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Resumo

Dentro da grande biodiversidade de peixes de agua doce de América do Sul,
a familia Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente.
No pais transandino Chile, a familia é representada apenas pelos Cheirodontinae
do género Cheirodon e suas cinco espécies, das quais C. pisciculus, C. galusdae,
C. kiliani e C. australe sdo endémicas. No entanto C. interruptus € originaria das
bacias atlanticas da Argentina, Uruguai e Brasil. Para contribuir na descricdo das
relacdes evolutivas e delimitacdo taxonémica das espécies do género Cheirodon
presentes no Chile, sdo descritos pela primeira vez os cariétipos destas cinco
espécies e comparados segundo seu numero dipléide, morfologia cromossdémica,
bandas C, Regifes Organizadoras do Nucléolo (Ag-RON) e a marcacdo de DNAr
5S e 18S por hibridagcédo in situ fluorescente (FISH). Para todas as espécies
analisadas o numero dipléide foi de 50 cromossomos, variando na férmula
cariotipica entre os tipos metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e
acrocéntricos. O numero de bragcos cromossémicos foi de 68 em C. australe e C.
kiliani e de 66 em C. galusdae, C. pisciculus e C. interruptus. A presenca e
distribuicdo da heterocromatina constitutiva foi similar nas cinco espécies, sendo
observada principalmente nos centromeros e teldmeros. Foi observada variagdo no
namero e distribuicdo das regides de DNAr 5S e 18S, podendo esses dois clusters
estar em cromossomos diferentes ou em sintenia. Também foi observada variagéo
na atividade das RONSs, sendo encontrado em C. kiliani e em C. galusdae, o maior
nivel de atividade relativa. Existe maior similaridade cariotipica entre as duas
espécies ocorrentes mais ao sul do que destas em relacdo aguelas mais centrais e
ao norte, mostrando um reflexo da formacdo da hidrografia e isolamento das

espécies.

Palavras-Chave: Chile, Cheirodontinae, Cariotipo, Cromossomos.



Abstract

Within the great biodiversity of freshwater fish of South America, the
Characidae family has been one of the most controversial groups taxonomically. In
the trans-Andean country of Chile, the family is represented only by the
Cheirodontinae of the genus Cheirodon and its five species, of which C. pisciculus,
C. galusdae, C. kiliani and C. australe are endemic, and C. interruptus is native to
the Atlantic basins of Argentina, Uruguay and Brazil. In order to contribute to the
description of the evolutionary relationships and taxonomic delimitation of the
species of genus Cheirodon present in Chile, the karyotypes of these five species
are described for the first time and compared by their diploid number, chromosomic
morphology, C bands, Nucleolar Organizer Regions (Ag-NOR) and the rDNA 5S and
18S marking by fluorescence in situ hybridization (FISH). For all the analyzed
species the diploid number was 50 chromosomes, varying in the karyotype formula
among the metacentric, submetacentric, subtelocentric and acrocentric types. The
number of chromosome arms was 68 in C. australe and C. kiliani and 66 in C.
galusdae, C. pisciculus and C. interruptus. The presence and distribution of
constitutive heterochromatin was similar in the five species, being observed mainly
in the centromeres and telomeres. Variation in the number and distribution of the 5S
and 18S rDNA regions was observed, being those two clusters on different
chromosomes or in syntenia. It was also observed a variation in the activity of RONs,
being found in C. kiliani and C. galusdae, the highest level of relative activity. There
IS a greater karyotype similarity between the two species that living more to the south
in relation to those with the most central and north distribution, evidencing a

reflection of hydrograph formation and species isolation.

Key words: Chile, Cheirodontinae, Chromosomes, Karyotype.



Lista de figuras

Figural Mapa de Chile e algumas das suas principais bacias................. 15
Figura2  Algumas caracteristicas da subfamilia Cheirodontinae................. 16
Figura3  Peixe do género Cheirodon (C. pisciculus) e algumas referéncias
ANATOIMICAS. ..ot e e e et e e e e e e e ee e 17
Quadro 1 Caracteristicas morfologicas das espécies do género Cheirodon
no Chile segundo Campos (1982).........cccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 18

Figura4 Localidades e area de abrangéncia no Chile dos peixes do

género Cheirodon segundo Campos (1982).......ccccevvveeeeeeeeeeeinnnnnnn. 19
Figura5 Localidades e area de abrangéncia do Cheirodon interruptus

(Campos, 1982; Mariguela et al, 2013; Malabarba, 2003) ............ 19
Figura6 Dendograma de cinco Cheirodon do Chile (Campos,

S ) P SPTRPPRP 20

Figura7 A analise de agrupamento usando consenso individual de
andlises de morfometria geOMELriCa. .......cceeeeiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeens 21
Figura 8 Fragmento do melhor ML arvore, segundo analise de DNA
nuclear e mitocondrial (Mariguela etal., 2013)........cccccceeeeieiniininnnns 22
Quadro 2 Locais onde os Cheirodon foram coletados..........cccccccvveeeiniiniinnnns 27
Figura9 Regides de Chile e suas respectivas bacias e espécies de
Cheirodon coletadas........cooovuviieiiiiiiee e 27
Figura 10 Peixes do género Cheirodon e suas respectivas combinacgdes de

A0S CATACIOIES. .. e e 28

Capitulo 1 - Citogenética comparada em peixes do género Cheirodon

(Ostariophysi: Characidae), com foco em espécies transandinas.

Figural Metafase do exemplar macho de Cheirodon australe com
diferentes tratamentoS..........oouvieiiiiiiiin e 37

Tabelal Marcadores cromossdmicos em espécies do género Cheirodon.... 37



Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Caridtipos das cinco espécies do género Cheirodon presentes no
Chile, e seus respectivos grupos de CromoSSOMOS............ccceeeeeee.
Caribtipos FISH para regibes 18s (verdes) e 5s (vermelho) com
cromossomos Ag-NOR™ e bandas C * de C. interruptus.................
Cariotipos FISH para regides 18s (verdes) e 5s (vermelho) com
cromossomos Ag-NOR™* e bandas C * de C. pisciculus...................
Caribtipos FISH para regides 18s (verdes) e 5s (vermelho) com
cromossomos Ag-NOR™ e bandas C * de C. galusdae....................
Cariotipos FISH para regides 18s (verdes) e 5s (vermelho) com
cromossomos Ag-NOR™* e bandas C * de C. Kiliani.........................
Caribtipos FISH para regibes 18s (verdes) e 5s (vermelho) com
cromossomos Ag-NOR™* e bandas C * de C. australe.....................
Idiogramas das espécies do género Cheirodon presentes no

Cladograma das cinco espécies do género Cheirodon presentes
NO CRIlB. .o

38

39

40

41

42

43

44



Sumério

1. INETOTUGED. ...ttt e e e e e e e e s 12
2. ReViSA0 BiblOGrafiCa.......uuuiuiiiiiiiieii et e 14
2.1 Aspectos gerais da ictiofauna limnica do Chile..........cccccceveviiiieeeniinnnennn. 14
2.2. Estado atual da sistematica do género Cheirodon................coooeveeiinnnns 16
2.3. As espécies de Cheirodon no Chile (as “pochas”)..........cccceecvvriierinennnnen. 17
2.4. Relacdes evolutivas entre os Cheirodon chilenos..............cccccceeviiieiineenn. 20
2.4.1. Segundo Campos (1982).......ccoeiiieiiiiiiiiiiiiieee e e e 20
2.4.2. Segundo Salas; Véliz e Scott (2012)......cccceeivieiiieiiiiieieecceceeee e 20
2.4.3. Segundo Mariguela et al. (2013).....cuveiiiiiiiieeeeiiiee e 21
2.5. Andlises doS CromOSSOMOS €M PEIXES.....uuuurrrrerrrrrereeeeeeeeeeerseriinnnnnn e 22
3. Justificativa € 0DJEtIVOS...........ccooiiiiii e 24
4, MATErial € METOTOS. .. .ceeeeeeiee ettt e r e et e e et e e et e e e e eeaseneees 26
4.1. Material biologico e locais de COIetas .......ccccccvvveiiiieeeeeiieecceccceeee, 26
4. 2. EStUAOS CItOJENELICOS. .. .uvviiiiiiiiiiieeeee e e e eee e e e e e e e e e e e e e 28
4. 2. 1. Citogenética CoNVENCIONAL.........cccceeeiieeiiiiiiiieeeeee e 28
4. 2. 2. Citogenética Molecular: Hibridagéo in situ fluorescente (FISH) .......... 29
4. 2. 3. ANAliSES CArOtIPICAS. .. .uuvrrrriiiiiiiiiiiee e e ee e e e e e e e e e 29
B RESURAOS. ..o 30

Capitulo I: Citogenética comparada em peixes do género Cheirodon

(Ostariophysi: Characidae), com foco em espécies transandinas................... 31
DISCUSSEIO. ...ttt e ettt e e ettt e e e e ek e e e e e e e bbb e e e e e e nb e e e e e e e aa 45
B. CONCIUSDES. ...ttt e e e 49
7. Referéncias BibliografiCas..............eeeiiiiiiiiiiiiee e 51

AN T (o 1 57



12

1. Introducéo

Dentro da grande biodiversidade de peixes de agua doce da América do Sul,
a familia Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente.
Por exemplo no pais transandino Chile, a familia é representada apenas pelo
género Cheirodon, cujas espécies sao morfologicamente semelhantes, constituindo
um desafio para classificacdo a nivel especifico. As caracteristicas
hidrogreograficas e o grande isolamento natural do Chile influenciaram o
desenvolvimento de uma ictiofauna pouco diversa, altamente endémica e criptica.

No Chile, as cinco espécies do género Cheirodon presentes sdo distribuidas
em um sentido latitudinal. Destas cinco espécies, Cheirodon pisciculus, Cheirodon
galusdae, Cheirodon kiliani e Cheirodon australe sdo endémicas do Chile, enquanto
Cheirodon interruptus € originaria das bacias atlanticas da Argentina, Uruguai e
Brasil.

As espécies de Cheirodon presentes no Chile ja foram estudadas segundo
combinacdo de caracteres morfologicos e andlises de sequéncias de DNA
mitocondrial e nuclear. Para ambos tipos de andlises, C. australe aparece mais
proximo filogeneticamente do introduzido C. interruptus, o mais distante
geograficamente. No entanto, alguns dos caracteres morfolégicos usados, como o
namero de cuspides dos dentes, podem variar entre e dentro de cada espécie, o
gue normalmente leva a erros na identificacdo de populacdes de Cheirodon. Além
disso, as analises morfolégicas e moleculares mais recentes ndo incluiram todas as
espécies de Cheirodon transandinas.

Outra ferramenta utilizada em estudos evolutivos e comparativos € a
citogenética, especialmente util em grupos taxondmicos de dificil diagnéstico. O
caridtipo e seus cromossomos sdo os elementos fundamentais dos estudos
citogenéticos e a base fisica dos genes. Assim processos como a hereditariedade,
variacdo, mutacado e consequentemente a evolugdo dos organismos, podem ser
consistentemente estudados mediante as caracteristicas cromossOmicas das
espécies tais como numero, posi¢cao do centrébmero, dimensao absoluta e relativa,
quantidade e distribuicdo da heterocromatina e posicéo de Regides Organizadoras

de Nucléolo.
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No inicio, os estudos citogenéticos sobre peixes foram pouco informativos
por causa de seus cromossomos pequenos e numerosos. No entanto, usando
novas técnicas, os estudos citogenéticos contribuiram significativamente para o
estudo das relagdes evolutivas da ictiofauna, permitindo resolver problemas dificeis
de elucidar apenas com taxonomia classica.

Assim, o objetivo desde trabalho é estabelecer as relagfes carioevolutivas
das espécies chilenas do género Cheirodon e inferir sua posicao filogenética em
relacdo a outros Cheirodontinae. Para isso, sado descritos e comparados o0s
cromossomos das cinco espécies do género Cheirodon, presentes no Chile,
segundo seu numero, morfologia, bandas C para heterocromatina constitutiva,
Regides Organizadoras do Nucléolo e Hibridacao in situ com sondas fluorescentes

(FISH) para a localizagdo cromossdmica de sondas de DNAr 5S e 18S.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 Aspectos gerais da ictiofauna limnica do Chile

Os peixes representam cerca da metade de todas as espécies de
vertebrados existentes (POUGH; JANIS; HEISER, 2003). A importancia deste grupo
ndo € apenas como fonte de alimento ou, no caso de algumas espécies, como
modelos para estudos evolutivos e biomédicos (BRAASCH et al.,, 2016). Sua
importancia como grupo é, num sentido amplo, em relacdo a sua antiguidade,
diversidade e papel ecolégico nos habitats aquaticos, especialmente nas aguas
doces, recurso escasso e altamente vulneravel a acdo humana (HABIT; DYER;
VILA, 2006b).

Na regido Neotropical, o Chile é caracterizado por apresentar uma
diversidade de peixes limnicos relativamente baixa, sendo composto por 11
familias, 17 géneros e 44 espécies. No entanto, seu grau de endemismo e retencao
de caracteristicas primitivas tornam este um conjunto ictiofaunistico de alto valor
biogeografico e de conservacdo (HABIT; DYER; VILA, 2006b). Infelizmente, o
tamanho pequeno, a simplicidade morfoldgica e a escassa coloracdo da maioria das
espécies de peixes de agua doce chilenas tem contribuido para a falta de
conhecimento sobre eles. Assim, o desenvolvimento da pesca esportiva tem sido
associado principalmente com espécies introduzidas como salmonideos e com
excecdo de uma ou duas espécies nativas, muitas outras passam despercebidas
além de ter problemas de conservacao (VILA; PARDO, 2008).

Para entender as particularidades da ictiofauna limnica chilena é preciso
revisar as caracteristicas hidrogeograficas do Chile. Na América do Sul, o Chile se
estende quase em linha reta ao longo de 38 graus de latitude (de 18°S para 56°S),
0 que gera um gradiente climatico com rios de baixo fluxo no extremo norte, que
aumenta consideravelmente para o sul. Além disso, a distancia média entre as
montanhas e a costa sdo 180 quildmetros somente (com uma minima de 90km e
uma maxima de 445 km). Estas caracteristicas geograficas determinaram que as
bacias hidrograficas do Chile sejam curtas, o que, somado ao fato de ter nascido

acima de 3.000 metros, geram rios de baixa ordem, com redes de &agua
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subdesenvolvidos e altamente dependentes das chuvas e queda de neve. Além
disso, devido ao elevado declive dos rios, 0os peixes sdo incapazes de subir,
limitando a distribuicdo do seu habitat para altitudes abaixo dos 1000-1500 metros
acima do nivel do mar (VILA; PARDO, 2008).

Por outro lado, o Chile continental apresenta um alto nivel de isolamento
geografico, determinado pelo Deserto do Atacama ao norte, a Cordilheira dos Andes
a leste, e o Oceano Pacifico a oeste (Figura 1). Este isolamento, juntamente com
auséncia de conexdes internas entre as bacias, determinaram uma ictiofauna Unica
com espécies basais, altamente especializadas e com 54% de endemismo (24 de
44 espécies), que poderia ter evoluido desde o inicio do Terciario de latitudes mais
tropicais. Os grupos predominantes sao os Siluriformes como Nematogenys e
Diplomystes e os Characiformes representados pelo género Cheirodon (VILA;
PARDO, 2008).
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Figura 1 — Mapa do Chile e algumas das suas principais bacias. Observe-se a descontinuidade

entre as bacias chilenas e as argentinas.
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2.2. Estado atual da sistematica do género Cheirodon

Cheirodontinae € uma subfamilia de peixes da familia Characidae constituida
por 16 géneros abundantes nas aguas lénticas e de planicie das bacias
hidrogréaficas da América do Sul e Central e sdo os unicos membros da ordem dos
Characiformes encontrados nas aguas do declive ocidental dos Andes, no Chile.
Entre as caracteristicas da subfamilia Cheirodontinae foram mencionadas: dentes
com variavel numero de cuspides, conjunto de dentes Unicos no pré-maxilar, um
hiato triangular (pseudotimpano) formado pelos musculos que recobrem a bexiga
natatoria (Figura 2) e auséncia de uma mancha escura na regido umeral (Figura 3).

A maioria das espécies é pequena, com adultos atingindo 30-40 mm de
comprimento padrdo, no maximo (MALABARBA, 2003).

Figura 2- Detalhe de algumas caracteristicas da subfamilia Cheirodontinae: Dentes (esquerda) e

pseudotimpano (direita)

Cheirodon € o género tipo da subfamilia Cheirodontinae. As caracteristicas
principais do género Cheirodon sao resumidas por Eigenman (1928) na presenca
de uma unica linha de dentes inseridos nas mandibulas (Figura 2), linha lateral
incompleta, escamas simples na base da nadadeira caudal e espinhos nos machos.
Destes o caracter mais constante € a posicdo dos dentes em linha Unica nas
mandibulas (CAMPOS, 1982). Também é descrita a presenca de espinhos na
nadadeira pélvica tanto em machos como em fémeas (menores nestas), 0 que 0s

diferencia de outros géneros (MALABARBA, 1998) (Figura 3).
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N. pélvica N. anal

Figura 3 — Peixe do género Cheirodon (C. pisciculus) e algumas referéncias anatémicas.

As espécies de Cheirodon sdo encontradas em drenagens atlanticas da
Argentina, Uruguai e Brasil (entre 27° e 40° S) e drenagens do Pacifico do Chile
(entre 28° e 42° S) (MALABARBA, 1998). Assim, a distribuicdo desses peixes
compreende a parte sul da distribuicdo dos Cheirodontinae: leste e oeste dos
Andes, na Argentina e no Chile (MARIGUELA et al., 2013).

2.3. As espécies de Cheirodon no Chile (as “pochas”)

No Chile, sdo reconhecidas cinco espécies do género Cheirodon,
popularmente conhecidos como “pochas” das quais Cheirodon pisciculus, C.
galusdae, C. australe e C. kiliani s&o considerados nativos e C. interruptus
(CAMPOS, 1982; HABIT; DYER; VILA, 2006b; VILA; HABIT, 2015). Esta ultima tem
uma distribui¢do original na Argentina, Brasil e Uruguai (MALABARBA, 2003).

Campos (1982) publicou um estudo que descreve em detalhe as
caracteristicas morfologicas das espécies do género Cheirodon do Chile. Além
disso, o autor descreveu a nova espécie C. kiliani. A seguir, uma comparacgédo de
algumas caracteristicas morfoldégicas de cada uma dessas espécies segundo
aguele estudo (Quadro 1) e as localidades onde elas foram encontradas no Chile

(Figura 4) e na Argentina, Uruguai e Brasil, no caso de C. interruptus (Figura 5).
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Quadro 1 - Caracteristicas morfoldgicas das espécies do género Cheirodon no Chile, segundo

Campos (1982). A esquerda, um esbogo de cada uma das espécies, onde a linha abaixo de cada

diagrama mostra 2 cm.

Cheirodon australe

Espécie Espinhos | Regido Cuspides |Comprimento Outras
procurrentes|predorsal| dentais (n° (mm) caracteristicas
ventrais predominante)
Perfil da
Em quase escamosa 5(4-7) padréo: nadadeira  anal
todo o 29,4 - 43,4 visivelmente
pedinculo maximo: concavo
caudal 60
Raio mais longo
padréo: da nadadeira anal
Na metade poco 5 23-48,5 atinge o ultimo
do peddnculo [escamosa raio
caudal maximo:
68
Muito semelhante
Em quase escamosa 5 padréo: a Cheirodon
todo o 33-51 australe
pedunculo
caudal maximo:
62,5
Na metade poco 3 padréo: Nadadeira
; % do peddnculo [escamosa 24 -32,4 peitoral atinge a
P caudal maximo: nadadeira pélvica
A 39,6
Cheirodon kiliani
Raio mais longo
da nadadeira anal
Em quase escamosa 3 padréo: ndo atinge o
i |todo o 29-52 altimo raio.
pedunculo Terceiro
caudal maximo: suborbital atinge
70 0 preopérculo.
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Figura 4 — A: Localidades onde os peixes do género Cheirodon foram encontrados no Chile segundo

CAMPOS (1982); B: Area de abrangéncia dos peixes do género Cheirodon no Chile continental

segundo CAMPOS (1982).
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Figura 5 - A: Localidades onde os Cheirodon interruptus foram encontrados no Chile, Argentina,
Uruguai e Brasil (CAMPOS, 1982; MARIGUELA et al., 2013). B: Area de abrangéncia do Cheirodon
interruptus no América do Sul (CAMPOS, 1982; MALABARBA, 2003).
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2.4. Relagbes evolutivas entre os Cheirodon chilenos

Agui sdo revistos os resultados de trés estudos sobre as relagdes evolutivas entre os

Cheirodon chilenos.

2.4.1. Segundo Campos (1982)

Campos (1982) fez uma andlise estatistica para observar as relagées de
similaridade entre as espécies descritas no seu trabalho segundo 33 caracteristicas,
das quais 21 foram morfométricas tais como os comprimentos: total, predorsal,
prepectoral, prepélvico, preanal, do pedunculo caudal, da cabeca, altura do corpo,
etc. Os outros 12 restantes foram caracteres meristicos como numero de: escamas
na linha lateral, escamas predorsais, raios procurrentes ventrais da nadadeira
caudal, cuspides dentais, etc.

Assim, segundo este estudo, as cinco espécies evidenciaram elevada
similaridade, formando dois grupos distintos, um incluindo C. kiliani, C. pisciculus e
C. galusdae, o outro com C. interruptus e C. australe. O primeiro agrupamento é
formado por C. kiliani e C. pisciculus apesar de estarem muito distantes
geograficamente, o que poderia ter uma explicacdo filogenética. Neste grupo, C.
pisciculus aparece um pouco longe de C. galusdae mesmo sendo geograficamente
vizinha e ainda mais distante de C. australe que pertence ao outro grupo, localizado

mais ao sul (Figura 6).

.96 .98 1.00
rrrrr

Cheirodon galusdae
Cheirodon kiliani
_E Cheirodon pisciculus
| Cheirodon interruptus
L cheirodon australe

Figura 6 — Dendograma de cinco espécies de Cheirodon do Chile, baseado em 33 caracteristicas
morfométricas e meristicas (CAMPOS, 1982).

2.4.2. Segundo Salas; Véliz e Scott (2012)
Além dos estudos de Campos (1982), uma outra analise foi realizada mais

recentemente por Salas; Véliz e Scott (2012) levaram em consideracdo a
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morfometria tradicional juntamente com morfometria geométrica de caracteres
externos nas espécies C. pisciculus, C. interruptus, C. galusdae e C. australe (ndo
foi incluido C. kiliani).

Para a morfometria tradicional foram consideradas 14 medidas morfologicas
como as usadas por Campos (1982), e para morfometria geométrica foi considerada
a localizacao de 17 pontos anatémicos.

Tanto na morfometria tradicional como na geométrica, 0s caracteres
associados com o arranjo das nadadeiras e medidas relacionadas com a cabeca,
altura do corpo e pedunculo caudal foram importantes para a diferenciacdo. De
acordo com estas analises C. interruptus e C. australe também foram as mais

semelhantes (Figura 7), mesmo sendo ambas as mais distantes geograficamente.

C. pisciculus

C. galusdae

C. australe

C. interruptus

Distancia Euclidiana

Figura 7 - A andlise de agrupamento usando consenso individual de andlises de morfometria
geométrica (SALAS; VELIZ E SCOTT, 2012).

2.4.3. Segundo Mariguela et al. (2013)

Mais recentemente, analises de DNA nuclear (genes Myh6, Ragl e Rag2) e
mitocondrial (genes 16SrRNA e Cytb) foram feitas para véarias espécies de
Cheirodontinae, incluindo alguns Cheirodon chilenos, por Mariguela et al. (2013).
Segundo este estudo, o género Cheirodon é monofilético, mas nao foram
observados dois grupos de Cheirodon distintos separados pela Cordilheira dos
Andes. Assim, segundo estas analises, o C. australe (Chile) foi o grupo irméo de C.
interruptus (Rio Grande do Sul, Brasil) (Figura 8). Além disso a relacao filogenética

de C. killiani como a espécie irmé do clado formado por C. australe e C. interruptus
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corrobora as hipéteses morfologicas de Campos (1982). No entanto, nesta analise

nao foram considerados C. pisciculus nem C. galusdae.

Cheirodon killiani
1/98/100 | = Cheirodon killiani
Cheirodon killiani
Cheirodon killiani
Cheirodon interruptus

Cheirodon interruptus
1/98/100

Cheirodon australe
Cheirodon australe
Cheirodon ibicuhiensis

Heterocheirodon yatai

0.95/75/91

1/100/100 @
e

Figura 8 - Detalhe do melhor ML arvore, segundo andlise de DNA nuclear e mitocondrial
(MARIGUELA et al., 2013).

2.5. Andlises dos cromossomos em peixes

Salas; Véliz e Scott (2012), mencionam que os estudos morfolégicos séo
Uteis para a identificacdo de espécies, tanto para trabalhos cientificos quanto para
estudos de impacto ambiental. No entanto, estes autores também mostram a
dificuldade de estabelecer caracteres fenotipicos diagnésticos para classificar
populacées de Cheirodon claramente devido em parte, a grande semelhanca
interespecifica evidenciada por eles.

Caracteres como o numero de cuspides dos dentes, tém sido utilizados para
discriminar as espécies de Cheirodon; no entanto, eles podem variar entre e dentro
de cada espécie, o que normalmente leva a erros na identificacdo com base nesta
caracteristica (CAMPOS, 1982). Malabarba (1998) também expressa essa
dificuldade e menciona "caracteres labeis" para se referir agueles que foram usados
para diagnostico sendo estes adquiridos e perdidos muitas vezes, de forma
independente, por varias linhagens de Characideos.

Outra ferramenta util para gerar informacdo importante para a distingdo de
espécies de peixes € a citogenética. No inicio, os estudos citogenéticos de peixes
foram pouco informativos e tediosos porque as metafases obtidas eram de ma
qualidade para a analise por causa de seus Cromossomos pequenos € NUMerosos
em relacdo aos mamiferos. No entanto, usando novas técnicas, a citogenética

contribuiu significativamente para o estudo das relacbes e classificagdo da
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ictiofauna, permitindo resolver problemas dificeis de elucidar apenas com
taxonomia classica (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014). Assim, os estudos citogenéticos
servem para completar, reforgcar e ocasionalmente corrigir resultados de outros
estudos taxondmicos baseados em dados morfolégicos, moleculares,
biogeograficos, etc. (WALKER, 1993).

Nirchio e Oliveira (2014), mencionaram exemplos para as familias de peixes
Mugilidae, Gymnotidae, Haemulidae, Ariidae, Characidae, Parodontidae e
Pimelodidae, onde o poder da citogenética € demonstrado como uma ferramenta
auxiliar na distincdo de grupos taxondmicos de dificil diagnostico. Assim, as
caracteristicas cromossdémicas tais como posicao do centrébmero, numero, tipo e
posicdo de Regifes Organizadoras de Nucléolo, dimensao absoluta e relativa dos
cromossomos, quantidade e distribuicdo de heterocromatina, oferecem valiosas
contribuicdes para a resolucéo de problemas taxondmicos, evolutivos e aplicados
(NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014).

Os estudos publicados até esta data mostram que 0s cromossomos dos
peixes tém, em geral, entre 1 e 6 microns de comprimento (pequenos em
comparagao com 0s cromossomos de outros grupos de vertebrados) e um namero
dipléide que varia de 2n = 12 em Gonostoma bathyphylum (POST, 1974 apud
PAEPKE, 2008) a 2n = 446 em Diptychus dipogon (JIANXUN; XIUHAI; QIXING,
1991). A variabilidade cariotipica verificada nesses estudos revela a necessidade
de analisar sistematicamente 0s grupos de peixes naturais, tendo em conta a sua
distribuicdo geografica e a utilizacdo maxima das técnicas e metodos disponiveis
(NIRCHIO; OLIVEIRA, 2008).

Como particularidade, cinco sistemas de determinacdo de sexo diferentes
foram detectados em peixes neotropicais: ZZ/ZW, XX/XY, X1X1X2X2/X1X2Y,
XXIXY1Y2 e ZZIZW1W2, cada um caracterizado por certas linhas gerais de eventos
evolutivos. Analises mais aprofundadas com um maior nimero de espécies de
peixes poderiam fornecer informacdes interessantes para os fins de uma melhor
compreensao da heterogeneidade nos mecanismos de determinacdo do sexo e
processos evolutivos envolvidos em tais diferenciagcbes (NIRCHIO; OLIVEIRA,
2006).
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3. Justificativa e objetivos

No caso dos representantes de Cheirodontinae, os dados cariotipicos
disponiveis sdo escassos e frequentemente representados apenas pela
identificacdo do numero dipldide de alguns géneros como Paracheirodon,
Odontostilbe e Holoshestes com 2n=52 cromossomos (OLIVEIRA et al., 1988;
NISHIYAMA, P.B.; MARTINS-SANTOS, 1996; WASKO et al., 2001) e sem uma
descricdo das caracteristicas cromossémicas com aplicacdo de técnicas de
bandeamento (DE SOUZA PAIVA, 2007). No caso do género Cheirodon, foi descrito
para C. notomelas um 2n de 52 cromossomos e um sistema de diferenciacéo sexual
de tipo ZZ/ZW por Nishiyama, P.B. e Martins-Santos (1996). No entanto a espécie
C. notomelas passou a ser considerada pertencente ao género Serrapinnus
(MALABARBA, 1998), deixando novamente aberta a pergunta sobre a citogenética
do género Cheirodon.

Embora para os Cheirodon chilenos tenham sido realizadas as mencionadas
andlises morfologicas (CAMPOS, 1982; SALAS; VELIZ; SCOTT, 2012) e
moleculares (MARIGUELA et al., 2013), no Chile o estado do conhecimento da
biologia e ecologia dos peixes de agua doce é ainda incompleto (VILA; HABIT,
2015). Sobre o estado de conservacéo destas espécies, segundo Campos et al.
(1998), C. pisciculus e C. galusdae séo vulneraveis, C. kiliani rara e C. australe
estaria fora de perigo, mas esta Ultima possui dados insuficientes segundo a IUCN
(Uni&o Internacional para a Conservagao da Natureza e dos Recursos Naturais)
sugerindo a necessidade de aprofundar o seu conhecimento.

Além disso, as andlises morfoldégicas e moleculares realizadas para os
Cheirodon chilenos mostram relacdes filogeneticamente mais proximas entre
espécies que ndo sdo necessariamente mais proximas geograficamente. E notavel
por exemplo que C. australe foi mais relacionada morfoldgica e geneticamente com
C. interruptus do que as espécies geograficamente mais proximas como C. kiliani
ou C. galusdae mesmo sendo simpatricas na area de Valdivia (Figura 4). Portanto,
€ necessario aprofundar neste assunto e realizar testes adicionais e a andlise

citogenética oferece uma boa oportunidade nesse sentido.
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Objetivo Geral

-Estabelecer as relacbes carioevolutivas entre espécies chilenas do género

Cheirodon e inferir sua posicéao filogenética em relagédo a outros Cheirodontinae.

Objetivos especificos

-Descrever citogeneticamente as espécies do género Cheirodon no Chile.
-Comparar os cariétipos das espécies do género Cheirodon no Chile.

-Inferir possiveis rearranjos cromossdmicos entre 0s cariotipos das espécies
analisadas.

-Contrastar os dados obtidos com estudos moleculares e morfoldgicos disponiveis
para espécies do género Cheirodon no Chile.

-Testar uma nova técnica de obtencdo de cromossomos para Cheirodontinae.
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4. Material e métodos

4. 1. Material bioldgico e locais de coleta

Foram estudadas diferentes espécies pertencentes ao género Cheirodon
provenientes de bacias hidrograficas chilenas. Os locais de coletas foram
escolhidos levando em consideragéao os dados de Campos (1982) (Figura 4).

Antes de prosseguir com as coletas, foi necesséario solicitar uma
autorizacdo para pesca de investigacdo a Subsecretaria de Pesca e Aquicultura
do Governo do Chile, segunda Lei Geral de Pesca e Aquicultura N°. 18.892
(CHILE, 1989), Decreto Supremo N° 461 do Ministério de Economia, Fomento e
Reconstrucdo (CHILE, 1995). A autorizagao foi aprovada segundo resolucéo
N°740 da Subsecretaria de Pesca e Aquicultura (CHILE, 2016) (anexo 4), e de
acordo com ela, antes de cada coleta foi necessario notificar pelo menos com dois
dias de antecedéncia ao Servico Nacional de Pesca e Aquicultura
(SERNAPESCA), mais préximo ao ponto de coleta.

Os exemplares foram coletados com pucas nas localidades e coordenadas
mostradas no quadro 2. Assim, 15 exemplares por espécie foram coletados entre a
V regido de Valparaiso e a X regido de Los Lagos do Chile (Figura 9), transportados
vivos e mantidos em aquarios até sua utilizacdo em analises de citogenética e banco
de tecidos. Exemplares representativos das diferentes espécies (Figura 10) foram
anestesiados e posteriormente etiquetados e conservados em alcool 95%, para sua
identificacdo pelo Dr. Luiz Roberto Malabarba, especialista da sistematica e
taxonomia deste grupo de peixes. Apoés a identificacdo, os exemplares testemunhos
foram depositados no Museu da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil,
com os Vouchers UFRGS 22295 (C. interruptus), UFRGS 22296 (C. galusdae),
UFRGS 22297 (C. pisciculus), UFRGS 22298 (C. kiliani), UFRGS 22299 e UFRGS
22300 (C. australe).
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Quadro 2 — Locais especificos onde os Cheirodon foram coletados. Cada cor representa uma
espécie.

Espécie Pontos de coleta
Nome Nome Bacia Localidade Regido do Coordenadas GPS
cientifico comum Chile (UTM)
Cheirodon | Pocha Estero Marga- Vina del A\ 19H 0263800.90 m E
interruptus Marga Mar 6342166.09 m S

Cheirodon | Pochita Rio Calle-Calle Antilhue 18H 0674363.00 m E
kiliani (San Pedro) 5592270.00 m S
Cheirodon | Pocha del | Rio Calle-Calle Antilhue XIV 18H 0674363.00 m E
australe* Sur San Pedro

5592270.00m S

*Em simpatria com Cheirodon kiliani

4 ; J
Arica y Parinacota {/71

w E Tarapacé e

Araucania

Los Rios

Figura 9 — Regibes de Chile e suas respectivas bacias e espécies de Cheirodon coletadas.



28

C.interruptus

C.pisciculus

. Banimin aamns gl

(]
b7

4
‘ -

| C.ga/usdae

‘xﬁ‘e‘gm

C. kiliani

Figura 10 — Peixes do género Cheirodon e suas respectivas combinac¢des de dois caracteres
(morfologia dental, & esquerda e raios procurrentes ventrais, a direita).

4. 2. Estudos Citogenéticos

4. 2. 1. Citogenética Convencional
As preparacdes cromossémicas, foram obtidas de células de nadadeira em

regeneracao, segundo o protocolo de Kalous; Knytl e Krajakova (2010) (anexo 1).



29

As laminas obtidas foram coradas com Giemsa (anexo 2.1.) para obtencdo do
namero dipldide modal (2n) e as morfologias cromossémicas segundo critérios de
Levan; Fredga e Sandberg (1964) (anexo 2.2.). As amostras cromossomicas obtidas
foram analisadas no Laboratério de Citogenética Evolutiva da Facultade de
Medicina da Universidade do Chile.

Posteriormente as amostras foram levadas ao Laboratorio de Genética e
Evolucdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa e utilizadas para a deteccéo
das regibes organizadoras de nucléolos ativas (Ag-RONs) segundo as
metodologias de Howell e Black (1980) (anexo 2.3) e para verificacdo do padrdo de
bandas C segundo Sumner (1972), adaptado por Lui et al. (2012) (anexo 2.4) e
segundo tratamento com formamida e DAPI invertido obtidos do protocolo de Pinkel;
Straume e Gray (1986) (anexo 3).

4. 2. 2. Citogenética Molecular: Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)
A partir de preparacdes de células mitéticas pré-fixadas, foi feita a hibridacao
in situ (FISH) para a localizagdo cromossémica de sondas de DNAr 5S e 18S

segundo Pinkel; Straume e Gray (1986) (anexo 3).

4. 2. 3. Analises cariotipicas

As preparagbes cromossOmicas convencionais foram analisadas em
microscopio de campo claro Olympus® Bx41. As preparacées com hibridacéo in situ
foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados.
As imagens foram capturadas utilizando camera CCD DP71 12mp com o software
DP Controller (Olympus®). Um total de 30 metafases para cada técnica foram
analisadas por individuo e ao menos 10 exemplares (cinco machos e cinco fémeas)
de cada espécie amostrada foram analisados para caracterizacdo do cari6tipo
padrdo. Foi utilizado o programa Adobe Photoshop para montagem dos cari6tipos

e 0 programa Easy Idio 1.0 (DINIZ; MELO, 2006) para a construcao de ideogramas.
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5. Resultados

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo

cientifico.
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Capitulo I: Citogenética comparada em peixes do género Cheirodon
(Ostariophysi: Characidae), com foco em espécies transandinas.

Resumo

Dentro da grande biodiversidade de peixes de agua doce de América do Sul,
a familia Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente.
No pais transandino Chile, a familia é representada apenas pelos Cheirodontinae
do género Cheirodon e suas cinco espécies, das quais, C. pisciculus, C. galusdae,
C. kiliani e C. australe sdo endemicas, enquanto C. interruptus € introduzida e
originaria das bacias de Argentina, Uruguai e Brasil. Neste estudo sédo descritos pela
primeira vez os cariétipos destas cinco espécies e comparados segundo seu
namero dipldide, morfologia, bandas C, Regies Organizadoras do Nucléolo (Ag-
RON) e a localizacdo cromossdmica de DNAr 5S e 18S por hibridacdo in situ
fluorescente (FISH). Todas as espécies analisadas apresentaram um 2n=50,
variando na formula cariotipica entre 8m+6sm+4st+32a em C. australe e C. kiliani;
e bm+6sm+4st+34a em C. galusdae, C. pisciculus e C. interruptus. A presenca e
distribuicdo da heterocromatina constitutiva foi similar nas cinco espécies, sendo
observada em centrbmeros e teldmeros. Foi observada variacdo no numero e
distribuicdo das regides de DNAr 5S e 18S, podendo esses dois clusters estar em
cromossomos diferentes ou em sintenia. Também foi observada variagdo na
atividade das RONSs, sendo encontrado em C. kiliani e em C. galusdae, o maior nivel
de atividade relativa. Existe maior similaridade cariotipica entre as duas espécies
ocorrentes mais ao sul do que destas com as mais centrais e ao norte, mostrando

um reflexo da distribuicdo geografica das espécies estudadas.

Palavras-Chaves: Chile, Cheirodontinae, Cariétipo, Cromossomos.
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Abstract

Within the great biodiversity of freshwater fish of South America, the
Characidae family has been one of the most controversial groups taxonomically. In
the trans-Andean country of Chile, the family is represented only by the
Cheirodontinae of genus Cheirodon and its five species, of which C. pisciculus, C.
galusdae, C. kiliani and C. australe are endemic, and C. interruptus is exotic and
would come from the basins of Argentina, Uruguay and Brazil. In this study the
karyotypes of these five species are described for the first time and compared by
their diploid number, morphology, C bands, Organizing Regions of the Nucleolus
(Ag-RON) and the chromosomal location of 5S and 18S DNAr by fluorescence in
situ hybridization (FISH). All species analyzed presented a 2n = 50, varying in the
karyotype formula between 8m + 6sm + 4st + 32a in C. australe and C. kiliani; And
6m + 6sm + 4st + 34a in C. galusdae, C. pisciculus and C. interruptus. The presence
and distribution of constitutive heterochromatin was similar in the five species, being
observed in centromeres and telomeres. Variation in the number and distribution of
the 5S and 18S DNAr regions was observed, being those two clusters on different
chromosomes or in syntenia. It was also observed a variation in the activity of RONS,
with the highest level of relative activity found in C. kiliani and C. galusdae. There is
a greater karyotype similarity between the two species occurring more in the south
than those with the most central and to the north ones, showing a reflection of the

geographic distribution of the species studied.

Key words: Chile, Cheirodontinae, Chromosomes, Karyotype.
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Introducéo

Dentro da grande biodiversidade de peixes de agua doce de América do Sul,
a familia Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente
(MALABARBA, 1998). No pais transandino Chile, a familia é representada apenas
pelo género Cheirodon (HABIT; DYER; VILA, 2006; VILA; HABIT, 2015), cujas
espécies sdo morfologicamente semelhantes, constituindo um desafio para
classificacdo em nivel especifico (SALAS; VELIZ; SCOTT, 2012). As caracteristicas
hidrogreograficas e o grande isolamento natural do Chile, influenciaram a histoéria
evolutiva de uma ictiofauna pouco diversa, mas altamente endémica e criptica
(VILA; PARDO, 2008).

No Chile, as cinco espécies do género Cheirodon presentes sao distribuidas
em um sentido longitudinal sendo Cheirodon pisciculus, Cheirodon galusdae,
Cheirodon kiliani e Cheirodon australe endémicas do Chile (CAMPOS, 1982);
enquanto Cheirodon interruptus é originaria das bacias atlanticas da Argentina,
Uruguai e Brasil (MALABARBA, 2003). Estas cinco espécies ja foram estudadas
segundo andlises morfolégicas e moleculares. No entanto, essas analises tendem
a agrupar espécies geograficamente distantes como C. australe e o introduzido C.
interruptus (CAMPOS, 1982; SALAS; VELIZ; SCOTT, 2012; MARIGUELA et al.,
2013). Além disso, alguns dos caracteres morfolégicos usados, podem variar entre
e dentro de cada espécie o que normalmente leva a erros na identificacdo de
populacdes de Cheirodon (MALABARBA, 1998). Por outro lado, as andlises de
sequéncia de DNA feitos nos Cheirodon chilenos néo incluiram C. pisciculus nem
C. galusdae (MARIGUELA et al., 2013).

Uma outra ferramenta atil para gerar informacao significativa das relacées
evolutivas da ictiofauna € a citogenética (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014) que estuda o
cariotipo e seus cromossomos, base fisica dos genes (CORDOVA, J.H.; LAMAS,
1997). Assim, o objetivo desde trabalho € estabelecer as relagbes carioevolutivas
das espécies chilenas do género Cheirodon e inferir sua posigéo filogenética em
relacdo a outros Cheirodontinae. Para isso, sao descritos e comparados o0s

caribtipos das cinco espécies do género Cheirodon, presentes no Chile.
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Material e métodos

Material biolégico e locais de coleta

Foram coletados 75 exemplares das espécies C. interruptus (Estero Marga-
Marga, Vifia del Mar, V regido, Chile, coordenadas 19H 0263800.90 UTM E -
6342166.09 UTM S), C. pisciculus (Rio Angostura, Hospital, regido Metropolitana,
Chile, coordenadas 19H 0338122.17 UTM E - 6250729.69 UTM S), C. galusdae
(Rio Andalién, Concepcion, VIl regidao, Chile, coordenadas 18H 0682055.00 UTM
E - 5925386.00 UTM S), C. kiliani (Rio Calle-Calle, Antilhue, XIV regido, Chile,
coordenadas 18H 0674363.00 UTM E - 5592270.00 UTM S) e C. australe (Lagoa
La Poza, desembocadura Lago Llanquihue, Puerto Varas, X regido, Chile,
coordenadas 18G 0679651.18 UTM E - 5428179.56 UTM S). O trabalho recebeu
autorizacdo da Subsecretaria de Pesca e Aquicultura do Governo do Chile
(SUBPESCA) e Servico Nacional de Pesca e Aquicultura do Governo do Chile
(SERNAPESCA) parecer no. 740.

Exemplares representativos dos diferentes morfotipos foram anestesiados e
posteriormente etiguetados e conservados em alcool 95% para identificacao
taxonbmica. Os exemplares testemunhos foram  fotografados em
Estereomicroscépio Leica M205C para observacao das cuspides dos dentes e
espinhos procurrentes ventrais e depositados no Museu da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Brasil, com os Vouchers UFRGS 22295 (C. interruptus),
UFRGS 22296 (C. galusdae), UFRGS 22297 (C. pisciculus), UFRGS 22298 (C.
kiliani), UFRGS 22299 e UFRGS 22300 (C. australe).

Preparac6es Cromossdmicas

As preparacdes cromossomicas foram obtidas de células de nadadeira em
regeneracdo segundo o protocolo de Kalous; Knytl e Krajakova (2010). Para a
obtencdo dos numeros, tamanhos e morfologias cromossémicas, as laminas
obtidas foram coradas com o método de coloracdo convencional de Giemsa. Para
a obtencdo das regifes organizadoras de nucléolos ativas (Ag-RONSs) foi aplicado

o protocolo de Howell e Black (1980). O padrédo de bandas C foi obtido segundo
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Sumner (1972), adaptado por Lui et al. (2012) e segundo tratamento com formamida
e DAPI invertido, obtido do protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986).

A hibridacéo in situ (FISH) para a localizacdo cromossémica de sondas de
DNAr 5S e 18S foi feita segundo protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986) em
alta estringéncia. Para a identificacdo das regides de DNAr 18S e 5S, utilizou-se
uma sonda marcada de 18S, obtida pelo DNA nuclear da espécie de peixe
Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004), usando os primers NS1 5'-
GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 5-TCCGCAGGTTC ACCTACGGA-3'
(WHITE et al., 1990) e a sonda 5S, a partir de DNA gendmico de Leporinus
elongatus (Anostomidae) obtida usando 0s primers A 5-
TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3¥ e B  5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3
(MARTINS; GALETTI, 1999). A marcac¢ao da sonda 18S foi feita pelo kit Biotin Nick
Translation (Roche), e a de 5S pelo kit Dig Nick Translation (Roche) seguindo-se as

informacgdes do fabricante.

Andlises cariotipicas

As preparacbes cromossdmicas convencionais foram analisadas em
microscopio de campo claro Olympus® Bx41. As preparacées com hibridacéo in situ
foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados.
As imagens foram capturadas utilizando camera CCD DP71 12mp com o software
DP controler (Olympus®). Ao menos 10 exemplares (cinco machos e cinco fémeas)
de cada espécie amostrada foram analisados para caracterizacdo do cariétipo
padréo. Foi utilizado o programa Adobe Photoshop versdo CC 2015 para montagem

dos cariétipos e o programa Easy Idio 1.0 para a construcdo dos idiogramas.

Resultados

A aplicagdo da técnica de Kalous; Knytl; Krajakova (2010) permitiu obter
metéfases de boa qualidade a partir de tecido de nadadeira em regeneracdo dos
individuos estudados. Portanto, foi possivel a primeira descricdo citogenética das

cinco espécies do género Cheirodon presentes no Chile através da aplicagédo
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sucessiva das diferentes técnicas de coloracdo e bandeamento cromossémico.
Para manter a qualidade dos cromossomos, os tratamentos foram aplicados nas
preparacdes na seguinte ordem: primeiro coloracdo Giemsa, depois a Hibridagéo in
situ Fluorescente, posteriormente o bandamento C e finalmente o bandamento
AgNOR (Figura 1).

Para todas as espécies do género Cheirodon analisadas, o numero dipléide
foi de 50 cromossomos variando de forma sutil na formula cariotipica entre os tipos
metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos
(A) segundo Levan; Fredga e Sandberg (1964), e organizados no cariétipo em
escala decrescente de tamanho (Tabelal, Figura 2).

Foi observada variacao interespecifica no padrao das marca¢fes FISH para
DNAr 18S e 5S, podendo estar em cromossomos diferentes ou em sintenia. Ambas
marcacOes foram observadas apenas nos cromossomos acrocéntricos, sendo
localizadas as marcacgfes 18S na regido terminal (telomérica) dos bracos largos (q)
e as 5S na regido pericentromérica, nos bracos curtos (p), exceto no par 16, 21 e
25 em C. australe onde as marca¢fes 5S também foram localizadas na regido
terminal dos bracos largos (q) (Figuras 3A, 4A, 5A, 6A e 7A). Também foi observada
variacao intraespecifica relacionada com a presenca ou auséncia destas marcacoes
em um ou nos dois cromossomos do mesmo par, especialmente na espécie C.
australe onde foi observada a maior diferenca intraespecifica na marcacdo de
ambas regides de DNAr. Por outro lado, as bandas NOR permitiram revelar o nivel
de atividade das regides 18S, sendo encontrado em C. galusdae e C. kiliani, o maior
nivel de atividade relativa.

O padrao de bandas C também foi similar em quantidade e distribuicdo nas
diferentes espécies, sendo detectada principalmente nos centrébmeros e teldbmeros
(Figuras 3B, 4B, 5B, 6B e 7B). N&o foram reconhecidos cromossomos
heteromorficos ligados ao sexo nas espécies estudadas.

A construcéo de ideogramas permitiu resumir as semelhancas e diferencas

gerais nos cariétipos das cinco espécies em comparagao (Figura 8).
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Figura 1 - Metafase do exemplar macho de Cheirodon australe submetida a diferentes tratamentos.
A: Coloracéo Giemsa, B: Hibridac&o in situ fluorescente (FISH) para regides 18S (verdes) e 5S
(vermelhas).; C: Bandas C; D: AgNOR.

Tabela 1 - Marcadores cromossdmicos em espécies do género Cheirodon.

Espécie 2n, NF e Férmula 18S 58 Sintenia Ag-NORs*
cariotipica p: 5S/q: 18S

C. interruptus 2n=50, NF=66 q:13, 17, p: 13, 14, 18, 19, 13 g:13,17,21
6m+6sm+4st+34a 21 24

C. pisciculus 2n=50, NF=66 g:10, 11, p:11,17,19, 21 11 g:11, 13, 15
6m+6sm+4st+34a 13, 15

C. galusdae 2n=50, NF=66 g:11, 13 p: 11, 15, 16, 17, 11 g:11, 13
6m+6sm+4st+34a 21

C. kiliani 2n=50, NF=68 q:12, 14 p: 13, 14, 17, 20, 14 g:12, 14
8m+6sm+4st+32a 21, 22

C. australe 2n=50, NF=68 g:12, 13, p: 10, 11, 13, 14, 13 0:10,12, 13,
8m+6sm+4st+32a 14, 15, 18 15,17,21,25y 14

g:16,21e25
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Figura 2 - Carittipos das espécies do género Cheirodon presentes no Chile, C. interruptus (ClI), C. pisciculus (CP), C. galusdae (CG), C. kiliani
(CK), C. australe (CA) e seus respectivos cromossomos agrupados em metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e
acrocéntricos (A).
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Figura 3 — Caridtipo de um exemplar de C. interruptus submetido a diferentes tratamentos. A: FISH

para regides 18S (verdes) e 5S (vermelho), com cromossomos Ag-NOR* em destaque no quadro
branco. B: bandas C*.
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Figura 4 — Cariétipo de um exemplar de C. pisciculus submetido a diferentes tratamentos. A: FISH
para regibes 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR* em destaque no
quadro branco. No quadro preto sdo mostrados os pares cromossdmicos de outro individuo da

mesma espécie que evidenciaram marcagdes DNAr variantes. B: bandas C*.
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Figura 5 — Cari6tipo de um exemplar de C. galusdae submetido a diferentes tratamentos. A: FISH
para regibes 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR* em destaque no
quadro branco. No quadro preto é mostrado o par cromossémico 21 de outro individuo da mesma

espécie que nao evidenciou marcagéo 5S. B: bandas C*.
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Figura 6 — Cariotipo de um exemplar de C. kiliani submetido a diferentes tratamentos. A: FISH para
regides 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR* em destaque no quadro
branco. No quadro preto sdo mostrados os pares cromossdmicos de outro individuo da mesma

espécie que evidenciaram marcagdes 5S variantes. B: bandas C*.
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Figura 7 — Cari6tipo de um exemplar de C. australe submetido a diferentes tratamentos. A: FISH
para regibes 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR* em destaque no
quadro branco. No quadro preto sdo mostrados os pares cromossdmicos de outro individuo da

mesma espécie que evidenciaram marcagdes DNAr variantes. B: bandas C*.
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Figura 8 - Idiogramas das espécies do género Cheirodon presentes no Chile, C. interruptus (Cl), C.
pisciculus (CP), C. galusdae (CG), C. kiliani (CK), C. australe (CA) e seus respectivas regifes 18S
(verdes) e 5S (vermelho). Os elementos dos idiogramas com meia marca simbolizam aqueles pares
cromossémicos onde os DNAr podem estar ausentes ou presentes, tanto no mesmo individuo
(heteromorfismo) como em individuos diferentes (polimorfismo).
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Discussao

As andlises feitas mostraram um alto grau de conservacgao dos cariétipos das
cinco espécies, apresentando o mesmo numero dipléide com 2n=50 cromossomos,
além de um padrao de bandas C, NOR e marcacdo 18S e 5S similares. Assim, o
acesso ao cariotipo destas espécies pela primeira vez evidenciou um estado de
conservacgao da macroestrutura cariotipica entre as espécies chilenas de Cheirodon
bem como da espécie introduzida C. interruptus, sendo esta similaridade coerente
com o monofiletismo do género (CAMPOS, 1982; EIGENMANN, 1928;
MALABARBA, 1998; MARIGUELA et al., 2013)

Contudo, foi observada uma pequena variagdo na formula cariotipica
relacionada com a presenca ou auséncia de bracos curtos em um dos pares de
cromossomos menores. De fato, C. australe e C. kiliani, com ocorréncia mais ao
Sul, tiveram a mesma férmula cariotipica 8m+6sm+4st+32a e um NF=68. No
entanto, C. galusdae, C. pisciculus e o introduzido C. interruptus, com ocorréncia
mais ao Norte, evidenciaram uma férmula cariotipica de 6m+6sm+4st+34a e um
NF=66, provavelmente devido a inversdes pericéntricas. Além disso, 0 cromossomo
extra encontrado em um exemplar de C. galusdae, sugere a presenca de
cromossomos B no género Cheirodon.

Comparativamente, estudos morfolégicos (CAMPOS, 1982; SALAS; VELIZ;
SCOTT, 2012) e moleculares (MARIGUELA et al., 2013) ja realizados em espécies
do género Cheirodon tendem a agrupar espécies como C. australe e C. interruptus
que sao encontradas em regides geograficas distintas. No entanto, a maior
similaridade entre os caribtipos das espécies do Sul e diferencas em relacao as
espécies do Centro-Norte chileno levantam a hipétese de uma possivel correlacao
entre biogeografia e evolugéo cariotipica.

Com respeito as bandas C dos Cheirodon analisados, elas revelaram um
padrao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva muito similar sendo
detectada principalmente nos centrébmeros e teldbmeros em uma quantidade
relativamente pequena. Segundo alguns autores, baixa quantidade de

heterocromatina constitutiva dentro de um grupo de espécies taxonomicamente
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préximas é correlacionada com um genoma menor e poderia ser uma caracteristica
plesiomérfica (GALLARDO et al., 2003; GREGORY, 2004; SVARTMAN; STONE;
STANYON, 2005; WALKER; SPOTORNO; SANS, 1991). No entanto, nas cinco
espécies estudadas ndo foram encontradas diferencas segunda esta caracteristica.

Por outro lado, embora ja foi descrito um sistema de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados do tipo ZZ/ZW para as espécies de géneros
préximos Odontostilbe paranensis e Serrapinnus notomelas (SANTI-RAMPAZZO et
al., 2007; WASKO et al., 2001), as analises de morfologia cromossémica e de
bandas C ndo permitiram reconhecer cromossomos heteromoérficos ligados ao sexo
nos Cheirodon estudados.

As regifes organizadoras de nucléolo (Ag-NORs) se mostraram variaveis ao
nivel inter e intraespecifico em relacdo a atividade transcricional. As analises
comparativas das marcacoes 18S e 5S por dupla FISH confirmaram a presenca
destas duas regides de DNAr em véarios cromossomos (marcagfes multiplas) nas
espécies estudadas. Simultaneamente, foi confirmada variabilidade interespecifica
em namero e posicao das regides 18S e 5S nos cromossomos, sendo informativo
do ponto de vista citotaxonémico. Em adicao, foi observada maior similaridade entre
as espécies mais proximas geograficamente, sendo o introduzido C. interruptus o
mais distinto na distribuicdo destas regifes. Assim, as analises das regides DNAr
corroboram a hipétese aqui postulada de relacdo biogeografica e evolucéo
cariotipica. Por outro lado, a variabilidade intraespecifica em nimero e posicao de
algumas regides 18S e 5S pode ser a causa de polimorfismos cromossémicos,
eventos ja documentados em outros Characidae como o acentuado polimorfismo
de heterocromatina e regifes organizadoras de nucléolos evidenciado por
Mantovani et al. (2000) em Astyanax scabripinnis. Igualmente, em A. scabripinnis,
(MANTOVANI et al., 2005) verificaram grande variagéo na localizagdo do DNAr 18S.
Também outras espécies de Astyanax evidenciam polimorfismos das regides
ribosomais como A. fasciatus (PAZZA; FREHNER KAVALCO; BERTOLLO, 2008) e
A. bockmanni (HASHIMOTO; PORTO-FORESTI, 2010).

Com estes dados de localizacdo dos DNAr 18S e 5S, sempre teloméricos

e/ou centroméricos, é possivel sugerir que a diversificacdo cariotipica nestas
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espécies nao se deu somente por inversdes pericéntricas, mas a transposicao entre
cromossomos ndo homélogos ndo pode ser descartada. lgualmente, tanto
inversdes como translocagdes mudam a ordem dos loci nos cromossomos, tendo o
potencial de reduzir o fluxo génico entre populacdes ao reduzir a fertilidade dos
hibridos heterozigotos para esses rearranjos pois um so rearranjo na ordem dos loci
pode diminuir a fertilidade em 50% dos gametas (KING, 1993).

Em relacdo a Serrapinnus e Odontostilbe, géneros proximos a Cheirodon
(MALABARBA, 1998), foram verificadas formulas cariotipicas semelhantes e
cromossomos provavelmente homeodlogos. Por exemplo, o primeiro par de
cromossomos metacéntricos grandes localizados nas cinco espécies de Cheirodon
chilenos parece ser uma caracteristica bastante conservada nos Characidae
(MORELLI et al., 1983) e apoia a inclusdo dos Cheirodon naquela familia.

As maiores diferencas cariotipicas entre os Cheirodon estudados e os
géneros préoximos Serrapinnus e Odontostilbe tem relagcdo com o nimero e tamanho
dos cromossomos acrocéntricos, além do numero dipléide. De fato, os cariotipos
dos Cheirodon aqui analisados tém um 2n de 50 cromossomos, e um NF de 66 até
68. Por outro lado, Odontostilbe e Serrapinnus tem um numero dipldide de 52
cromossomos e um NF de 79 até 104 para Serrapinnus e de 89 até 101 para
Odontostilbe (WASKO et al., 2001; PERES et al., 2007; SANTI-RAMPAZZO et al.,
2007; TROY et al., 2011) Assim, a férmula cariotipica apresentada neste estudo,
com um grande namero de cromossomos acrocéntricos variando em tamanho
relativo, parece ser uma configuracdo particular de Cheirodon e provavelmente
diferenciada de outros grupos, por multiplas inversdes e/ou translocacdes
cromossdmicas. No entanto, as espécies C. australe e C. kiliani tem um par de
Cromossomos metacéntricos a mais € um menor numero de acrocéntricos, em
relacdo aos demais Cheirodon chilenos, o que faz suas férmulas cariotipicas mais
semelhantes as dos géneros proximos Serrapinnus e Odontostilbe. Esta evidéncia
levanta a hipétese de que os Cheirodon ocorrentes mais ao Norte poderiam ser
formas derivadas das espécies do Sul por meio de inversao pericéntrica em um par
de cromossomos metacéntricos menor (provavelmente o nimero quatro), gerando

um par acrocéntrico pequeno (Figura 9). Isto é coherente com as observacdes de
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Campos (1982) que também propde que os Cheirodon do Norte sdo derivados dos
do Sul, com base na comparac¢éo das cuspides dentais.

Assim, as analises aqui feitas apresentam pela primeira vez, uma descricdo
e comparacdo citogenética das espécies do género Cheirodon contribuindo ao
incompleto estado do conhecimento da ordem dos Characiformes (MOTA, T. F. M.;
PRIOLI, S. M.; PRIOLI, 2014). Além disso, mesmo sem ter registros recentes de C.
kiliani (SALAS; VELIZ; SCOTT, 2012), a coleta bem-sucedida de exemplares desta
espécie permitiu fazer deste trabalho o segundo em incluir a todas as espécies
chilenas do género Cheirodon depois do trabalho morfolégico de Campos (1982).

As cinco espécies aqui estudadas, tém cariétipos muito similares incluindo a
espécie introduzida C. interruptus. Isto € coerente com novas teorias sobre o
recente e rapido surgimento da Cordilheira dos Andes que, depois de um
crescimento progressivo inicial de dezenas de milhdes de anos, teve mudancas
rapidas (em periodos de um a quatro milhdes de anos) de 1,5 km ou mais de
soerguimento de novo (GARZIONE et al.,, 2008). Assim, o isolamento pela
Cordilheira dos Andes poderia ser relativamente recente, além de incompleto em
relacdo a algumas bacias hidrograficas, especialmente na regido Sul-Patagodnica,
permitindo propor que os Cheirodon chilenos mantem ou mantiveram um fluxo

génico mais recente com os Cheirodon do lado oriental dos Andes.

g Pr— Cheirodon interruptus

| Cheirodon pisciculus || }2n=50, NF=66
1f+16i | Cheirodon galusdae |
2 [~ __Cheirodon _kiliani I$2n=50 —_—
L[ Cheirodon australe | ,

[ Odontostilbe pequira ||:>2n=52, NF=100

| Serrapinnus kriegui ||:>2n=52, NF=104

Figura 9 — Hipdtese filogenética para as cinco espécies de Cheirodon presentes no Chile, tendo
como grupos externos, duas espécies dos géneros Odontostilbe e Serrapinnus (dados citogenéticos
obtidos de Troy et al., 2010). Sao sinalizados o nimero de inversdes pericéntricas (i) e as fusdes

robertsonianas (f) implicadas na divergéncia dos clados.
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6. Conclusodes

As cinco espécies do género Cheirodon estudadas, apresentam praticamente a
mesma formula cariotipica. A Unica diferenca detectada sugere a ocorréncia de uma
inversao pericéntrica em um par de cromossomos menores permitindo agrupar as
espécies em um grupo Sul conformado por C. australe e C. kiliani, com 9 pares de
2 brazos e um grupo Centro-Norte conformado por C. galusdae, C. pisciculus e C.

interruptus, com 8 pares de 2 bracos

A férmula cariotipica com um grande nimero de cromossomos acrocéntricos parece
ser uma configuracdo particular do género Cheirodon e provavelmente uma
apomorfia derivada de multiples inversdes pericéntricas a partir de algum ancestral
em comum com as espécies cis-andinas como as dos géneros Serrapinnus e
Odontostilbe.

Os Cheirodon ocorrentes mais ao Norte em Chile (C. galusdae, C. pisciculus e C.
interruptus) poderiam ser considerados derivados das espécies do Sul (C. kiliani e
C. australe) cujos cariétipos sdo mais semelhantes aos dos géneros cis-andinos
Serrapinnus e Odontostilbe. Isto é coherente com as observacdes de (Campos,
1982) que também propde que os Cheirodon do Norte sdo derivados dos do Sul,

com base na comparacao das cuspides dentais.

As bandas C mostraram um nivel e distribui¢cdo de heterocromatina similar nas cinco
espécies estudadas, sendo localizada principalmente nos centrdbmeros e telébmeros.

A presenca de cromossomos sexuais nao foi confirmada.

A variabilidade interespecifica das regides DNAr 18S e 5S foi correspondente com
a distribuicdo geografica das cinco espécies. Por outro lado, também foi observada

variabilidade intraespecifica para estas marcagcdes especialmente em C. australe.



50

Apesar da variabilidade encontrada na posicdo das regides DNAr 18S e 5S, elas
sempre foram observadas nas regides terminais dos cromossomos acrocéntricos,
permitindo sugerir que a diversificagdo cariotipica nestas espécies ndo se deu

somente por inversdes pericéntricas sendo também por eventos de transposicao.

Tanto as inversdes como as transposi¢fes sugeridas nas espécies estudadas,
podem mudar a ordem dos loci tendo o potencial de reduzir o fluxo génico entre
populacdes ao reduzir a fertilidade dos hibridos heterozigotos. No entanto, as
regides 18S e 5S, foram observadas s6 em regides terminais n0s Cromossomos
acrocéntricos, diminuindo a possibilidade de que seus reposicionamentos por
transposicao podam provocar uma alteragdo na ordem dos loci. Evidencia disso séo
os polimorfismos intraespecificos observados para essas regides DNAr nos

Cheirodon chilenos.

A grande similaridade entre os cariotipos dos Cheirodon nativos de Chile e o
cariétipo do introducido C. interruptus permite propor que os Cheirodon chilenos
mantem ou mantiveram um fluxo génico mais recente com os Cheirodon do lado

oriental dos Andes.

A técnica de obtencdo de cromossomos metafasicos a partir de tecido de nadadeira
em regeneracdo resultou satisfatéria em quanto a qualidade e quantidade do
material obtido em peixes pequenos. Além disso, ao ser uma técnica pouco invasiva
e que ndo necessita de instrumentacao sofisticada, oferece a possibilidade de ser

feita varias vezes, sem comprometer a integridade dos individuos em estudo.
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Anexos

Anexo 1. PreparacGes de cromossomos a partir da nadadeira (KALOUS; KNYTL;
KRAJAKOVA, 2010)

Solucéo 1(Stock): 7,48g NaCl + 0,18g KCI + 0,2g CaCl2 + 0,016g NaHCOs en 1 It de
H20
Solucdo 2: 14,3 ml de solugdo 1 + 857ml of H20 + 0,025g de

colchicina

1.- Corte o nadadeira (tentar fazer um corte reto). Manter o peixe em aquario por dias até
que vocé perceba a regeneracdo desta parte, mas nado completamente, porque é
necesario células em divisdo. Dependem de cada espécie, 4 dias, 7 dias, 15 dias, vocé
tem que seguir o experimento.

2.- Depois de uma regeneracdo incompleta, cortar a nadadeira novamente para obter

Cromossomos.
3.- Coloque a nadadeira em placa de Petri e adicione 5 ml ou mais da solucdo 2 (a
nadadeira deve ser completamente coberta); e mantenha por 2 h em temperatura ambiente
(20° aprox.).

4.- Apos 2 h, adicionar 5 ml de fixador (Metanol 3: 1 de acido acético) e deixe na geladeira
por 25 min a 4° C.

5.- Remover a solu¢do com pipeta Pasteur de vidro e adicionar 5 ml de fixador e deixar na
geladeira por 25 min a 4° C. Repetir o paso 5 por 3 veces.

6.- A Ultima fixacdo (5 ml de fixador) pode ser almacenada na geladeira a 4° C por 25
minutos ou durante a noite, Se hecessario, e depois iniciar o préximo passo.

7.- Preparar a 50% de acido acético/agua e colocar a nadadeira na placa de Petri. Colocar
40 ul de acido acético sobre a nadadeira e dissolver o tegido com uma pinca. Depois
remover o liquido com uma pipeta e colocar em tubos tipo Eppendorf. Mantenha os tubos
em gelo a 0 ° C, e fazer gotejamento no mesmo dia.

8.- Pegar 50 ul para fazer gotejamento. Colocar o volume sobre uma lamina aquecida em
placa a 37° C, aspirar o material a assim proceder varias veces sobre diferentes pontos da

[amina.



58

Anexo 2. Técnicas de citogenética convencional

Anexo 2.1. Método de coloracdo convencional Giemsa

Para analisar o numero e morfologia dos cromossomos, as laminas
preparadas com a suspensao celular sdo coradas com solucéo do corante Giemsa,
diluido em tampdo fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + Na2HPO4) a 5% durante
aproximadamente 10 minutos e em seguida sdo lavadas em agua corrente e secas

ao ar.

Anexo 2.2. Identificacdo cromossémica

Segundo critérios da relacédo de bracos (RB) proposta por LEVAN; FREDGA;
SANDBERG (1964), os cromossomos podem ser classificados como metacéntricos
(m) (RB= 1,00 a 1,70); submetacéntricos (sm) (RB= 1,71 a 3,00); subtelocéntricos
(st) (RB= 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB>7,00).

Anexo 2.3. Coloracdo das regifes organizadoras de nucléolos Ag-RONs
(HOWELL; BLACK, 1980)

Em laminas previamente preparadas para a obtencdo de cromossomos
mitoticos pingar uma gota da solucédo coloidal reveladora (1g de gelatina dissolvida
em 50 ml de 4gua destilada acrescida de 0,5 ml de acido férmico) e duas gotas da
solucdo de nitrato de prata (1g de AgNOs dissolvida em 2 ml de agua destilada)
sobre o material na lamina; Cobrir a lamina com laminula; Levar a lamina a estufa
a 60°C até que a mistura das solu¢des alcance uma coloracdo marrom-dourada;
Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar ao ar; Se necessario, corar com

Giemsa diluida a 1% em tampao fosfato pH 6,8 por 30 segundos.
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Anexo 2.4. Deteccdo da heterocromatina constitutiva segundo SUMNER

(1972), com adaptacoes segundo LUI et al. (2012)

-Tratar as laminas contendo o material celular com acidocloridrico (HCI) 0,2 N,
a 37°C, durante 10 minutos

-Lavar com agua destilada e incubar a 28°C em solugdo de Bario Ba(OH)2 5%
saturada durante 1 a 2 minutos.

-Submergir as laminas em solucéo de acido cloridrico 0,2 N a 37°C durante 30
segundos e lavar com agua destilada.

-Submergir o material em solucéo salina 2x SSC, a 60°C, durante 40 minutos, lavar
em agua destilada e secar ao ar.

-Corar as laminas em uma solugdo contendo 20 pL de anti-fading (1,4-

fenilenodiamino em tampéao glicerol) e 0,7 pL (50 pg/mL) de iodeto de propidio.
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Anexo 3. Citogenética Molecular: Hibridagéo in situ com sondas fluorescentes
(FISH) (PINKEL; STRAUME; GRAY, 1986)

Preparagbes das sondas

A obtencédo da sonda de DNA ribossémico 18S sera feita a partir do DNA
gendmico de Prochilodus argenteus (Prochilodontidae) (Hatanaka e Galetti, 2004)
usando os primers NS1 5-GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 5'-
TCCGCAGGTTC ACCTACGGA-3' (White et al., 1990) e a sonda de DNAr 5S a
partir de DNA génomico de Leporinus elongatus (Anostomidae) usando os primers
A 5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3' e B 5-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’
(Martins e Galetti, 1999). Para a marcagao da sonda DNAr 18S foi utilizado biotina-
16-dUTP (kit nick translation Biotin-Nick Translation Mix) e para a sonda do DNAr
5S, digoxiginina -11-dUTP (kit DIG-Nick Translation Mix), segundo as orientacdes
do fabricante (Roche Applied Science). As misturas de hibridizacdo tiveram a
estringéncia de 77% (2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2 x SSC, 10% sulfato
dextrano, 37 °C por 16 horas). Para a detec¢cdo das sondas foram utilizados os
anticorpos streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e anti-
digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos
foram contra corados com DAPI (0,2 pyg/mL) em meio de montagem Vectashield
(Vector).

Tratamento com RNAse

1- Lavar as laminas, contendo as prepara¢gdes cromossOmicas, em tampao PBS 1X
durante 3 minutos, em temperatura ambiente e com agitacao.

2- Desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) durante 3 minutos
e secé-las ao ar livre.

3- Incubar as laminas em solugdo com 100 pL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC),
sob laminula, & 37°C por 1 hora em camara umida com agua mili-Q.

4- Lavar as laminas em solucéao de 2xSSC trés vezes, durante 3 minutos cada vez;

5- Em seguida, lavar em PBS 1X durante 5 minutos;



61

Tratamento com Pepsina

6- Incubar as laminas por 10 minutos em solucdo de pepsina 0,005% (em 10mM
HCL) em temperatura ambiente.

7- Lavar em PBS 1x durante 5 minutos com agitacdo, em temperatura ambiente.
Fixacao

8- Fixar em formaldeido 1% em PBS 1X / 50mM MgCI2 50mM durante 10 minutos
a temperatura ambiente.

9- Lavar em PBS 1X por 5 minutos, com agitacao.

10- Desidratar das laminas em série de alcodlica (70%, 85% e 100%) por 3 minutos

e seca-las ao ar livre.

Pré-hibridacao

11- Simultaneamente a desidratacdo em série de alcodlica, desnaturar a solucéo de
hibridacdo a 100°C durante 10 minutos e passa-los imediatamente ao gelo até sua
utilizagéo.

12- Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos.

13- Desidratar as laminas em série alcoolica (70%, 85% e 100%) durante 5 minutos

e deixar secar.

Hibridacédo
14- Preparar a camera umida 37°C.
15- Aliquotar sobre cada lamina 50 pL de solucdo de hibridagao, cobrir com uma

laminula e deixar durante 16 horas & 37° C.

Lavagens (Segundo dia)

16- Lavar 2 vezes em formamida 15% / 0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10 minutos
cada, com agitagéao.

17- Lavar as laminas durante 3 minutos em solucdo de Tween 0,05%/ 4xSSC, em

temperatura ambiente, com agitacao.
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Blogueio
18- Incubar as laminas em tampéao 5% NFDM / 4xSSC por 15 minutos.
19- Lavar as laminas duas vezes por 3 minutos cada com Tween 0,05%/ 4xSSC,

em temperatura ambiente, com agitacao.

Deteccéo de duas sondas DOUBLE FISH

20- Incubar as laminas com 100 pL cada do mix de anticorpos (streptavidina
conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e anti-digoxigenina conjugada com
rodamina (Roche Applied Science) durante 1 hora em camara Umida e escura em
temperatura ambiente.

21- Lavar as laminas por trés vezes com Tween 0,05%/ 4xSSC em temperatura
ambiente, durante 3 minutos cada, com agitacao.

22- Desidratar as laminas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 minutos cada

banho e seca-las ao ar livre.

Montagem das laminas com DAPI
23- Misturar 400 uL de antifading mais 1uL de DAPI (0,2 pg/mL) em meio de
montagem Vectashield (Vector).

24- Colocar 50 pl da mistura e cobrir com laminula. Guardar em local escuro.
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MINISTERIO DE ECONOMIA
FOMENTO Y TURISMO

DIVISION AUTORIZA A MIGUEL ANGEL SOTO ORTIZ PARA
JURIDICA REALIZAR PESCA DE INVESTIGACION QUE INDICA.

vaparaiso, 1 p MAR. 2016

VISTO: Lo solicitado por Miguel Angel Soto Ortiz,
mediante carta, C.l. SUBPESCA N° 573, de fecha 13 de enero de 2016; lo informado por la Division de
Administracién Pesquera de esta Subsecretaria en Informe Té&cnico N° 035/2016, contenido en
Memorandum Técnico (P.INV) N° 35/2016, de fecha 27 de enero de 2016; los Términos Técnicos de
Referencia del Proyecto “Citogenica comparada en peces del género Cheirodon (Ostariophysi
characidae) con foco en especies trasandinas”, elaborados por el peticionario y aprobados por
esta Subsecretaria; la Ley N© 19.880; la Ley General de Pesca y Acuicultura N® 18.892 y sus
modificaciones cuyo texto refundido fue fijado por el D.S. N© 430 de 1991, lo dispuesto en el DF.L.
N® S de 1983 y el DS. N° 461 de 1995 y el Decreto Exento N° 878 de 2011, todos del actual
Ministerio de Economia, Fomento y Turismo; la Resolucion Exenta N° 332 de 2011, del Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura.

CONSIDERANDO:

Que Miguel Angel Soto Ortiz, ingresé mediante
carta citada en Visto, una solicitud para desarrollar la pesca de investigacion conforme los Términos
Técnicos de Referencia del Proyecto denominado “Citogenica comparada en peces del género
Cheirodon (Ostariophysi characidae) con foco en especies trasandinas”.

Que mediante Memorandum Técnico (P.INV) N°
035/2016, la Division de Administracidn Pesquera de esta Subsecretaria, informa que las actividades
planteadas en la solicitud califican como pesca de investigacion de acuerdo a lo definido en el
articulo 2° de la Ley General de Pesca y Acuicultura, por cuanto es una actividad extractiva sin fines
de lucro, cuya finalidad es obtener datos e informacion para generar conocimiento cientifico, para
proteger la biodiversidad y el patrimonio natural del pais.




Que la evidencia cientifica apunta a que los
problemas de conservacién de las especies icticas de aguas continentales chilenas van en
aumento. Esta situacion se asocia a miltiples factores, donde el mas relevante es el deterioro y
fragmentacion de su habitat y competencias con otras especies.

Que por lo anterior, es de especial interés para
la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura contar con el mayor nimero de antecedentes que
permitan disefiar medidas de administracién que promuevan objetivos de conservacién de peces
nativos y asilvestrados de importancia para la pesca recreativa.

Que dicha solicitud cumple con las exigencias
dispuestas en el D.S. N® 461 de 1995, del actual Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, que
establece los requisitos que deben cumplir las solicitudes de pesca de investigacion.

Que de acuerdo a lo anterior y de conformidad a
lo dispuesto en los articulos 98 a 102 de la Ley General de Pesca y Acuicultura, corresponde autorizar
la pesca de investigacion solicitada.

RESUELVO:

1.- Autorizase a Miguel Angel Soto Ortiz, RU.T.
N° 13.922.546-5, con domicilio en Valentina Leppe N° 9862, La Florida, Regién Metropolitana, para
efectuar una pesca de investigacion, de conformidad con los Términos Técnicos de Referencia del
Proyecto “Citogenica comparada en peces del género Cheirodon (Ostariophysi characidae) con
foco en especies trasandinas”, elaborados por el peticionario y aprobados por esta Subsecretaria,
y el informe técnico citado en Visto, los que se consideran parte integrante de la presente
resolucion.

2.- El objetivo de la pesca de investigacion que
por la presente resolucion se autoriza, consiste en establecer relaciones carioevolutivas entre
especies chilenas del género Cheirodon e inferir su estado en relacion a otros Cheirodontinae.

3.- La pesca de investigacion se efectuara por el
término de 12 meses contados desde la fecha de publicacion de la presente resolucion, cuya area de
estudio podra desarrollarse en cursos y cuerpos de agua de la V Region de Valparaiso, Region
Metropolitana, VIl Region del Maule, Rio Biobio, VIl Regidn, IX Region de la Araucania y X Region de
Los Lagos.

4.~ En cumplimiento de los objetivos de la
presente pesca de investigacién, la peticionaria podré realizar la captura y retencion de un
maximo de 15 ejemplares por sitio y campaiia de las siguientes especies:

Especie nativas : """ Nombre coman
Cheirodon interruptus Pocha
Cheirodon pisciculus Pocha
Cheirodon galusdae Pocha de Los Lagos
Cheirodon kiliani Pocha
Cheirodon australe Pocha del Sur
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Todas las otras especies capturadas debersn
ser liberadas en buenas condiciones para su adecuada sobrevivencia, Sin perjuicio de lo anterior,
las especies de Australoheros facetum (“‘chanchito®), Gambusia spp ("gambusia®), Carassius
carassius (“doradito”), Cnesterodon decemmaculatus (“10 manchas®), Ameiurus nebulosus (*pez
gato”), Jenynsia multidentata (overito o morraja) y Cheirodon interruptus (pocha o morrajita)
Ctenopharyngodon idella (carpa china) Y Cyprinus carpio (carpa), podran ser sacrificados en su
totalidad, en consideracién a su potencial invasividad Yy riesgo para la conservacién de las especies
nativas amenazadas.

Para la captura de peces se podra utilizar redes
y trampas a escala de régimen de pesca con fines de investigacion.

5.- El peticionario debera informar a la oficina
del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura correspondiente, con a lo menos 2 dias habiles de
anticipacion, las fechas y lugares especificos en que se realizaran las jornadas de muestro, para su
control y fiscalizacién.

6.~ Para efectos de la pesca de investigacion
que se autoriza por la presente resolucion, se exceptia del cumplimiento de las normas de
administracién establecidas mediante Decreto Exento N° 878 de 2011, del Ministerio de Economia,
Fomento y Turismo.

7.- Para efectos de dar cumplimiento a las
medidas establecidas en el programa de vigilancia, deteccion vy control establecido por el Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura para la plaga Didymosphenia geminata (Didymo), el peticionario
debera:

a) Desinfectar los equipos, artes, implementos, aparejos de pesca y demas fomites que entren en
contacto directo con el agua; tanto al comienzo y término de cada muestreo, debiendo utilizar los
protocolos descritos en la Resolucion Exenta 332 de 2011 del Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura y el Manual para el Monitoreo e Identificacion de la microalga benténica
Didymosphenia geminata de |a Subsecretaria de Pesca y Acuicultura.

b) Dar aviso a mas tardar dentro de las primeras 24 horas, una vez terminadas las campanas de
muestreo en terreno, 3 la Direccion Regional del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
correspondiente, en caso que durante la ejecucion de las actividades en terreno se sospeche de la
aparicion de dicha plaga en el area de estudio. De la misma forma, en caso de encontrar células de
la plaga en los analisis posteriores, se deberd dar aviso al Servicio dentro del mismo tiempo
indicado en el parrafo precedente.

8- El solicitante deberd entregar informes
semestrales a la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, adjuntando la base de datos, en formato MS-
EXCEL o MS-ACCES, quedando esto Gltimo como condicion para poder mantener la continuidad
del presente permiso de pesca. Lo anterior independiente de los resultados que puedan ser
requeridos adicionalmente por esta Subsecretaria en otros procesos de control.

El incumplimiento de la obligacion antes
sefialada se considerara como causal suficiente para denegar cualquier nueva solicitud de pesca
de investigacion.
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9.~ Designase a la Jefa de la Division de
Administracion Pesquera de esta Subsecretaria, como funcionaria encargada de velar por el
oportuno y debido cumplimiento de la obligacion establecida en el numeral anterior.

10.- El peticionario sera responsable de realizar
una adecuada actividad de difusion en la cuenca.

11.- Esta autorizacion es intransferible y no
podra ser objeto o instrumento de negociacion o situacién de privilegio alguno.

12.- Se designa al peticionario como persona
responsable de esta pesca de investigacion.

13.- El peticionario deberd dar cumplimiento a
las obligaciones que se establecen en la presente Resolucidn, y a las establecidas en la Ley General
de Pesca y Acuicultura y en el D.S. N® 461 de 1995, citado en Visto. El incumplimiento hara incurrir a
la titular en el término inmediato de la pesca de investigacion sin que sea necesario formalizarlo, y
sin perjuicio de las sanciones que correspondan de acuerdo a lo dispuesto en la Ley General de
Pesca y Acuicultura, ya citada.

14.- La presente resolucion es sin perjuicio de las
que correspondan conferir a otras autoridades, de acuerdo a las disposiciones legales y
reglamentarias vigentes o que se establezcan.

15.- El Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
debera adoptar las medidas y efectuar los controles que sean necesarios para lograr un efectivo
cumplimiento de las disposiciones de la presente resolucion.

16.- La presente resolucion podra ser impugnada
por la interposicion del recurso de reposicion contemplado en el articulo 59 de la Ley N° 19.880, ante
esta misma Subsecretaria y dentro del plaze de 5 dias habiles contados desde la respectiva
notificacién, sin perjuicio de la aclaracién del acto dispuesta en el articulo 62 del citado cuerpo legal
y de las demas acciones y recursos que procedan de conformidad con la normativa vigente.

17.- Transcribase copia de esta resolucion a la
Direccion General del Territorio Maritimo y Marina Mercante, al Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura y a la Division Juridica de esta Subsecretaria.

ANOTESE, NOTIFIQUESE POR CARTA CERTIFICADA Y PUBLIQUESE EN EXTRACTO EN EL DIARIO
OFICIAL POR CUENTA DE LA INTERESADA Y A TEXTO INTEGRO EN EL SITIO DE DOMINIO
ELECTRONICO DE LA SUBSECRETARIA DE PESCA Y ACUICULTURA

AYDAMES
é€sca y Acuicultura

DIVISIO
JURIDIC




