho do fragmemipliicado, e visualizado em
transluminador de luz ultravioleta. Os géis foramodrafados e digitalizados pelo
programa Electrophoresis Documentation and Analygstem (Kodak).

Para realizacdo da reacdo de sequenciamentoouwtsz o kit “BigDye
Sequence Terminator v.3.1" (Applied Biosystems)guseado as orientacbes do
fabricante. As condi¢cdes de amplificacdo foramciztos a 96°C por 30 segundos; 15
segundos a 50°C; 4 minutos a 60°C. Apds términcido de Big Dye, os produtos
foram precipitados e sequenciados (sequenciadorelmodBl PRISM 3100
GeneticAnalyzer da Applied Biosystems/fabricad@apg@ITACHI).

As sequéncias obtidas foram visualizadas com auxiti programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) e, para otd® das sequéncias consenso entre
as sequéncias da cadeia leve e pesada do DNAt#pwHse o algoritmo Clustal W
v1.6 (Thompsoret al, 1994) pelo programa BioEdit Sequence Alignmattde (Hall,
1999), aplicando-se penalidades para os alinhamepém-a-par e multiplos para
abertura (10) e extenséao glaps(0,2). Para verificacdo do alinhamento, foi viszedio
0 quadro de leitura das sequéncias por meio dorgarag MEGA 4.0 (Kumaet al,
2007), uma vez que a traducdo dos cédons das ségmé@odificadoras possibilita a

deteccdo de erros. As sequéncias foram verificadae GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programd@ldstN”, que investiga a
similaridade destas com sequéncias de DNAmMt despeixes.

Para verificagdo da ocorréncia de saturacado nossgém utilizado o programa
DAMBE (Xia e Xie, 2001) com modelo de distancia TaaNei (Tamura e Nei, 1993),
que possibilitou a construgdo de gréficos que detmam a quantidade de transicbes
(TS) e transversdes (TV) com relacdo a distanaigtiE entre os taxons.

As andlises filogenéticas foram realizadas, iinogmte, com as regides
génicas separadas (Anexo 2) e, em seguida, coragag€rgias concatenadas. Para a
construcdo de dendrogramas com base no algoritmagdgpamento de vizinhos
“Neighbor Joining” NJ (Saitou e Nei, 1987) foi lizado o programa MEGA 4.0
(Kumaret al, 2007) com o modelo Tamura-Nei (Tamura e Nei3)9fie considera as
diferencas entre as taxas de transicao e trangsgradésim como as diferengas quanto
ao conteudo de bases CG. Testebatatstrap(Felsenstein, 1985) de 1000 replicacdes
foram efetuados para a arvore NJ construida, sgqodoos valores inferiores a 50%
foram desconsiderados.

As andlises baseadas no método de Maxima Paran(iiki) foram efetuadas
por meio do programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002)jashdo busca heuristica (adicdo
de passos stepwise additioncom algoritmo “tree bisection and reconnectiofBR),
sem atribuicdo de peso aos caracteres, que forasideoados como nao ordenados.
Foram calculados os indices de consisténcia (l@)cé de retencéo (IR) e indice de
consisténcia rescalonado (ICR) por meio do progre@dP 4.0 (Swofford, 2002). O
programa TreeRot 2.0 (Sorenson, 1999) foi empregada a obtencdo do indice de
decaimento de Bremer (Bremer, 1994). A escolha ddeto evolutivo de substituicao
nucleotidica mais apropriado foi realizada pelogpimma MODELTEST 3.0 e este foi

utilizado para estimar a distancia genética ergrgropos estudados (Posada e Crandall,
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1998). Para a determinacéo dos valorebatgstrapforam utilizadas 1000 replicacoes,
com retencao de grupos com frequéncia maior que 50%
Em todas as analises, os valoredbdetstrapentre 50-70 foram considerados

fracos, entre 70-90 bons e iguais ou superioréys toges.

Resultados

Foram sequenciados dois genes mitocondriais padast as espécies
estudadas, totalizando 40 individuos sequenciatissibuidos em 10 espécies (Tabela
3 — materiais e métodos).

Em uma tentativa de diminuir o ruido causado pedgsenca de 40 terminais
nas analises, foi utilizado um consenso das se@gde individuos pertencentes a uma
mesma populacao utilizando-se as notagdes para Bdageneradas (a fim de ndo perder
a variabilidade nucleotidica da populagéo), redizin nimero de terminais para 13,
Ccom 0 grupo externo.

A caracterizacdo da informacao filogenética cantdn cada um dos genes
mitocondriais empregados no presente estudo emesatrdisponivel na Tabela 7.
Nenhum dos genes apresentou codons de parada quaddpnidos em sequéncias de
aminoacidos. A verificacdo do grau de saturacatgdalpela curva de substituicdo por
meio da plotagem do numero de transicdes e tragsfe®Iversus a distancia genética,
nao evidenciou saturacdo para os genes ATPase, €#o8romo b e para todas as
sequéncias concatenadas (Figura 19).

Nas andlises realizadas no presente trabalhoyased de NJ e MP  (Figuras
20 e 21) apresentaram, essencialmente, a mesmaaeadatre os tdxons, entretanto, as

relacbes de parentesco recuperadas entre alguwos dl@am distintas, dependendo do
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método de reconstrucdo empregado. O grupo exteroim, Astyanax mexicanus
pertencente a familia Characidae mantive-se nadzéaevore.

Todas as espécies estudadas no presente traBallamroi, C. japuhybense,
C. oiticicai, C. schubarti, Characidiusp. “piabanha’Characidiumsp.1,Characidium
sp.2,C. pterostictune C. lanej foram encontradas dentro de um unico clado cdéon al
suporte para o NJ e MP (99% e 98% - 27, respectutan

Dentro desse clad@haracidiumcf. zebrafoi encontrado como espécie basal
para o género €. lauroi e Characidiumsp. “piabanha” foram sempre recuperadas
juntas, com suporte alto (100% e 14), assim comelagdo de proximidade dessas
espécies corg. oiticicai e C. japuhybenséNJ = 100%, MP = 89% - 5).

As duas populagdes @& schubarti(C. schubartie C. schubarti(sma)) foram
recuperadas juntas com alto suporte (100% e 24&)gmdois métodos de reconstrugéo
utilizados. J& a espéci€. pterostictumtambém apresentou as duas populagbes
analisadas recuperadas juntas, porém com supaxte danoderado (NJ = 73%, MP =
57% - 2).

As relagbes entre os clados @eschubarti, C. pterostictum aquele conC.
lauroi, Characidiumsp. “piabanha”,C. japuhybensee C. oiticicai com as demais
espécies estudadas foram divergentes dependemdétddo de reconstrugéo utilizado.

Para a arvore de NJ (Figura 20), as espé€esschubarti C. lanei e
Characidiumsp.2 formaram um clado com suporte baixo de 6&%&mnmanto, a relacao
dessas espécies com as demais espécies estudadfs oftida, sendo visualizada
como uma politomia na arvore.

Para a arvore de MP (Figura 21), a relagdo entdado deC. lauroi,
Characidiumsp. “piabanha”,C. japuhybense C. oiticicai com as demais espécies

estudadas foi recuperada, no entanto, com valogesuporte baixos. A espécie
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Characidiumsp.1 foi encontrada sempre como uma espécie basaémais espécies

analisadas, assim conharacidiumcf. zebra

Discussao

O presente trabalho constitui o primeiro estutligénético baseado em genes
mitocondriais para o génefharacidium além de apresentar um enfoque na andlise
das relacBes evolutivas de um determinado grupesgécies proposto com base em
caracteres morfolégicos para o género.

As espécies do grugdharacidium lauroitiveram as suas relacdes estabelecidas
com base em dados morfolégicos, porém esses damsoram suficientes para
esclarecer as relagdes erreoiticicai, C. schubartie Characidiumsp. “iguacu” (Melo,
2001). Os dados obtidos no presente trabalho, tamten ndo foram suficientes também
para visualizar as relagdes entre as espécies giegae mostrando uma politomia entre
essas e as espéci€s pterostictume C. lanei A espécieCharacidiumsp. “iguagu”,
utilizada na topologia de Melo (2001) néo foi asedia no presente estudo, porém, uma
nova espécie para o gru@o lauroi esta sendo descrit@haracidiumsp.2.

Em relacdo as topologias encontradas pelos métteld$) e MP, essas foram
bastante semelhantes as arvores encontradas cemde IDNAbarcoding(capitulo 2),
divergindo em alguns pontos. As divergéncias emadat em relacdo a essa arvore
podem ser explicadas pelo fato de que essa metpdoapresenta dificuldades de
estabelecer as reais relacdes evolutivas de uno gleiespécies com radiagdo recente,
como discutido no capitulo 2.

Melo (2001) propds que a posicao@ejapuhybenseomo espécie basal dentro

do grupo poderia ser corroborada pela relacdo a@drpidade entre as demais espécies
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do grupo, que ocorrem nas bacias do Rio Tieté o Sul, Ribeira do Iguape e Rio

Iguacu, e que essa relacdo poderia demonstrar Sjwaleceiras do Paranapanema,
Iguacu e Ribeira do Iguape também faziam partentlsistema comum ao alto Paraiba
do Sul/Tieté.

Das hipoteses propostas por Melo (2001) para dugdm da arvore para as
espécies restritas a essas bacias, essas revetarmougo isolamento das cabeceiras do
Iguacgu é o evento mais antigo em relacéo a sempadacBaranapanema, Tieté e Ribeira
do Iguape, ou que as cabeceiras do Paranapaneram tee separado primeiro,
deixando unidas as cabeceiras do Iguacu com higg&és do Ribeira do Iguape.

Como as espécie€. pterostictume C. lanei do presente trabalho foram
coletadas na Bacia do Ribeira do Iguape, a sedupd&ese proposta pelo autor poderia
explicar o polifiletismo encontrado entre as esp@alo grupoC. lauroi com essas
outras espécies, indicando que essas possuem simidshévolutiva muito proxima.

No entanto, a espécie. japuhybensdoi recuperada relacionando-se c@n
oiticicai e C. lauroi, em um clado bem suportado. As espécies desse piatbncem as
bacias do Rio Paraiba do sul, Rio Tieté e Drena@esteiras da Baia de llha Grande.
A formacdo desse clado indica que as espécies cueem nessas bacias sdo mais
proximamente relacionadas entre si do que com iEspédas outras bacias
hidrogréficas.

A relagéo entr€haracidiumsp. “piabanha” €. lauroi, recuperada em todas as
topologias do presente trabalho, incluindo a tagiel@le PCR-RFLP (capitulo 1) e do
DNA barcoding(capitulo 2), pode indicar que essas duas espkciaem, na verdade,
uma Unica espéci&;. lauroi, de ocorréncia exclusiva nos riachos da bacia o R
Paraiba do Sul. Como a descricdo dessas duas esspd@cbaseada no pressuposto de

que as suas populacdes ancestrais teriam se se@g@sl o aumento do volume do rio
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Paraiba do Sul, um evento recente que ndo terimify ainda que diferencas
morfolégicas marcantes se fixassem (Melo, 200lijeta de que elas formem uma
Gnica unidade genética parece ser bastante plausive

Segundo Funk e Omland (2003), espécies que tér §érico cessado podem
ndao compartilhar mais haplétipos ao longo do temgmbpora ainda apresentem
haplotipos muito proximos, que se agrupam na arfilagenética. Com isso, a relacao
de proximidade entr€. lauroi, C. japuhybense C. oiticicai indica que os eventos de
separacao das cabeceiras das bacias do Rio Pdoathd, Tieté e dos pequenos riachos
da Baia de llha Grande podem ter sido os respoisspgks eventos de especiacdo que
originaram essas espécies, resultando nas su&s digiabuicdes geograficas.

Os resultados encontrados para as espécies do@riguroi, juntamente com a
sua distribuicdo geografica, podem indicar que cpsécie do grupo pertence a uma
bacia hidrogréfica distinta e que os eventos daragfo dessas bacias resultaram em
um evento de especiagdo independente entre elesyemgue essas espécies formam
populacdes pequenas e isoladas em cabeceiragkesri@uckup, 1993b).

Funk e Omland (2003) ressaltaram que mesmo o DN#udé exibir variacéo
insuficiente para a reconstrucdo de grupos coragadi filogenética muito recente,
gerando artefatos. Por outro lado, regides queuewolmuito rapidamente podem estar
saturadas e produzir arvores com alto grau de hiagiap. Segundo esses autores,
dependendo dos valores da medida de supbaetgtrap por exemplo), situacdes de
polifiletismo podem refletir a arvore real paraeng mitocondrial utilizado, e ndo um
simples artefato causado por dados inadequados.

Entretanto, ndo sdo apenas regifes génicas irmdiEgiupara a analise da
evolucdo molecular de determinado grupo que genarores polifiléticas. Espécies

cripticas ou com identificacdo taxondmica confuspresentam potencialmente um
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problema na resolucdo de arvores evolutivas, levamdolifiia (Funk e Omland,
2003).

Embora o grupoC. lauroi tenha sido delimitado com base em caracteres
morfoldgicos, os dados citogenéticos encontradgsresente trabalho (capitulo 1) para
as espécies do gruf®. lauroi indicam que essas caracteristicas, como a preskenca
cromossomos sexuais diferenciados e predominiaateossomos do tipo m/sm nao
sao restritas a esse grupo, incluiri@€lopterostictumcC. laneie algumas populacdes de
C. gomesi

Essas espécies, com excecad@€dgomesindo estudada aqui) formam um clado
com suporte elevado em ambas as andlises utilizitlas 99%, MP = 98% - 27),
mostrando que provavelmerte pterostictume C. laneipossuem alguma relagdo com
as espécies do grufo. lauroi, apresentando radiacdo recente em relacdo anedas,
que nao fazem parte do grupgd. lauroi, por ndo apresentarem caracteristicas
morfolégicas que pudessem agrupa-las a esse gaupspcies (Buckup, comunicacéo
pessoal).

A politomia encontrada no presente trabalho é, arelmente, resultado do
curto tempo de divergéncia entre os taxons analisadma vez que os efeitos de
saturacao nos genes utilizados foram descartados.

A abordagem utilizada no presente trabalho utdeata vantagem de empregar
uma analise combinada de diferentes genes. Estel¢imbordagem vem se mostrando
atil em estudos que buscam esclarecer as relagdgeniéticas dentro de um grupo
(Pellegrinoet al, 2001; Hardman, 2004; Calcagno#ial, 2005; Simabukuro-Diast
al., 2004; Pretteet al, 2009), uma vez que o poder de uma analise canjaeside no
fato de que cada particAo pode apresentar taxdstigas diferentes, atuando na

resolucdo de problematicas em diferentes niveisdgeicos (Hills, 1987). A falta de
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resolucdo de algumas topologias resultantes doegomte genes individuais, também
pode ser resolvida quando outros genes sao in@aps@ analise, uma vez que o ruido
observado nas andlises individuais pode entdo ssipddo na andlise conjunta
(Queirozet al, 1995).

Pelo fato de que o grufi. lauroitenha se mostrado ndo monofilético, sugere-se
0 aumento no namero de espécies nas analises doogé&mracidium Além disso, a
inclusdo de diferentes grupos externos pode mudasideravelmente a relagéo
apresentada entre as espécies estudadas do gdreracidium alterando a topologia
da arvore evolutiva, podendo refutar ou corrobarpresenca desse grupo de espécies.
Ainda, em vista da recente divergéncia do grupmatse recomendavel a utilizagédo de
outros marcadores mitocondriais e nucleares, qukerf@on fortalecer os valores de

bootstrapdos ramos, sobretudo nos tdxons que apresentarn pnaximidade genética.
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Tabela 7 Caracterizagcdo da informacdo filogenética contefa cada um dos genes

mitocondriais empregados no presente estudo.

ATPase Citb Regibes Concatenadas

N° total de sitios 748 1060 1808
N° de sitios conservados 451 687 1138
N° de sitios informativos para parciméni 150 211 361

Composicéo nucleotidica

% G 11,8 13,7 12,9
% A 30,0 27,1 28,3
% T 31,2 30,9 31,0
% C 27,0 28,3 27,8
Razao Ti/Tv 2,238 3,499 2,919
N° de arvores obtidas 2 1 1

N° de passos 499 726 1229
IC 0,735 0,653 0,684
IR 0,549 0,484 0,503
ICR 0,404 0,316 0,344

Legenda Ti — transi¢Bes; Tv — transversoes; IC — indiee adnsisténcia; IR — indice de

retencdo; ICR — indice de consisténcia rescalonado.
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Figura 19: Graficos da frequéncia observada de transi¢cgs (Bansversdes (Wersusa

distancia genética estimada pelo modelo Tamuragdea os genes (A) ATPase 6 e 8, (B)

Citocromo b, (C) todas as regifes génicas concdésna
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C. schubarti
C. schubarti (sma)

C. lanei

Characidium sp

100 E C. pterostictum

C. pterostictum (cj)

C. japuhybense
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Figura 20: Reconstrucao filogenética a partir do método dghbor Joining, com método de distancia
de Tamura-Nei, com base nas sequéncias concatethaslasgides mitocondriais estudadas, de todas as
espécies estudadas o presente trabalho, inclusmdo grupoCharacidium lauroi(ramos em destaque).

Os valores correspondem bootstrappara 1000 réplicas

C. lauroi
100/14

83/5 ————— Characidium sp “piabanha”

89/5 — C. oiticicai

1 C. japuhybense

C. pterostictum

57/2

C. pterostictum (cj)

5172 Characidium sp.2

C. schubarti (sma)

100/30 100/21

C. schubarti

98/27

C. lanei

Characidium sp.1

— Characidium cf. zebra

Astyanax mexicanus

Figura 21. Reconstrucdo filogenética a partir do método déxiMa Parcimbnia, com base nas
sequéncias concatenadas das regides mitocondstaidaelas, de todas as espécies estudadas o presente
trabalho, incluindo as do grup@haracidium lauroi (ramos em destaque). Os valores em preto

correspondem abootstrappara 1000 réplicas e os valores em vermelho,ralisels de Bremer.
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Conclusdes Gerais
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Conclusoes Gerais

No presente estudo, foram analisadas as relaco&diess entre as espécies do
grupo C. lauroi, tanto com base em caracteres cromossdmicos, eosmdados de
sequencias de regides do genoma mitocondrial, imttdu sequéncias do DNA
barcoding

Com relacdo ao grup&haracidium lauroi, estudos citogenéticos foram ja
realizados em algumas espécies, porém com caeseritio, ndo tendo sido discutida
a formacéo do grupo e suas relagdes evolutivasstosios disponiveis sdo baseados em
dados morfologicos que ndo foram suficientes patabelecer as relacdes entre essas
espécies.

No presente trabalho, as informacdes citogenétiEamoleculares foram

associadas, chegando-se as seguintes conclusdes:

. O grupoCharacidium lauroindo forma um grupo monofilético e as relacdes
entre as espécies que o compdem nao sao definidas.

. As espécies e/ou populacdes do grupo lauroi analisadas no presente
trabalho compartiiham caracteristicas citogenéticgmorém isso é
compartilhado com outras espécies do género.

. A técnica de PCR-RFLP aplicada as espécies do gtuplauroi mostrou
limitacbes quando comparada as topologias obtidas meio de
sequenciamento do DNA, porém mostrou-se eficiemti@wealiar a diversidade
populacional de cada espécie, cada uma apresentandonico haplotipo
conjugado, resultado esse corroborado pelo usosdgeéncias do DNA

barcoding
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O uso do DNAbarcoding nas espécies do géne@haracidiumrevelou a
dificuldade dessa sequéncia em diferenciar espéetemtemente irradiadas,
como C. lauroi, C. oiticicai e C. japuhybenseespécies essas bem definidas
morfologicamente, mostrando-se, porém, bastanteieefe para detectar
divergéncias intra-populacionais.

O grupoC. lauroi, quando analisado em conjunto com outras espéaes
género, ndo se apresenta monofilético, encontraadpelifilético com as
espéciesC. pterostictume C. lanei O clado formado por essas espécies
apresenta um suporte forte em todas as topologesadas e a presenca de
cromossomos sexuais diferenciados em todas asiesmpe compdem esse
clado corrobora a proposta de que esses cromoss@mosm uma origem
Unica, restrita a um grupo de espécies do gé@haracidium(Centofanteet

al., 2001, 2003; Vicaret al, 2008; Alveset al, 2010), do qual o grupG.
lauroi faz parte.

A espécieCharacidium sp. “piabanha” mostrou-se muito semelhant€.a
lauroi e, levando-se em consideragdo os dados morfogpmde-se dizer
gue essas duas entidades formam uma Unica esigtibbuida nas drenagens
da Bacia do Rio Paraiba do Sul.

A descricdo de mais uma espécie relacioanda asiespo grupdC. lauroi,
Characidiumspl, ndo altera o0 niumero de espécies pertenceptsse possivel
grupo, considerando-se a unidaoQldauroi e Characidiumsp. “piabanha”.
Como o géner&haracidiumé considerado o mais rico e especioso da familia
Crenuchidae, a inclusdo de novas espécies e negid@es génicas nas analises
pode possivelmente alterar as relagdes evolutivesngradas, podendo, dessa

forma, comprovar ou refutar o monofiletismo do gr@p lauroi.
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Padréo de restricao patdaracidiumsp.2, cormadderde 50 pb.
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Padréo de restricao patdaracidium japuhybenseomladderde 50 pb.
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Padréo de restricdo pa@haracidiumsp.1(4 primeiros poc¢os) €haracidium lauroj
comladderde 50 pb.
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Padréo de restricdo patdaracidium oiticicaj comladderde 50 pb.
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Padréo de restricdo patdaracidium schubarticomladderde 50 pb.
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Padréo de restricao patdaracidium schubartip2) , comladderde 50 pb.
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Padréo de restricdo patdaracidium schubartisma) , contadderde 50 pb.
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Padréo de restricdo patdaracidiumsp. “piabanha” , corfadderde 50 pb.
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Padréo de restricao patdaracidiumcf. zebrg comladderde 50 pb.
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100 C. lauroi
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Figura 22: Reconstrucéo filogenética a partir do método deghbor Joining, com método de
distancia de Tamura-Nei, com base na sequénciee 4TPase 6 e 8 de todas as espécies
estudadas o presente trabalho, incluindo as domd@hpracidium lauroi(ramos em destaque).

Os valores correspondem laootstrappara 1000 réplicas.

100 C. schubarti

58 C. schubarti (sma)
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Figura 23: Reconstrucéo filogenética a partir do método deghbor Joining, com método de
distancia de Tamura-Nei, com base na sequéncieede Gitocromo b de todas as espécies
estudadas o presente trabalho, incluindo as dod@bpracidium lauroi(ramos em destaque).

Os valores correspondem laootstrappara 1000 réplicas.
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. fanerod
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Figura 24: Reconstrucdo filogenética a partir do método MhexiParcimbnia, com base na
sequéncia do gene ATPase 6 e 8 de todas as esgsicidadas o presente trabalho, incluindo as
do grupoCharacidium lauroi(ramos em destaque). Os valores corresponddma@strappara

1000 réplicas.
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Figura 25: Reconstrucdo filogenética a partir do método MexiParciménia, com base na
sequéncia do gene Citocromo b de todas as esgitietadas o presente trabalho, incluindo as
do grupoCharacidium lauroi(ramos em destaque). Os valores corresponddmatstrappara

1000 réplicas.



