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Resumo

A espécie Astyanax lacustris (Characidae) ¢ amplamente distribuida nas bacias
hidrograficas da América do Sul e pertence ao complexo Astyanax bimaculatus,
caracterizado pela presenga de mancha umeral. Este estudo teve como objetivo
caracterizar citogeneticamente a populacdo de Astyanax lacustris da Lagoa da Prata,
localizada no municipio de Parnaiba, Piaui, com foco na determinacdo do numero
diploide e padrao de regides organizadoras do nucléolo (AgRONS). As andlises revelaram
numero dipldide modal constante de 2n = 50 cromossomos, sem distingdo entre machos
e fémeas, indicando estabilidade cromossdémica entre os exemplares analisados. A
impregnacao por nitrato de prata evidenciou a presenga de multiplos sitios AgRONS,
contrastando com o padrdo simples descrito em populacdes de outras regides do Brasil.
Este polimorfismo pode estar associado a pressdes seletivas distintas impostas pelas
condi¢des ambientais do semidrido nordestino, sugerindo variagdes adaptativas e possivel
plasticidade gendmica. Os dados obtidos contribuem para o conhecimento da diversidade
cromossomica de A. lacustris, ressaltando a importancia de estudos citogenéticos em
populacdes de diferentes regides geograficas para a compreensdo da estrutura genética e

da evolugdo dos peixes neotropicais.

Palavras-chave: RONs, marcadores citogenéticos, Characidae



Abstract

Astyanax lacustris (Characidae) is widely distributed in South American river basins and
belongs to the Astyanax bimaculatus complex, characterized by the presence of a humeral
spot. This study aimed to cytogenetically characterize a population of Astyanax lacustris
from Lagoa da Prata, located in the municipality of Parnaiba, Piaui, Brazil, focusing on
the determination of diploid number, nucleolus organizer regions (AgNORs) pattern. The
analyses revealed a consistent diploid number of 2n = 50 chromosomes in all specimens,
with no differences between sexes, indicating chromosomal stability within the
population. Silver nitrate staining revealed the presence of multiple AgNOR sites, in
contrast to the simple patterns previously described in populations from other regions of
Brazil. This polymorphism may be associated with distinct selective pressures imposed
by the semi-arid environmental conditions of the Northeast region, suggesting adaptive
variations and possible genomic plasticity. The findings contribute to the understanding
of chromosomal diversity in A. lacustris, highlighting the importance of regional
cytogenetic studies to better comprehend the genetic structure and evolutionary dynamics

of Neotropical fish species.

Keywords: NORs, Cytogenetics markers, Characidae
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1 INTRODUCAO

A familia Characidae constitui um dos grupos de peixes de agua doce mais diversos do
mundo, com aproximadamente 1.200 espécies descritas, distribuidas em numerosos géneros.
Seus membros apresentam ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Patagonia. As maiores concentracdes de diversidade da familia
encontram-se nas grandes bacias hidrograficas sul-americanas, particularmente nos sistemas
dos rios Amazonas, Orinoco ¢ La Plata, que abrigam uma riqueza de espécies notavelmente
superior a observada em outras regidoes do continente (Mirande, 2010).

Entre os géneros de destaque dentro de Characidae, sobressai-se Astyanax, um dos mais
diversos e amplamente distribuidos, presente em praticamente todas as bacias hidrograficas da
América Central e do Sul (Mirande, 2010; Oliveira et al., 2011). Historicamente, a espécie

Astyanax lacustris foi incluida no complexo Astyanax bimaculatus, grupo que contém cerca de

22 espécies sendo algumas delas: Astyanax abramis, A. jacuhiensis, A. paraguayensis, se

estendendo por quase todas as drenagens da América do Sul e tem sido objeto de extensos

estudos ecoldgicos, morfologicos e biogeograficos (Lucena e Soares, 2016).

Contudo, revisdes filogenéticas recentes demonstraram que o gé€nero Astyanax,
conforme anteriormente delimitado, ndo constitui um grupo monofilético (Teran, Benitez e
Mirande, 2020). Como resultado, diversas espécies — em especial aquelas pertencentes aos
grupos scabripinnis e fasciatus foram formalmente transferidas para o género Psalidodon. J4 o
grupo Astyanax bimaculatus, que inclui Astyanax lacustris, foi reconhecido como um clado
distinto, porém mantido dentro do género Astyanax 9(Teran, Benitez e Mirande, 2020).

Astyanax lacustris possui ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia confirmada em
diversas bacias hidrograficas da América do Sul, incluindo os sistemas dos rios Sdo Francisco,
La Plata e Parana (Tonello et al., 2022).

Segundo andlises morfologicas realizadas por (Lucena e Soares, 2016), Astyanax
lacustris apresenta um corpo moderadamente alto e ligeiramente alongado. A espécie possui
uma denti¢do composta por 4 a 6 dentes na série principal, com variagdo morfologica. A linha
lateral ¢ completa, apresentando entre 30 a 39 escamas. O comprimento maximo registrado
pelos autores foi de 84,8 mm. Destaca-se a presenca de uma mancha umeral preta com formato
oval, acompanhada por duas barras verticais de coloragdo marrom na regido umeral (Figura 1).
Sua dieta ¢ indicada como onivora, de acordo com informagdes apresentadas pelos autores.
Além disso, foi observado que os machos maduros apresentam ganchos dsseos nas nadadeiras

pélvicas e anal, estrutura que esta ausente nas fémeas (Lucena e Soares, 2016).

Figura 1- Astyanax lacustris medindo 7,4cm, coletado na Lagoa da
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Sabemos que a classe mais rica em espécie de vertebrados sdo os peixes, essa
diversidade ¢ devido aos 500 milhdes de anos de evolucdo e por isso, o estudo da
ictiocitogenética ¢ de extrema importancia, para melhor entendimento da evolugao das espécies,
da variabilidade genética e a determinagdo do cariotipo (Rossi, 2021).

A citogenética constitui um campo essencial voltado a andlise dos cromossomos,
isoladamente ou em conjunto, em diferentes niveis de condensag¢do. Suas investigagdes
abrangem aspectos como, organizagdo estrutural, dindmica funcional, mecanismos de
replicagdo, além de padrdes de variagao e trajetorias evolutivas. Nas ultimas décadas, essa area
tem ganhado destaque, sobretudo por permitir a deteccdo de alteragdes numéricas e estruturais
frequentemente associadas a processos adaptativos. Na ictiocitogenética, tais modificagdes
adquirem relevancia particular devido a notavel plasticidade do genoma, que resulta em
mudancas cromossomicas. Essa caracteristica favorece eventos evolutivos que impulsionam a
diversificacao tanto intraespecifica e interespecifica. Nesse cenario, sua utilizagao revela-se nao
apenas como ferramenta diagnostica, mas como instrumento valioso para compreender os
mecanismos responsaveis pela especiacao e biodiversidade. O acimulo de dados tem ampliado
significativamente o conhecimento sobre a evolugdo dos peixes, além de oferecer subsidios
importantes para estratégias de conservagao, especialmente em regioes com alta diversidade e
endemismo. Dessa forma, a citogenética, por ser uma ciéncia bésica, fornece subsidios para
varias outras e suas aplicagdes, tais como biologia comparada, sistematica e conservacao da
ictiofauna (Guerra, 1988; Cioffi et al., 2018).

O género Astyanax apresenta grupos com caracteristicas citogenéticas particulares. No

grupo Astyanax bimaculatus, por exemplo, todas as espécies analisadas possuem nimero
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diploide constante de 2n = 50 cromossomos e um par metacéntrico de grande tamanho,
considerado uma simpiesiomorfia (caracteristica ancestral que ndo distingue um grupo de outro)
herdada da familia Characidae (Kavalco et al., 2011). Apesar dessa estabilidade no numero
cromossOmico, ha ampla variacao nas formulas cariotipicas, observada entre diferentes espécies
do grupo e em populagdes da mesma espécie (Kavalco et al., 2009). Essas variagdes sao
importantes, ja que podem ajudar a distinguir espécies cripticas do complexo por meio de
marcadores cromossomicos. (Paiz et al., 2015; Silva et al., 2016; Gavazzoni et al., 2018), por
exemplo, as RONs podem ser multiplas ou simples em populagdes diferentes. Essa
variabilidade também pode ser observada na heterocromatina, encontrada em regides
pericentromérica, terminal e intersticial. (Paiz ef al., 2015). Para entendermos a variabilidade
desse grupo, sdo utilizadas técnicas da citogenética que nos possibilitam facilitar a distingdo
entre espécies, além da taxonomia. Entre elas podemos citar o bandeamento cromossémico
como por exemplo coloracdo com fluorocromos base-especificos e hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 18S e 28S (Paiz et al., 2015).

Estudos anteriores revelaram que Astyanax lacustris possui um nimero diploide de 2n
= 50 cromossomos, com formula cariotipica 10m + 24sm + 6st + 10a ¢ FN = 90 (Tonello et al.,
2022). Entretanto, outros estudos evidenciam a ocorréncia de variagdo cromossdmica
intraespecifica, com populac¢des apresentando um ntimero diploide de 2n = 48 cromossomos
(Astyanax asunsionensis, sindbnimo de Astyanax lacustris), citotipo 6m + 10sm + 16st + 16a e
NF = 80 (Giongo et al., 2012). Essas diferencas sugerem a presenga de uma diversidade
citogenética consideravel dentro da espécie, possivelmente associada a variagdes geograficas e
processos de especiagdo criptica.

Neste estudo, registra-se a ocorréncia de Astyanax lacustris na Lagoa da Prata, um corpo
d’4gua 1éntico que integra a bacia hidrografica do rio Parnaiba, no estado do Piaui. A lagoa esta
situada no bairro Igaragu, no municipio de Parnaiba, a aproximadamente 10 km do centro
urbano, e possui relevante importancia ecologica, econdmica e social para a regido. Esse
ambiente abriga uma comunidade ribeirinha cuja principal fonte de renda e subsisténcia esta
diretamente associada a pesca artesanal, tanto para consumo proprio quanto para fins comerciais
(Cunha; Rocha; Perinotto, 2015; Melo ef al. 2016). Além disso, a Lagoa da Prata desempenha
um papel significativo na manutencao da biodiversidade local, atuando como habitat natural
para diversas espécies de peixes, incluindo representantes do género 4Astyanax. A caracterizagao
citogenética dessas populagdes contribui ndo apenas para a compreensdo da diversidade
genética regional, mas também para subsidiar estratégias de manejo e conservacao dos recursos

pesqueiros locais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Investigar as caracteristicas citogenéticas de Astyanax lacustris, da populacao da Lagoa da

Prata (Parnaiba, PI), comparando com populacdes descritas anteriormente.

2.2 Objetivos especificos:

* Definir o numero de cromossomos da populagdo em estudo.

* Definir o padrao de distribui¢ao de AgNORs em A. lacustris.

* Comparar os dados obtidos no presente trabalho, com estudos anteriores, em populagao do

mesmo género nas demais regioes do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

Os exemplares Astyanax lacustris foram coletados na Lagoa da Prata (-
2.970792,41.786726), municipio de Parnaiba (PI), com uma tarrafa de malha de 1,5cm. Foram
coletados 10 espécimes por coleta e mantidos em aquarios aerados até o momento da eutandsia.
O lisado bacteriano BronchoVaxon 0,7% (granulado, 3,5mg — TAKEDA) (1,0mL/100g do peso
do peixe) foi injetado intraperitonialmente para estimular a produgdo de células sanguineas e
apos 21 horas aplicou-se colchicina 0,0125% (1,0mL/100g do peso do peixe) para interromper
as cé¢lulas em metafase. Alguns exemplares foram enviados para o Laboratorio de Ictiologia da
UESPI, Campus Alexandre Alves de Oliveira, no municipio de Parnaiba (PI) para identificacao.
Para obter os cromossomos mitoticos € determinar o nimero de cromossomos, utilizou-se a
técnica descrita por Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978); com modificagdes. Apds a
aplicacdo intraperitoneal de solug@o de colchicina, realizou-se a eutanasia dos peixes que foram
anestesiados com benzocaina (100mg/mL), de acordo com a Resolucao n® 714 CFMV (2002).
Seus rins cefalicos foram retirados e colocados em uma placa de Petri com solugdo de cloreto
de Potassio 0,75M para hipotonizacao das células. O material fixado em uma solugao de
metanol/acido acético de proporgao 3:1, foi armazenado em tubos plésticos de 2mL em freezer
-20°C. Pingou-se uma pequena por¢ao da amostra em uma lamina de vidro, corada com Giemsa
5% por 10 minutos e analisada em microscopio optico (MO), utilizando a objetiva de 100x.
Para a detectagdo das NORs, o material foi submetido a tratamento com as solugdes de nitrato
de Prata 50% e gelatina 2%, e levado a estufa aquecida a 65°C por aproximadamente 15
minutos. Depois de lavar a 1amina em dgua corrente e seca-la ao ar, a amostra foi analisada em

MO, conforme a técnica descrita por Howell e Black (1980), com algumas modificacgdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos na anélise citogenética dos exemplares de
Astyanax lacustris coletados na Lagoa da Prata, observou-se um nimero diploide modal de 2n
= 50 cromossomos, sem distingdo de sexo (figura 2). Tal constatacdo sugere a auséncia de

variagdo cromossdmica intraespecifica nos individuos analisados nesta localidade.

Figura 2- Metafase de Astyanax lacustris, contendo 50 cromossomos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Esses dados estao em conformidade com estudos anteriores realizados com populacdes
morfologicamente semelhantes, atribuidas ao mesmo taxon. As popula¢des oriundas de
Paraitinga (Salesopolis, SP — Alto Rio Tieté) e Pilar do Sul (SP — Rio Paranapanema),
apresentaram a mesma contagem cromossomica de 2n = 50 em todas as amostras (Kavalco et
al., 2011). Resultados similares foram encontrados em individuos coletados em quatro pontos
distintos da Lagoa de Itaipu (Santa Helena, PR), os quais também apresentaram nimero dipléide
constante de 2n = 50 (Tonello et al. (2022). Contudo, na populagdo do corrego Sao José,
microbacia do Rio Sepotuba (Tangard da Serra, MT), foram encontrados trés citotipos, sendo
um com 2n = 48 cromossomos € dois com 50 cromossomos, porém formulas cariotipicas
diferentes; evidenciando a diversidade cariotipica regional (Giongo et al. (2012).

Adicionalmente, a distribuicdo das RONs, reveladas por impregnacdo com nitrato de
Prata, associadas aos genes ribossdmicos 18S revelaram padrdes varidveis entre RONs simples

e multiplas, localizadas predominantemente em regides teloméricas (Neto et al. (2009).

Figura 3— Metafase e ntcleo interfasico corada com nitrato de Prata (Ag-NO3). Em “A”, a seta fina destaca o
cromossomo marcado e a larga o niicleo com trés nucléolos. Em “B” os circulos destacam os cromossomos
marcados.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

No presente estudo, observou-se a presenga de RONs multiplas, com apenas um cromossomo
marcado, na figura 3”A" e 3 cromossomos marcados na figura 3”B”. O nucléolo ¢ formado por
DNA ribossomico, que forma as regides organizadoras de nucléolo, RNA ribossomico
recémformado e proteinas relacionadas a transcri¢do. Assim, quando a célula estd em interfase,
as RON se associam formando os nucléolos. Por isso, quando temos mais de dois nucléolos,
podemos afirmar que temos mais de duas RONs e consequentemente mais de um par de
cromossomos portadores dessa regido (Figura 3”A”).

Estudos anteriores indicam que Astyanax lacustris apresenta, predominantemente, um
padrao simples de regides organizadoras do nucléolo (AgNOR) (Tonello et al., 2022; Gavazzoni
et al., 2018; Paiz et al. 2015). No entanto, o presente estudo identificou um padrdo distinto,
caracterizado pela ocorréncia de multiplos sitios AgNOR, evidenciando um polimorfismo
citogenético na populacdo analisada. Tal variacdo pode estar associada a processos adaptativos
decorrentes das diferentes condi¢cdes ambientais as quais as populacdes estdo submetidas.
Enquanto os registros anteriores referem-se a exemplares provenientes das regides Sul e Sudeste
do Brasil, a populagdo aqui analisada € oriunda da Regido Nordeste, onde o clima semiérido e
os fatores ecologicos locais impdem pressdes seletivas distintas. Essas diferencas ambientais
podem influenciar mecanismos regulatorios e estruturais dos cromossomos, incluindo
alteragdes na expressdao e localizacdo de genes ribossomais, refletindo em variabilidade
intraespecifica. Assim, os dados sugerem que a diversidade cromossomica observada pode estar
relacionada a processos microevolutivos e a plasticidade gendmica da espécie frente a diferentes

contextos ecologicos.
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5 CONCLUSAO

Esse estudo evidencia a estabilidade do nimero dipléide (2n = 50) nos exemplares de
Astyanax lacustris da Lagoa da Prata, em Parnaiba (PI), corroborando com dados ja descritos
para outras populacdes da espécie em diferentes regides do Brasil. No entanto, a deteccao de
polimorfismo nas regides organizadoras do nucléolo (RONs), com a presenca de multiplos
sitios AgNOR, revela uma importante variabilidade citogenética intraespecifica, ainda pouco
documentada para populagdes do Nordeste brasileiro. Tal variagao pode refletir adaptacdes
a condicdes ecoldgicas especificas da regido. A diversidade nos padrdes de RONs observada
reforga a plasticidade gendmica de A. lacustris e aponta para a relevancia de estudos
citogenéticos como ferramenta auxiliar na compreensao da estrutura populacional, dinamica
evolutiva e possiveis processos de especiacao criptica. Assim, este trabalho contribui com
dados inéditos para a citogenética da ictiofauna nordestina e destaca a importancia de
investigacdes regionais para o aprimoramento do conhecimento sobre a biodiversidade
genética dos peixes neotropicais. Considerando a variabilidade nos padrdes de RONs
detectada em Astyanax lacustris, recomenda-se a continuidade das investigacdes por meio
da aplicagdo da técnica de hibridizagdo in sifu fluorescente (FISH), utilizando sondas
especificas para genes ribossomais (como 18S e 5S rDNA) e outros elementos repetitivos. A
utilizacdo dessa abordagem permitird uma caracterizagdo mais precisa da distribuicdo e
organizagdo cromossomica desses marcadores, contribuindo para a identificagdo de
possiveis diferengas estruturais entre populacdes e os potenciais processos de diferenciagao
populacional e especiacao criptica. Esses dados poderdo fornecer subsidios relevantes para
a compreensdo da estrutura genética de A. lacustris, especialmente em populagdes do

Nordeste brasileiro, ainda pouco exploradas sob a perspectiva citogenética.
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