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RESUMO

A ictiofauna de 4gua doce correspondente ao territorio brasileiro representa
aproximadamente 55% das espécies na regido Neotropical, compreendendo cerca de
2.500 espécies, distribuidas em 39 familias e pertencentes a nove ordens.
Auchenipteridae compreende um grupo de peixes endémicos da regido Neotropical,
possuindo 20 géneros e cerca de 90 espécies. Nesta familia, Parauchenipterus apresenta
ampla distribui¢ao, ocorrendo por toda América do Sul, estando presente nas bacias do
Parana-Paraguai, Amazonica, Orenoco, Guianas, S3o Francisco e Leste do Brasil.
Parauchenipterus galeatus ocorre em diferentes bacias hidrograficas brasileiras, como
Amazonas, Prata e Sdo Francisco. O presente trabalho caracterizou através de técnicas
de citogenética basica e molecular, e o seqiienciamento da regido controle do DNA
mitocondrial trés populagdes de P. galeatus das bacias dos rios Parana, Sdo Francisco ¢
uma regido de provavel conexdao natural (antigo Pantanal do Cururu) e artificial
(transposicao do rio Piumhi) entre essas duas bacias. Dessa forma, buscou-se inverstigar
qual apossivel origem da populag¢ao de P. galeatus presente na regido de transposi¢ao,
além dos possiveis efeitos que essa agdo antropica poderia causar para espécie em
estudo. O numero diploide igual a 58 cromossomos se manteve constante entre as
populacdes, entretanto, variagdes na férmula cariotipica foram detectadas (Sao
Francisco, 22m+16sm+12st+8a; Piumhi, 20m+16sm+14st+8a; Parana,
24m+18sm+8st+8a). Na populacdo do rio Sdo Francisco foi detectado a presenca de
cromossomos supranumerarios. Esses cromossomos B sdo pequenos, metacéntricos,
totalmente heterocromaticos e possuem variagdo numérica intra e interindividual. A
heterocromatina estd localizada em posi¢ao terminal de quase todos os cromossomos,

com marcagao bitelomérica em alguns cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e



subtelocéntricos, € pequenos blocos pericentroméricos em alguns cromossomos
acrocéntricos nas trés populacdes. Ag-RONs apresentaram-se simples no brago curto de
um par subtelocéntrico nas trés populacdes, variando apenas o par portador deste sitio.
Hibridizacao com sonda de rDNA 18S confirmou o par cromossdmico evidenciado pelo
nitrato de prata nas trés populagdes. Os sitios de rDNA 5S estdo localizados em dois
pares cromossomicos submetacéntricos em posi¢ao intersticial no braco curto/longo de
cada um deles nas trés populagdes, variando apenas os pares portadores destas
seqiiéncias. Foi obtido um fragmento de 847 pares de bases através do seqlienciamento
da regido D-loop do DNA mitocondrial das trés populagcdes com um total de 65 sitios
polimorficos. Os marcadores cromossomicos (classicos e moleculares) e analise da
regido controle do DNA mitocondrial mostraram que a populagdo do rio Piumhi
possivelmente ja existia nesta bacia antes de ocorrer essa transposi¢ao. Tal proposicao ¢
baseada nas diferengas cromossdmicas entre as populacdes dessas diferentes bacias e
nas diferencas nas sequéncias de DNA mitocondrial. Além da detec¢dao de haplotipos
exclusivos de cada populagao para regido D-loop. As sequéncias da regido controle do
DNA mitocondrial indicam forte estruru¢do populacinal devido ao indice de fixagdo
molecular calculado e ao fato de que cada populagdo apresenta haplotipos exclusivos, o
que sugere a auséncia de fluxo gé€nico entre elas. Além disso, as diferencas
cromossomicas mostram maior similaridade entre Sdo Francisco e Piumhi do que em
relacdo a populagdo do rio Parana. A distancia genética detectada entre as poulagdes
através das sequéncias do DNA mitocondrial também refor¢am essa maior proximidade
entre S3o Francisco e Piumhi. Isto indica que possivelmente essas duas populagdes
divergiram mais recentemente do que quando comparada a populagdo do rio Parana. A
populacdo presente na regido de transposicdo apresentou apenas um haploétipo

detectado, o que indica a auséncia de diversidade genética. Sugere-se no presente
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trabalho, que esta baixa diversidade seja decorrente de um possivel gargalo
populacional com posterior diminuicdo do tamanho efetivo de uma populacdo que
possivelmente habitava um antigo pantanal (do Cururu) presente nessa regido de
transposi¢do. Dessa forma, os marcadores cromossdmicos € a analise molecular, aliados
ao contexto historico natural de formacao de bacias hidrograficas, aspectos ecoldgicos
da espécie, isolamento geografico de populagdes entre as bacias hidrograficas e dentro
de uma mesma bacia foram considerados para discutir as possiveis relagdes

biogeograficas entre populagdes de P. galeatus de diferentes localidades.



ABSTRACT

The Brazilian freshwater ichithyofauna corresponds nearly 55% of species at
Neotropical zone, including about 2.500 species grouped in 39 families and belonging
to nine orders. Auchenipteridae comprises 20 genera and 90 species. Parauchenipterus
presents a widely distribution, occurring across South América, appearing at Parana-
Paraguai, Amazonia, Orenoco Guianas and Sdo Francisco basin, and Brazil’s East.
Parauchenipterus galeatus occurs in different Brazilian basins, as Amazon, Prata and
Sao Francisco. The present study describes through basic and molecular cytogenetic,
and the sequence of mitochondrial DNA control region, three populations of
Parauchenipterus galeatus from Parana and Sdo Francisco basin, and a probable natural
(Wetland of Cururu) and artificial (Piumbhi river transposition) connections between this
two basins. The diploid number was equal to 58 chromosomes for the three populations;
however, variations at the karyotype formula where detected (Sdo Francisco,
22m+16sm+12st+8a; Piumhi, 20m+16sm+14st+8a; Parand, 24m+18sm+8st+8a). At
Sdo Francisco population supernumerary chromosomes where detected. These B-
chromosomes are small, metacentric, totally heterochromatics and have numeric
variation intra and interindividual. The heterochromatin is located in terminal position
from almost all chromosomes, and some metacentric, submetacentric, and
subtelocentric chromosomes presents bitelomeric marks, and small pericentromeric
blocks in some acrocentric chromosomes, occurring at the three populations. Ag-NORs
presented simple at the short arm in an acrocentric pair from all populations, changing
only the pair containing this site. In situ hybridization with rDNA 18S probes confirm
the chromosome pair evidenced by Ag-NOR in all three populations. The rDNA 5S

sites are interstitials, located in two submetacentric chromosome pairs, occurring at



short/long arms in all three populations, changing only the pair containing this site. A
847 base pair fragment was amplified through D-loop sequence region from
mitochondrial DNA in the three populations, presenting 65 polymorphic sites. The
chromosome markers (classic and molecular) and mitochondrial DNA control region
analysis shown that Piumbhi river population probably already exists at this basin before
the transposition. This proposing is based at the chromosome differences between those
populations from different basins and mitochondrial DNA sequences, besides the
detection of exclusive haplotypes of D-loop from each populations. The control
sequences of DNA mitochondrial indicates a strong populational structuring, due to the
fixation of molecular table of contents calculated and the fact that each population
presents exclusive haplotypes, wich suggests the absence of genic flood among them.
However, the chromosome differences show a bigger similarity between Sao Francisco
and Piumhi than Parana river population. The genetic distance detected among this
population trhough the mitochondrial DNA sequences reinforces this nearness between
Sdo Francisco and Piumhi. This indicates that possibly this population diverge more
recently when compared to Parana river. The population located on the transposition
region presented just one haplotype detected, which indicates the absence of genetic
diversity. The present study suggests that, this low diversity is current of a possible
population bottle neck with posterior effective size reducing of a population that
probably habitats an old wetland (of Cururu) presents at this tansposition region. At the
present study, the classic and molecular chromosome markers, allied to the natural basin
formation historic context, ecological species aspects, geographic isolation between the
basins and into the same basin were used to discuss the biogeographical possible

relationship among the Parauchenipterus galeatus populations from different locations.



1. INTRODUCAO

1.1. Bacia do Parana

A bacia do Prata, que ¢ formada principalmente pelos rios Parana, Paraguai e
Uruguai, drena uma regidio de aproximadamente 3,2 milhdes de km® na América do Sul,
ocupando 10,5% do territério brasileiro. Atravessa quatro paises: Brasil, Argentina,
Paraguai e Uruguai e caracteriza-se por ser a segunda maior bacia Sul-Americana,
ficando atras somente da bacia Amazonica. No Brasil, atravessa dois estados da regido
Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias), dois da regido Sudeste (Sao
Paulo, Minas Gerais) e todos os estados da regido Sul (IBAMA, 2007a).

O rio Parand ¢ o principal rio da bacia do Prata e o décimo maior do mundo em
descarga (IBAMA, 2007a). Como segundo maior rio da América do Sul, percorre
aproximadamente 4.695 km desde sua nascente na confluéncia do rio Grande e
Paranaiba até o rio da Prata, dos quais 3.809 km dentro do territdrio brasileiro drenando
uma regido de 891.000 km®. As nascentes da bacia do Alto rio Parana correspondem a
regido onde o rio Grande inicia o seu curso, na Serra da Mata da Corda - MG

(Agostinho & Julio Jr., 1999; IBAMA, 2007a).

A bacia do Parana ¢ composta por tributarios de porte significativo, como se
pode observar ao longo de seu percurso pelos rios Paranaiba, Grande, Tieté,
Paranapanema e Iguacu, entre outros (Agostinho & Julio Jr., 1999; IBAMA, 2007a). Os
rios Grande e Paranaiba, que sdo caracterizados como rios de planalto se juntam na
regido de Trés Lagoas - MS para formar o rio Parana (Agostinho & Jualio Jr., 1999;

Agostinho et al., 2004; IBAMA, 2007a).



No Brasil, a bacia do Parand ¢ dividida em duas regides: o Alto Parana, que vai
da sua nascente até a usina de Itaipu; e o Baixo Parana, que corresponde a regido
posterior a essa barragem (Agostinho et al., 2004). Com a formagdo do reservatdrio de
Itaipu em 1982 na bacia do rio Parana ocorreu a inundacdo da antiga regido de Sete
Quedas que se caracterizava por separar duas icitiofaunas distintas, a acima e abaixo
dessas cachoeiras. A formacdo do reservatério de Itaipu deslocou essa barreira 150
quilometros abaixo e permitiu que espécies até o momento restritas a regido abaixo de
Sete Quedas pudessem se dispersar para o Alto Parand. Devido a falta de um abrangente
levantamento ictiofaunistico anterior a essa inundac¢ao, ndo ¢ possivel diagnosticar com

certeza quantas espécies ascenderam esse trecho (Agostinho & Julio Jr., 1999).

O trecho brasileiro da bacia do Parand possui uma grande diversidade
ictiofaunistica com cerca de 250 espécies, das quais 107 sdo Characiformes, 91
Siluriformes, 20 Perciformes, 3 Rajiformes, 1 Cyprinodontiformes e 1
Pleuronectiformes, sem contabilizar as possiveis novas espécies que ainda necessitam
de comprovacdo cientifica (Agostinho & Julio Jr., 1999). Em um levantamento
realizado por Bonetto (1986) foram encontradas apenas 130 espécies; essa grande
diferenca deve estar relacionada a expansdo do Alto Parand através da construcdo de
Itaipu permitindo a subida de peixes acima da regido de Sete Quedas, que estavam
restritos ao entdo médio Parana. Outro importante fator deve ser a maior quantidade de
levantamento de peixes realizados nessa bacia, principalmente em outros locais como
corregos e riachos (Agostinho & Julio Jr., 1999). Entre as pelo menos dezessete
espécies que possivelmente ascenderam esse trecho (Agostinho & Julio Jr., 2002),
Parauchenipterus galeatus, também se estabeleceu acima da regido de Sete Quedas

apos a construgdo do reservatdrio de Itaipu (Graga & Pavanelli, 2007).



1.2. Bacia do Sao Francisco

A bacia do Sao Francisco caracteriza-se por ser a unica exclusivamente
brasileira drenando uma regido de 631.133 km® que corresponde a 7,4% do territério
nacional. Estd distribuida entre os estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco,
Sergipe, Alagoas, Goids e Distrito Federal sendo a terceira maior bacia hidrografica do
Brasil (Sato & Godinho, 2004).

O rio S3o Francisco inicia seu curso no Planalto de Araxa, correspondendo as
nascentes do rio Samburd, e sua foz no oceano Atlantico entre os estados de Sergipe e
Alagoas, percorrendo cerca de 2.863 km (Silva et al., 2003) e apresentando um desnivel
de aproximadamente 1.600 metros (Sato & Godinho, 1999). Esse rio ¢ dividido em
quatro regides: Alto Sdo Francisco, que vai das nascentes até Pirapora-MG; Médio Sao
Francisco, que vai de Pirapora até Remanso-BA; Sub-médio Sao Francisco, que vai de
Remanso até¢ a cachoeira de Paulo Afonso; e Baixo Sao Francisco, que vai de Paulo
Afonso até sua foz (Sato & Godinho, 1999; IBAMA, 2007b). Contém 36 tributarios de
porte significativo, dos quais apenas 19 sdo perenes,e estdo presentes em sua maioria no
Alto Sao Francisco, enquanto as outras regides sdo caracterizadas por possuir afluentes

temporarios (Sato & Godinho, 1999; IBAMA, 2007b).

Quanto a sua ictiofauna, que se apresenta semelhante as bacias Amazodnica e do
Prata, ja foram identificadas aproximadamente 150 espécies nativas (Sato & Godinho,
1999; IBAMA, 2007b). Para a ordem Siluriformes ja foram identificadas 71 espécies na
bacia do Sao Francisco representando 12 familias, e Auchenipteridae ¢ a terceira familia
mais significativa contribuindo com 6 espécies (Glanidium albescens, Parauchenipterus
galeatus, Parauchenipterus  leopardinus, Pseudauchenipterus  flavescens,

Pseudauchenipterus nodosus, Pseudotatia parva) (Sato & Godinho, 1999).



1.3. Transposi¢ao do rio Piumhi

A Hidrelétrica de Furnas que foi a primeira usina de grande porte do Brasil fez
parte de um projeto que tinha por objetivo sanar a crise energética em meados da década
de 50, que ameagava os trés maiores centros socioecondmicos brasileiros (Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Belo Horizonte). Essa usina, que teria a capacidade de gerar 1.216 MW
de energia, teve suas obras iniciadas em julho de 1958 e comegou efetivamente a operar
em setembro de 1963 (Moreira-Filho & Buckup, 2005; FURNAS, 2007). Esta
localizada entre os municipios de S3o José da Barra e Sao Jodo Batista, no estado de
Minas Gerais (Moreira-Filho, 2006).

A construg¢do da Hidrelétrica de Furnas no rio Grande, apesar de fundamental
para o desenvolvimento da regido Centro-Oeste na época, traria uma grave
conseqiiéncia quando as comportas da usina fossem fechadas para a formacdo do
reservatério de Furnas. O volume de dgua da represa atingiria uma quantidade que seria
capaz de alagar parte da cidade de Capitolio e fazer com que essa agua escoasse por
essa regido até conectar a bacia do Sdo Francisco a bacia do Parana (Moreira-Filho,
2006). Com o objetivo de evitar esses problemas foi proposta a construcdo de um dique
proximo a cidade de Capitolio, que conteve as dguas do reservatorio de Furnas e acabou
represando as dguas de um afluente da margem direita do rio Grande, o rio Piumhi. Para
solucionar esse novo problema foi feito um canal de aproximadamente 18 km na por¢ao
média do rio Piumhi, desviando-o para o corrego Agua Limpa que desagua na margem
esquerda do rio Ribeirdo Sujo, um afluente do rio Sdo Francisco (Moreira-Filho &

Buckup, 2005; Moreira-Filho, 2006).
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Figura 1 Mapas da regido de transposi¢do do rio Piumhi (a) antes e (b) depois da construgdo da
Hidroelétrica de FURNAS. A seta indica o canal de transposigéo.

Como conseqiiéncia dessa transposi¢do que ocorreu a mais de 40 anos atras, a
ictiofauna do rio Piumhi e de seus afluentes, que representa parte das espécies de peixes
da bacia do Alto rio Parana foi jogada para a bacia do rio Sao Francisco, causando uma

mistura de ictiofaunas que estavam separadas a milhdes de anos (Moreira-Filho, 2006).

1.4. Ordem Siluriformes

A ictiofauna de 4agua doce correspondente ao territorio brasileiro representa
aproximadamente 55% das espécies na regido Neotropical, compreendendo cerca de
2.500 espécies, distribuidas em 39 familias e pertencentes a nove ordens, sendo muito
mais diversa do que a fauna de peixes com representagdo marinha (Buckup et al., 2007).

Siluriformes compreende o segundo maior grupo de peixes da regido
Neotropical, possuindo 36 familias, 478 géneros e mais de 3.000 espécies (Ferraris Jr.,
2007), com distribui¢do maior em agua doce na América do Sul e na Africa, havendo
poucos grupos representados na Europa e na Asia. Como excegao, a familia Ictaluridae

¢ predominante na América do Norte (Greenwood et al., 1966) e as familias Ariidae ¢



Plotosidae incluem representantes marinhos, além das familias Auchenipteridae,
Aspredinidae e Pangasiidae que apresentam espécies de estuario que as vezes penetram
no mar (Pinna, 1998). Segundo Buckup et al. (2007), essa ordem representa cerca de
40% das espécies presentes no Brasil com mais de 1.000 espécies validas, distribuidas

em 11 familias e mais de 200 géneros.

Os Siluriformes sao peixes de habito predominantemente noturno, orientando-se
principalmente por sentidos quimicos, que ao contrario dos caracideos, possuem hébitos
mais sedentarios (Britski, 1991). Quanto a morfologia, a principal caracteristica ¢ a
auséncia de escamas pelo corpo, o qual ¢ totalmente recoberto por pele espessa ou
placas 6sseas. Normalmente possuem trés pares de barbilhdes, maxilares pequenos e
sem dentes. Freqiientemente o primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitoral ¢
transformado em aculeo forte e a nadadeira adiposa encontra-se normalmente presente

(Moyle & Chech, 1988).

1.5. Familia Auchenipteridae

Auchenipteridae, que ¢ restrita a regido Neotropical, compreende 20 géneros e
cerca de 90 espécies (Ferraris Jr., 2007) das quais 74 ja foram registradas para o
territorio brasileiro (Akama & Sarmento-Soares, 2007). Segundo Ferraris Jr. (2003),
esse grupo ¢ dividido em duas subfamilias, Centromochlinae e Auchenipterinae.
Centromochlinae inclui somente os géneros Centromochlus, Gelanoglanis, Glanidium e
Tatia, enquanto Auchenipterinae compreende todos os outros géneros, inclusive o grupo
que € objetivo deste trabalho.

Morfologicamente, os auquenipterideos sdo representados por bagres de

pequeno a médio porte que possuem o corpo nu, a nadadeira adiposa ¢ reduzida ou



ausente ¢ o olho & coberto por tecido adiposo sem uma borda nitida. Internamente,
apresentam uma grande quantidade de caracteres Osseos que servem de base para a
formagao desse grupo. Baseando-se em aspectos reprodutivos, essa familia ¢ a tnica
entre os catfihes que apresenta inseminagao interna ¢ dimorfismo sexual, relacionado a
nadadeira anal e, em algumas espécies relacionadas a nadadeira dorsal, barbilhdes
maxilares e outras partes do corpo. S@o tipicamente noturnos, porém algumas espécies
de Auchenipterus, Ageneiosus e Centromochlus sdo encontradas se alimentando durante
o dia. A maioria alimenta-se de insetos presentes na superficie da agua, enquanto
poucos representantes do grupo sdo primariamente planctivoros e piscivoros (Ferraris
Jr., 2003). Apesar de serem predominantemente noturnas, algumas espécies sao
utilizadas na pesca artesanal e outras de menor porte sdo apreciadas por aquariofilistas

(Graga & Pavanelli, 2007).

O género Parauchenipterus ¢ caracterizado como um grupo monofilético irmao
de Trachelyopterus baseado em um conjunto de nove caracteres sinapomorficos, dos
quais um deles contradiz os resultados de Ferraris (1988) e Royero (1999), que

afirmavam ndo haver dimorfismo sexual no grupo (Akama, 2004).

Em relagdo a P. galeatus, seu habitat corresponde a rios e lagoas, alimentando-
se de larvas de insetos e pequenos peixes. Apesar de apresentar fecundacdo interna
reproduzindo-se no periodo de outubro a margo, ndo possui cuidado parental e a
primeira maturagdo gonadal nas fémeas e nos machos ocorre, respectivamente, com 108

mm e 113 mm (Graga & Pavanelli, 2007).



1.6. Estudos Citogenéticos em Auchenipteridae

Os estudos citogenéticos em Auchenipteridae sdo escassos e estdo restritos
apenas aos géneros Ageneiosus, Auchenipterus, Glanidium e Parauchenipterus
(Fenocchio & Bertollo, 1992; Ravedutti & Julio Jr., 2001). Fenocchio & Bertollo (1992)
analisando as espécies Ageneiosus inermis (citado como A. brevifilis) e Ageneiosus
atronases provenientes do rio Amazonas, encontraram um numero dipléide igual a 56
cromossomos com diferentes formulas cariotipicas. Essas duas espécies apresentaram
RONs simples, porém diferencialmente localizadas, em posicdo terminal para
Ageneiosus inermis e intersticial no brago longo de um par submetacéntrico para A.
atronases.

Auchenipterus nuchalis e Parauchenipterus galeatus da regido de Porto Rico,
rio Parana, e Glanidium ribeiroi do reservatorio de Salto Caxias, rio Iguagu, foram
analisadas citogeneticamente e apresentaram 2n=58 cromossomos com diferente
nimero fundamental (Ravedutti & Jalio Jr., 2001). Os autores sugerem que essas
diferencas na formula cariotipica sdo provenientes de mecanismos envolvendo
rearranjos cromossomicos através de inversdes pericéntricas, duplicagdes e delecdes. A
impregnacdo pela prata demonstrou que as trés espécies apresentam RONSs simples,
sendo em posicao intersticial para A. nuchalis e Glanidium ribeiroi, enquanto P.

galeatus apresentou em posicao terminal (Ravedutti & Julio Jr., 2001).

1.7. DNA Mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas que tem como funcao a fosforilagdo oxidativa, a

qual ¢ uma das vias bioquimicas mais importantes na producao de ATP. Acredita-se que



esta organela, assim como os cloroplastos, teve sua origem em uma possivel relagdo
simbidtica com células eucariontes primitivas (Boore, 1999). Esta organela possui um
genoma proprio, composto por uma unica molécula circular, sem introns e com o
tamanho variando entre 15 ¢ 17 Kb. O DNA mitocondrial basico de vertebrados ¢
considerado conservado e possui 37 genes, dos quais 24 estdo envolvidos com o
mecanismo de transcri¢do do proprio DNA mitocondrial, sendo 22 tRNA, 2 rRNA (12S
e 16S) e 13 que codificam polipeptideos (3 citocromo oxidase ¢, 7 NADH
desidrogenase, citocromo b ¢ ATPase 6 e 8) (Garesse et al., 1997; Ballard & Withlock,
2004). Ainda ha uma regido ndo codificante e altamente mutavel (D-loop), que ¢é a
regido responsavel pelo controle da replicacdo e transcricdo do DNA mitocondrial
(Avise et al., 1987; Park & Moran, 1994; Meyer, 1994) (Figura 2).

A regido controle do DNA mitocondrial (D-loop) ¢ normalmente dividida em
trés diferentes dominios (Dominios I, II, III). Os dominios I e II sdo considerados mais
conservados quando comparados com o dominio III, que corresponde a regido hiper-
variavel do D-loop (Jondeng et al., 2007). A taxa de mutagdo deste segmento do DNA
mitocondrial chega a ser cem vezes mais rapida do que acontece no DNA nuclear. Esta
¢ a principal seqiiéncia do DNA mitocondrial utilizada para estudos genético-
populacionais e evolutivos entre espécies aparentadas muito proximas e entre
populacdes de uma unica espécie, inclusive em peixes (Faber & Stepien, 1977; Meyer,
1994; Prioli et al., 2002; Avise, 2004). Outras regides mitocondriais sdo amplamente
utilizadas, como os genes RNAr 12S, RNAr 16S, Citocromo b, ATPase 6 e 8, porém,
estas regides sdo bastante conservadas e ndo fornecem informacgdes relevantes quanto as
diferencas nas seqiiéncias nucleotidicas de espécies muito proximas ou entre
populacdes, ndo sendo, portanto, recomendada para estudos populacionais ou entre

espécies muito proximas.
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Figura 2 Esquema da molécula de DNA mitocondrial de vertebrados.

O interesse no estudo do DNA mitocondrial estd baseado no fato de que esse
genoma apresenta uma série de particularidades importantes como sua heranca
predominantemente materna e ndo Mendeliana, sua presenca em numero hapléide nos
organismos impede ou torna muito raro os eventos de recombinagdo, possui uma
organizacdo altamente compacta e alta taxa de evolu¢do em relacdo ao DNA nuclear
(Garesse et al., 1997; Lewin, 2001). O DNA mitocondrial é um eficiente marcador
molecular para andlises intra e inter-especificas, podendo ter aplicagdes em diversos
tipos de estudos, entre eles, em estudos de biogeografia historica, analises de zonas de
hibridacdo, estimativas do grau de variabilidade genética, caracterizacdo de estrutura

populacional, relagdes filogenéticas e estudos de conservacdo genética. Entre os
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Siluriformes, as analises de DNA mitocondrial tém se mostrado muito resolutivas na
sistematica filogenética (Moyer et al., 2004; Shimabukuro-Dias et al., 2004; Hardman,
2005; Hardman & Lundberg, 2006; Koblmuller et al., 2006; Sullivan et al., 2006), bem
como na resolucao ou na identificagdo de grupos com conflitos taxondmicos (Martin &

Bermingham, 2000; Perdices et al., 2002; Vergara et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO PROJETO

Os estudos citogenéticos em populagdes naturais de peixes de agua doce
Neotropicais tém gerado importantes informac¢des sobre modificagdes da estrutura
cromossOmica em algumas espécies, possivelmente favorecidas por isolamento
geografico em diferentes bacias hidrograficas e microbacias de uma regido (Moreira-
Filho & Bertollo, 1991; Souza et al., 1995).

O DNA mitocondrial tem sido alvo para avaliagdo da variabilidade genética de
populagdes de peixes (Prioli et al., 2002). Em vertebrados, ¢ uma molécula pequena e
circular, compreendendo 16 a 18 mil pares de bases (pb). Possui uma regido ndo
codificadora conhecida como regido controle, contendo o displacement loop (D-loop),
que ¢ responsavel pelo controle da replicagdo do mtDNA e transcricdo do RNA (Avise
et al., 1987; Park & Moran, 1994). Ea regido mais variavel do mtDNA, devido a alta
taxa média de substitui¢do nucleotidica e a variagdo no nimero de cdpias de seqiiéncias
repetidas em tandem (Cesaroni et al., 1997). Isto a torna adequada para a analise de
variagdes intraespecificas, ou seja, avaliar a variabilidade genética em populagdes
naturais. Sua aplicagdo tem sido bastante ampla em populagdes de peixes (Prioli et al.,
2002).

Parauchenipterus galeatus possui uma distribui¢ao ampla na América do Sul,
podendo ser encontrado na bacia Amazonica, do Prata e do Sdo Francisco (Akama &
Sarmento-Soares, 2007). Na bacia do Parand, essa espécie era restrita a regido abaixo de
Sete Quedas (Guaird — PR) até 1982, quando ocorreu a construcao hidrelétrica de Itaipu
permitindo a ascensdo desses individuos para o Alto Parana (Graga & Pavanelli, 2007).
Segundo Akama (2004), para o rio Sdo Francisco, exemplares dessa espécie ja foram

coletados na regido de Trés Marias e Lagoa da Prata — MG, e entre Sdo Francisco e
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Parana existe uma populagdo de P. galeatus (citado como Trachelyopterus galetaus)
localizada no rio Piumhi (Kantek et al., 2007). O proposito desse trabalho foi analisar o
cariotipo e a regido controle do DNA mitocondrial de populagdes de P. galeatus do rio
Sdo Francisco, Piumhi e Parand, e testar algumas hipoteses quanto a presenca desta
espécie na bacia do rio Piumhi. A primeira hipdtese ¢ que, com a inundag¢do do
reservatorio de Furnas em 1963, e posterior transposi¢ao do Piumhi para a bacia do Sao
Francisco, foi criada uma regido de contato entre essas duas bacias, o que possibilitaria
uma dispersao da populagdo de Trés Marias até o rio Piumbhi, apesar dessa espécie ndo
ser caracterizada como de habito migratorio. A segunda hipdtese esta associada ao fato
desta espécie ter se estabelecido no Alto rio Parana apos a construgdo de Itaipu. Com
isso, essa populagdo, até entdo restrita a regido abaixo de Sete Quedas, subiu o rio
Parana, apesar de seu habito mais sedentario, podendo ter chegado até o dique de
Capitolio (divisor entre a bacia do Sao Francisco e do Parand), sendo posteriormente
introduzida no rio Piumhi. A terceira hipotese seria que a populacdo de P. galeatus do
rio Piumhi j& ocorresse nesta regido, caracterizando uma populagao distinta.

O presente projeto teve por objetivo analisar esta problematica relacionada a
biogeografia de P. galeatus, utilizando dados pela citogenética basica-molecular e
analise de seqiiéncias de DNA mitocondrial em distintas populagdes de P. galeatus dos
rios Parand, Piumhi e Sdo Francisco. Para tanto, procurou-se:

» Caracterizar a estrutura cromossdmica, o padrio das RONs e da
heterocromatina de P. galeatus provenientes dessas trés localidades;

* Localizar através da hibridizagao in situ as regides de DNAr 18S e 5S;

* Analisar as seqiiéncias D-Loop do DNA mitocondrial das trés populagdes;

» Comparar os resultados obtidos das populacdes estudadas relacionando-os com

a distribuicao geografica.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Pontos de Coleta Amostrados

14

Exemplares de P. galeatus, foram coletados em distintas bacias hidrograficas:

bacia do rio Sdo Francisco, municipio de Lagoa da Prata - MG, bacia do rio Piumbhi,

municipio de Capitdlio - MG, bacia do rio Parand, Reservatorio de Jupid, municipio de

Trés Lagoas — MS (Fig. 1). A Figura 2 apresenta um exemplar de P. galeatus. A tabela

a seguir apresenta dados referentes a cada um dos pontos de coleta, além do nimero de

individuos analisados (Tab. 1).

Tabela 1 Pontos de coleta amostrados de Parauchenipterus galeatus do presente trabalho.

. , DNA
: Bacia Numero . - . . .
Localidade Hidrografica Dados de GPS amostral Citogenética  mitocondrial  Catéalogo
(D-loop)

Lagoa marginal, ~ . 19°56' 151" S MZUSP
Lagoa da Prata— MG~ D20 FTancisco  4qo 35 j3gng 4 3. 7¢ X X 100985
Lagoa dos Tropeiros, . . 20°33'99,3" S
Capitdlio - MG Piumhi 460032160 129.9% X X NUP 8613
Reservatorio de

oA , 20°44 60,3” S
Jupia, Trés Lagoas - Alto Parana 51°39° 10.5” O 113,79 X X NUP 8614

MS

MZUSP: Museu de Zoologia - Universidade de Sdo Paulo; NUP: Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Agiiicultura — Universidade Estadual de Maringd; MG: Estado de Minas Gerais.
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Figura 1 Mapa dos pontos de coleta amostrados, (Quadrado) bacia do rio Sdo Francisco, Lagoa da Prata -
MG, (Triangulo) bacia do rio Piumhi, Capitélio - MG, (Losango) bacia do rio Parana, Trés Lagoas - MS.

Figura 2 Exemplar de Parauchenipterus galeatus. Comprimento total = 15,6
centimetros.

3.2. Tratamento in vivo (Bertollo et al., 1978)

Foi injetada na regido abdominal do animal uma solugdo aquosa de colchicina
0,025%, na propor¢ao de 1mL/100g de peso do animal. Posteriormente, o peixe foi
mantido em aquario bem arejado durante 50 a 60 minutos. Decorrido esse tempo, o
animal foi sacrificado e por¢des do rim foram retiradas. O material foi lavado em
solugdo hipotdnica (KCI 0,075M), e transferido para pequenas cubas de vidro contendo

cerca de 10 ml desta mesma solucdo. O material foi bem fragmentado, com o auxilio de
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pincas de dissecagdo, completando este processo com uma seringa hipodérmica,
desprovida de agulha, através de leves movimentos de aspiracdo e expiracdo do
material, facilitando a separagdo das células, até se obter uma suspensdo celular
homogénea. Posteriormente, incubou-se esta suspensao a 37°C, durante vinte minutos.
Em seguida, o material foi re-suspendido, com cuidado, com auxilio de uma pipeta
Pasteur, e a suspensdo obtida transferida para um tubo de centrifuga. Algumas gotas de
fixador, recém preparado (3 metanol: 1 4cido acético) foram acrescentadas ao material
que foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 500 — 800 rpm, descartando o
material sobrenadante com pipeta Pasteur. Adicionou-se, vagarosamente, 5-7 mL de
fixador, deixando escorrer através das paredes do tubo. O material foi novamente
homogeneizado com auxilio da pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido por duas
vezes. Apoés a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, foi adicionado 1 mL
de fixador, misturando bem o material. Este foi guardado em freezer, acondicionado em
pequenos frascos tipo “Ependorff’, sendo posteriormente trabalhado conforme a
descricao: pingar 2 a 3 gotas da suspensdo obtida, sobre diferentes regides de uma
lamina bem limpa e aquecida ao redor de 50°C. Secar diretamente ao ar e corar com 0
corante Giemsa a 5%, em tampao fosfato (pH 6,8) durante 5 a 8 minutos. Lavar a

lamina com agua destilada e deixar secar ao ar.

3.3. Tratamento in vitro (Foresti et al., 1993)

Fragmentos do rim foram colocados em 10 mL de solucgdo salina de Hanks, em
uma placa de Petri, dissociando bem o material. Posteriormente, a suspensdo celular
obtida sera transferida para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em

seguida, adicionou-se 1 a 2 gotas de solugdo de colchicina 0,0125%, misturando-a bem
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com o material. O material foi entdo transferido para estufa a 37°C, por 30 minutos e
centrifugado durante 10 minutos, a 900 rpm. O sobrenadante foi desprezado e
adicionados 10 mL de solugdo hipotdnica (KCI 0,075M), misturando bem o material
com uma pipeta Pasteur. Esse material foi transferido novamente para estufa a 37°C, por
mais 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se cerca de 10 gotas de fixador (3 metanol:
1 4cido acético) misturado-as com o material repetidas vezes. O material foi
centrifugado por 10 minutos a 900 rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionado 10
mL de fixador, misturando o material repetidas vezes. Seguiu-se nova centrifugacao por
10 minutos e a fixagdo foi repetida por mais duas vezes. O sobrenadante foi desprezado
e o material diluido no fixador, de forma a se obter uma suspensdo celular ndo muito
concentrada e nem muito diluida. Por fim, pingou-se o material sobre laminas bem
limpas e aquecidas ao redor de 50°C. Apds a secagem ao ar, seguiu-se a coloracdo do
material com solu¢do Giemsa 5%, em tampao fosfato (pH 6,8), durante 5 — 8 minutos,

lavagem em agua destilada e secagem ao ar.

3.4. Inducdo do aumento do numero de mitoses (Oliveira et al., 1988; Cavallini &

Bertollo, 1988)

Para se obter uma boa analise cromossomica, fez-se necessario a obtengdo mais
consistente de células metafésicas, tanto em qualidade como em quantidade. Uma vez
que o orgdo utilizado, o rim anterior possui fun¢do hematopoiética, ou seja, produzir
células sangiiineas, tanto as de defesa como as de transporte de O,/CO,, foi utilizado
aumento na freqiiéncia de mitoses nas células de defesa através de uma suspensdo de
levedura (0,5 g de fermento de padaria + 1,5 g de dextrose + 6 ml de H,O). Essa solugdo

foi injetada intraperitonialmente na propor¢do de 1 mL/100 gramas de peso animal
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durante 24 horas, apds o qual processou-se o material para a preparacdo de

Cromossomos mitoticos.

3.5. Classificacdo dos cromossomos (Levan et al., 1964)

Os homologos foram pareados e dispostos em grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico). A classificacdo cromossdmica adotada
foi a proposta por Levan et al. (1964), onde o limite da relagdo de bragos (RB), brago

maior/brago menor, estabelecido ¢ o seguinte:

RB=1,00-1,70 , metacéntrico (m);
RB=1,71-3,00 , submetacéntrico (sm);
RB=3,01-7,00 , subtelocéntrico (st);

RB=7,01- acrocéntrico (a).

Para o céalculo do niumero fundamental (NF) os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com dois bragos

cromossomicos € 0s acrocéntricos com apenas um brago.

3.6. Bandamento C (Sumner, 1972 com modificagdes Lui et al., 2009)

As laminas foram tratadas com solug¢do de éacido cloridrico 0,2N durante 10
minutos, a temperatura ambiente, lavadas em 4agua destilada e incubadas em solucdo de
hidréxido de bario 5% a 60 °C, por aproximadamente 1 minuto e 45 segundos.

Terminado esse tratamento, as laminas foram rapidamente lavadas em acido cloridrico
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0,2N, agua destilada, e finalmente incubadas em solucdo salina de 2xSSC durante 30
minutos a 60 °C. Apoés a lavagem final com agua destilada, o material foi corado com o
fluorocromo iodeto de propideo na proporgao de 20 puL de anti-fading / 0,7 uL de iodeto

de propideo (50 pg/mL).

3.7. Caracterizacado das Regides Organizadoras de Nuceolo (Howell & Black, 1980)

Sobre a lamina com cromossomos adicionaram-se duas gotas de solugdo aquosa
de gelatina (1g/100 mL de agua destilada e 0,5 ml de 4cido féormico) juntamente com
quatro gotas de solu¢do aquosa de Nitrato de Prata (50%). A lamina foi coberta com
laminula e incubada em estufa a 60°C por um periodo de aproximadamente sete
minutos, dependendo de um monitoramento de coloracdo da mesma. Apos a retirada da
laminula, a lamina foi lavada em d4gua destilada e as metafases observadas em

microscopia optica.

3.8. Analise Sequencial

Foi realizada analise seqiiencial das metafases, na qual a mesma lamina que
continha metafases que foram coradas com Giemsa (coloragdo convencional) e
capturadas, foi submetida ao bandamento C e, posteriormente, ao tratamento com
nitrato de Prata. Apesar de alguns caridtipos com diferentes marcadores ndo estarem
apresentados com a mesma metafase, a montagem com os trés tratamentos propiciou

maior precisdo e determinagdo dos cromossomos marcadores.
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3.9. Coloracao pelo Fluorocromo CMA; e DAPI (Schmid, 1980)

Primeiramente foi colocado cerca de 150 pL da solugdo de Distamicina 0,3
mg/mL sobre o material, cobriu-se com laminula e deixou agindo por 15 minutos.
Escorre-se a laminula e a ladmina foi lavada em agua corrente, deixando secar por
poucos minutos. Em seguida, foi adicionada 150 pL de solu¢do de Cromomicina Aj;
(1mg/mL) e coberta com laminula, deixando agir por 60 minutos no escuro. A laminula
foi escorrida e a lamina lavada em agua corrente. Apds secar ao ar, a lamina foi
montada com uma nova laminula utilizando 100 pL de antifading + DAPI (0,2 mg/mL),
como contra-corante. As laminas foram mantidas no escuro e examinadas em

microscopia de fluorescéncia apos cerca de uma semana.

3.10. Hibridacao in situ Fluorescente (FISH)

A localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S nos cromossomos foi obtida pela
hibridagdo fluorescente in situ (FISH), segundo Pinkel et al. (1986). Para o trabalho do
capitulo I foram utilizadas as sondas de rDNA 18S de Prochilodus argenteus, obtidas
por Hatanaka & Galetti Jr. (2004), e de rDNA 5S de Leporinus elongatus por Martins &
Galetti Jr. (1999).

Para o trabalho do capitulo II a obtencdo das sondas de rDNA 18S e 5S foi
realizada a partir do genoma de Parauchenipterus galeatus utilizando a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A extragdo de DNA gendmico foi realizada de
acordo com o método descrito por Sambrook et al. (1989). Para amplificagdo do rDNA

5S foram utilizados os primers , construidos a partir da sequéncia do RNAr 5S de Salmo
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gardnerii, descrita por Komiya & Takemura (1979) e a reagdo de PCR foi realizada de
acordo com Pendas et al. (1994) contendo 2,5 uL PCR Buffer 10x, 0,75 uL. MgCl,
(50mM), 3,2 uL dNTPs (1,25 mM), 0,5 uL de cada primer (10 uM), 1 uL DNA (80
ng/mL), 0,1 uL Taq Polimerase (5 U/uL) e 16,45 uL de H,O Mili-Q. As condigdes de
PCR foram as seguintes: 94°C (5 min), 2 ciclos de 95°C (1 min), 61°C (30 seg), 72°C
(45 seg), 2 ciclos de 95°C (1 min), 59°C (30 seg), 72°C (45 seg), 2 ciclos de 95°C (1
min), 57°C (30 seg), 72°C (45 seg), 25 ciclos de 95°C (1 min), 61°C (30 seg), 72°C (45
seg), seguido por 72°C (7 min).

Para amplificagdo do rDNA 18S foram utilizados os primers 18SF/18SR
conforme descrito por Cioffi et al. (2009) e a reagdo de PCR foi realizada contendo 2,5
ulL PCR Buffer 10x, 0,75 uL MgCl, (50mM), 3,2 uL dNTPs (1,25 mM), 0,5 uL de cada
primer (10 uM), 1 uL DNA (80 ng/mL), 0,1 uL Taq Polimerase (5 U/uL) e 16,45 uL de
H,0 Mili-Q. As condi¢des de PCR foram as seguintes: 94°C (5 min), 35 ciclos de 95°C
(1 min), 60°C (1 min), 72°C (45 seg), seguido por 72°C (7 min).

As sondas foram marcadas com biotina através de “Nick Translation” com o kit
Bionick™ Labeling System, seguindo-se as recomendagdes do fabricante
(Invitrogen™). As laminas foram desidratadas em série alcodlica (etanol 70, 80 e
100%) por 5 min cada e incubadas com RNAse (40ug/mL em 2xSSC) em camara
umida a 37°C por 1h.O DNA cromossomico foi desnaturado com formamida 70% em
2xSSC a 70°C por 5 min e as sondas foram desnaturadas em solu¢do de hibridagao
(formamida 50%, sulfato dextrano 10%, 2xSSC, DNA de placenta humana 200ug/pL,
sonda 3,75 ng/uL, volume final de 400uL) a 100°C por 10 min. Posteriormente, foi
colocados 50-ulL da solugcdo de hibridacdo em cada lamina e incubado em camara

umedecida com formamida 60% overnight. Apds esse procedimento, as ldminas foram

lavadas em solucao de 2xSSC a 42°C por 20min e com 0,1xSSC a 60°C por 15 min. As
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laminasforam encubadas em tampao 5% NFDM (No Fat Dry Milk 5%, 4xSSC).
Posteriormente, incubou-se as ldminas em 90uL de FITC 2,5ng/ul. em NFDM por 30
min, lavou-se com solu¢do de 2xSSC por 15 min e incubou-se novamente agora com
90uL de anti-avidina 1% em NFDM por 30 min. Quando necessario, apos lavagem com
solugdo salina 2xSSC, o passo anterior foi repetido a fim de se amplificar o sinal. Por
fim, as laminas foram montadas com 25 pL de antifading e 1uL iodeto de propideo

(50pg/mL) e analisadas em microscopia de fluorescéncia.

3.11. Analises Cariotipicas

As preparagdes de técnicas de citogenética cldssica foram analisadas em
microscopio Optico comum. As contagens cromossdmicas € observagdes mais
detalhadas foram feitas com a objetiva de imersao.

As preparagdes de hibridacdo in situ e as coloragdes com fluorocromos foram
analisadas em microscopio de epifluorescéncia, com filtros apropriados. Com a
utilizagdo de uma camera acoplada a um microscopio Olympus BX50, as imagens
selecionadas foram capturadas através do software Image-Pro Plus versdo 6.3 (Media

Cybernetics).

3.12. Extracdo e Quantificacdo de DNA

O DNA total foi isolado de pedago de tecido muscular preservado em etanol
100% e extraido com fenol através de método descrito por Sambrook et al. (1989).
Apos a extragdo do DNA total foi realizada a sua quantificacdo em gel de agarose 1%

com auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). A
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estimativa da quantidade de DNA foi feita por meio de comparago entre o tamanho ¢ a
intensidade da banda do marcador com o das amostras. Depois da quantificagdo, uma
aliquota do DNA foi diluida a fim de se obter uma concentragao final de 50 ng/uL para

uso diario.

3.13. Amplificacéo da regido D-loop do DNA mitocondrial

Para amplifica¢do da regido D-loop do DNA mitocondrial foram utilizados os
primers FTTF (5> GCC TAA. GAG CAT CGG TCT TGTAA 3’¢ F12R (5’GTC . AGG
ACC ATG CCT TTG TG 3’) (Sivasundar et al. 2001). Essa regido foi amplificada
através de uma reacdo de PCR contendo 5,0 uL de tampao de reagdo, 1,25 uL. MgCl,,
8,0 uL dNTP, 1,0 uL de cada primer, 2 uL DNA (50 ng/uL), 0,3 uLL Taq Polimerase e
31,45 uL de H,O Mili-Q. As condi¢des de PCR foram as seguintes: 94°C (5 min), 36
ciclos de 94°C (30 seg), 48°C (45 seg), 72°C (1 min e 30 seg), seguido por 72°C (7

min).

3.14. Sequenciamento e alinhamento das sequéncias D-loop do DNA mitocondrial

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel
Purification da Amersham-Pharmacia Biotech. As reagdes de seqiienciamento foram
realizadas utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (com Thermo Sequenase™ II
DNA Polimerase) de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000. As sequéncias

foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron

3.12.
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O alinhamento das sequéncias da regido D-loop do DNA mitocondrial foi
realizado com a versao 4.0 do MEGA (Kumar et al., 2001). O melhor método de analise
encontrado pelo MODELTEST para a regido D-loop foi o de Tamura-Nei (Tamura &
Nei, 1993), com sitios invariantes (TrN+I). Desta forma, a arvore de distancia neighbor-
joining (Saitou & Nei, 1987) foi construida por este método. Nessa analise, os valores
de suporte foram baseados em 1000 réplicas. O coeficiente gama foi estimado usando a

verdo 4.0 do PAUP (Swofford, 2002).
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Capitulo |

Primeira descri¢do de cromossomos B na familia Auchenipteridae,

Parauchenipterus galeatus (Siluriformes) da bacia do rio S&o Francisco (MG)

Lui RL, Blanco DR, Margarido VP, Moreira-Filho O (2009) First description of B
chromosomes in the family Auchenipteridae, Parauchenipterus galeatus
(Siluriformes) of the S&o Francisco river basin (MG, Brazil). Micron 40 (5-6): 552-
559 (ANEXO ).
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Resumo

Os cromossomos B s3o considerados adicionais e dispensaveis, ¢ devem ter sua
origem a partir dos cromossomos A seguindo uma evolugdo propria. Em peixes,
aproximadamente metade das espécies neotropicais que possuem cromossomos B s3o
Characiformes e 35% sao Siluriformes, sendo que nenhum relato para Auchenipteridae
havia ocorrido até o momento. Os cromossomos B encontrados nesta populagdo de
Parauchenipterus galeatus da bacia do rio Sdo Francisco do estado de Minas Gerais
(Brasil) sdo pequenos, metacéntricos, totalmente heterocromaticos e possuem variagao
numérica intra e interindividual. O numero diploide encontrado foi igual a 58
cromossomos (22 metacéntricos, 16 submetacéntricos, 12 subtelocéntricos ¢ 8
acrocéntricos). As NORs sdo simples e a heterocromatina intercalar aos sitios
ribossomais, caracterizada pelos fluorocromos CMA3; e DAPI, ¢ de constituicio GC-
rica. O rDNA 58 esta localizado intercalarmente em apenas um par cromossémico. Uma
hipétese sobre a origem dos cromossomos B em P. galeatus e uma revisdo sobre
cromossomos B em catfishes também ¢ apresentada no presente trabalho.

Palavras-chave: Citogenética, CMA;, DAPI, rDNA 18S, rDNA 5S.

Introducéo

Siluriformes compreende o segundo maior grupo de peixes da regido
Neotropical, possuindo 36 familias, 478 géneros e mais de 3.000 espécies (Ferraris Jr.,
2007), com distribui¢io mais ampla em agua doce na América do Sul e na Africa,
havendo poucos grupos representados na Europa e na Asia. Como excegdo, a familia

Ictaluridae ¢ predominante na América do Norte (Greenwood et al., 1966) e as familias
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Ariidac e Plotosidae incluem representantes marinhos, além das familias
Auchenipteridae, Aspredinidac e Pangasiidae que apresentam espécies de estuario que
as vezes penetram no mar (Pinna, 1998). Segundo Buckup et al. (2007), Siluriformes
representa cerca de 40% das espécies presentes nas bacias hidrograficas brasileiras com
mais de 1.000 espécies validas, distribuidas em 11 familias e mais de 200 géneros.

Auchenipteridae, que ¢ restrita a regido Neotropical, compreende 20 géneros e
cerca de 90 espécies (Ferraris Jr., 2007), das quais 74 ja foram registradas para o
territorio brasileiro (Akama e Sarmento-Soares, 2007). Esse grupo ¢ dividido em duas
subfamilias, Centromochlinac e Auchenipterinaec (Pinna, 1998; Ferraris Jr., 2003).
Centromochlinae inclui os géneros Centromochlus, Gelanoglanis, Glanidium e Tatia,
enquanto Auchenipterinae compreende os demais dezesseis géneros validos para a
subfamilia.

Os estudos citogenéticos em Auchenipteridae sdo escassos e estdo restritos aos
géneros Ageneiosus, Auchenipterus, Glanidium e Parauchenipterus (Fenocchio e
Bertollo, 1992; Ravedutti e Julio Jr., 2001). Ageneiosus inermis (citado como
Ageneiosus brevifilis) e Ageneiosus atronasus da bacia do rio Amazonas apresentaram
2n = 56 cromossomos (Fenocchio e Bertollo, 1992), enquanto Auchenipterus
osteomystax (citado como Auchenipterus nuchalis), Glanidium ribeiroi e
Parauchenipteris galeatus apresentaram 2n = 58 cromossomos (Ravedutti e Julio Jr.,
2001). Com base nestes estudos, até 0 momento nao havia nenhuma descri¢ao sobre a
existéncia de cromossomos B em Auchenipteridae.

Segundo Camacho (1993), os cromossomos B sdo considerados adicionais e
dispensaveis, presentes em alguns individuos de algumas populacdes, que devem se
originar a partir dos cromossomos A, mas seguem sua propria evolugdo. Dessa forma,

os cromossomos B ndo constituem clementos essenciais ao crescimento,
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desenvolvimento e reproducdo dos organismos. Os cromossomos B sdo totalmente, ou
na sua maior parte, compostos por heterocromatina, ¢ uma das caracteristicas da
heterocromatina ¢ sua replicacdo tardia (Volobujev, 1981). Segundo Jones e Rees
(1982), o termo cromossomo B deve ser empregado somente para os casos em que 0s
supranumerarios apresentam certa freqliéncia na populagdo e representa uma
caracteristica da mesma, dessa forma, sendo um polimorfismo em vez de uma variagao.

Os modelos de origem intra e interespecificos sdo amplamente aceitos e bem
documentados na literatura através de estudos citogenéticos € moleculares (Camacho et
al., 2000). O grande cromossomo B metacéntrico de Astyanax scabripinnis ¢ um
exemplo de origem intra-especifica em peixes, tratando-se de um caso de
isocromossomo (Vicente et al., 1996; Mestriner et al., 2000). Poecilia formosa, que
apresenta cromossomo B, ¢ considerado um hibrido interespecifico entre P. mexicana e
P. latipinna (Dawley, 1989); fato semelhante pode ser encontrado para a origem do
microcromossomo de Cichla sp. (hibrido entre Cichla reticulata e Cichla monoculus),
porém segundo os autores, uma hipdtese intraespecifica de quebra de fragmento
cromossomico relacionada a fatores ambientais nao pode ser descartada (Feldberg et al.,
2004).

Aproximadamente metade das espécies de peixes neotropicais que possuem
cromossomos B sdo Characiformes e 35% sdo Siluriformes. Apenas cinco familias de
Siluriformes  (Callichthyidae, Heptapteridae, Pimelodidae, = Trichomycteridae,
Loricariidae) apresentam relatos desses cromossomos (Carvalho et al., 2008). No
presente trabalho ¢ apresentada uma revisdo de cromossomos supranumerarios em
catfishes (Tab. 1) e a primeira descricdo em um representante da familia

Auchenipteridae.



Tabela 1 Revisao de cromossomos B em catfishes.
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Familia/Espécie Localidade HB 2n FA FI NB Tamanho do B MB Referéncias

Callichthyidae
Callichthys callichthys Arroio Branquinha, rio Gravatai - 58 23 15 0-4 - - 1
Callichthys callichthys Rio Guaiba - 57 3 2 0-3 Pequeno m, sm 1
Callichthys callichthys Lagoa dos Patos - 58 1 1 0-16 Pequeno m, sm 1
Callichthys callichthys Itanhaém, Brasil - 58 3 1 0-5 Micro - 2
Callichthys callichthys Lagoas na cidade de Reconquista, Argentina LP 56 10 5 0-2 Pequeno m 3
Callichthys callichthys Rio Iguagt, Brasil LP 58 6 - 0-2 - - 4
Callichthys callichthys Corrego do Pombo, Marilia, Brasil UP 56 2 2 0-8 Micro - 5
Callichthys callichthys Corumba, Brasil P 56 3 1 0-1 Grande m 5
Corydoras aeneus Rio Corumbatai, Tieté, Brasil Uup 60 10 - 0-2 - a 6
Corydoras aeneus - 60 33 9 0-3 Pequeno sm, st 7
Corydoras aeneus Tieté river, Bauru, Brazil UP 60 - - 2 - - 8

Heptapteridae
Pimelodella kronei Iporanga, Brazil - 58 9 1 1 Micro - 9
Rhamdia branneri Reservatério Segredo, Guarapuava, Brasil UP 58 13 12 0-4 Médio m, sm 10

Referéncias: 1 - Erdtmann et al. (1990); 2 - Oliveira et al. (1993); 3 - Sanchez e Fenocchio (1996); 4 - Maurutto et al. (2006); 5 - Shimabukuro-Dias et al. (2005); 6 - Pacheco et al. (2008); 7 -
Oliveira et al. (1988); 8 - Prado et al. (2006); 9 - Almeida-Toledo et al. (1992); 10 - Abucarma e Martins-Santos (2001)

Para as abreviagdes veja legenda no final da tabela.
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Tabela 1 Continuagio

Familia/Espécie Localidade HB 2n FA FI NB Tamanho do B MB Referéncias

Rhamdia branneri Rio Iguagt, Quedas do Iguagu, Brasil LP 58 - - 0-4 Médio - 11

Corregos Horteld, Quinta and Jacutinga, rios Araqua

Rhamdia cf. hilarii  Pardo, reservatério Jurumirim, Brasil UP 58 17 3 0-3 Médio m 12
Rhamdia hilarii Reservatorio Monjolinho, Sao Carlos, Brasil UP 58 51 50 0-5 Pequeno/Médio m 13
Rhamdia hilarii Lagoas Nova e Jatai, Luis Antonio, Brasil UP 58 1 1 0-2 Pequeno - 14
Rhamdia hilarii Reservatério Lobo, Itirapina, Brasil UP 58 29 - 0-3 Meédio m 15
Rhamdia hilarii Reservatorio 29, Luis Antonio, Brasil UP 58 33 - 0-5 Médio m 15
Rhamdia hilarii Rio Sao Francisco, Trés Marias, Brasil SF 58 1 1 2 Médio m 15
Rhamdia hilarii Rio Mogi-Guagu, Brasil UP 58 11 - 0-2 Médio m 16
Rhamdia quelen Rio Guaiba, Lagoa dos Quadros, Brasil - 58 30 13 0-2 Médio m 17
Rhamdia quelen Lagoas Nova e Jatai, rio Mogi-Guagu, Brasil UP 58 1 1 0-4 Pequeno - 14
Rhamdia quelen Rio Mogi-Guagu, Luis Antonio, Brasil UP 58 1 1 4 Médio m 15
Rhamdia quelen Rio Iguagu, Porto Unido, Brasil LP 58 3 - 0-1 Médio m 15
Rhamdia quelen Rio Aguapei, Brasil UP 58 20 10 0-4 Médio/Grande m 18

Referéncias: 11 - Roman et al. (2002); 12 - Vissoto et al. (1999); 13 - Fenocchio e Bertollo (1990); 14 - Fenocchio (1993); 15 - Fenocchio et al. (2000); 16 - Maistro et al. (2002); 17 - Hochberg e
Erdtmann (1988); 18 - Stivari e Martins-Santos (2002)

Para as abreviagdes veja legenda no final da tabela.
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Familia/Espécie Localidade HB 2n FA FI NB Tamanho do B MB Referéncias

. Arroio Sarandi, Lagoa Fragata, Canal Sdo Gongalo
Rhamdia quelen canal, Arroio Santa Izabel, Brasil 8 14 6 0-3 ) ) 19
Rhamdia quelen Rio Iguagu, Brasil LP 58 10 1 0-1 Pequeno m 20
Rhamdia quelen Corrego Fazzari, UFSCar, Brasil UP 58 - - 0-2 Pequeno - 21
Rhamdia quelen Rio Peixe, Videira, Brasil - 58 40 - 0-1 - - 22
Rhamdia quelen Rio Taquarussu, Brasil UP 58 19 8 0-4 Médio/Grande m 23
Rhamdia quelen Rio Uberabinha, Uberlandia, Brasil UP 58 17 - 0-7 Pequeno/Médio m, :m’ 24
Rhamdia quelen Corrego Sangéo e rio Sdo José, Cascavel, Brasil UP 58 - - 1 - - 25
Rhamdia quelen Rio Sdo Francisco, Trés Marias, Brasil SF 58 9 - 0-4 Pequeno/Micro m 26
Rhamdia quelen Rio Araras, Brasil UP 58 - - 6 - - 25
Rhamdia quelen Corrego Bebedouro, Uberlandia, Brasil UP 58 - - 0-2 - - 27
Rhamdia quelen Corrego Tatupeba, Maringa, Brasil UP 58 7 5 0-1 Pequeno a 28
Rhamdia quelen Rio Agua dos Patos, Iepé, Brasil UP 58 9 9 0-2 Médio m 29

Referéncias: 19 - Born (2002); 20 - Fenocchio et al. (2003); 21 - Garcia et al. (2003b); 22 - Grahl e Victoriano (2004); 23 - Stivari e Martins-Santos (2004); 24 - Guilherme (2005); 25 - Garcia et al.
(2006); 26 - Garcia (2005); 27 - Silva e Morelli (2006); 28 - Carvalho et al. (2007); 29 - Moraes (2007)

Para as abreviagdes veja legenda no final da tabela.
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Tabela 1 Continuagio

Familia/Espécie Localidade HB 2n FA FI NB Tamanho do B MB Referéncias
Rhamdia quelen Rio Agua das Pedras, Londrina, Brasil UP 58 5 5 0-2 Médio m 29
Rhamdia quelen Rio Taquari, bacia do Tibagi, Jataizinho, Brasil UP 58 7 6 0-2 Meédio m 29
Rhamdia quelen Piscicultura FUNPIVI, Timb0, Brasil - 58 4 2 0-2 Meédio m 29
Rhamdia quelen Planalto da Bodoquena, Porto Murtinho, Brasil P 58 4 4 0-3 Médio m, sm 30
Rhamdia quelen Rio Piquiri, Nova Laranjeiras, Brasil UP 58 6 - 0-3 Micro - 31
Rhamdia sapo Buenos Aires, Argentina - 58 12 3 0-1 Meédio/Pequeno m, a 32
Rhamdia sp. Reservatorio Furnas, rio Sapucai, Alfenas, Brasil UP 58 20 - 0-3 - - 33
Rhamdia sp. Reservatorio Segredo, Guarapuava, Brasil UP 58 4 2 0-2 Pequeno a 10
Rhamdia sp. Corrego Grande, Pindamonhangaba, Brasil UP 58 13 10 0-4 Pequeno m 42
Rhamdia voulezi Reservatério Segredo, Guarapuava, Brasil UP 58 4 3 0-2 Médio m 10

Pimelodidae
Bergiaria westermanni Rio Séo Francisco, Brasil SF 56 7 7 0-5 Pequeno - 34
Iheringichthys labrosus Rio Tibagi, Londrina, Brasil UP 56 11 9 0-3 Micro - 35

Referéncias: 10 - Abucarma e Martins-Santos (2001); 29 - Moraes (2007); 30 - Moraes et al. (2007); 31 - Silva e Margarido (2007); 32 - Valcarcel et al. (1993); 33 - Andrade et al. (1998); 34 - Dias e
Foresti (1993); 35 - Carvalho et al. (2004); 42 - Garcia et al. (2003a)

Para as abreviagdes veja legenda no final da tabela.
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Tabela 1 Continuagio

Familia/Espécie Localidade HB 2n FA FI NB Tamanho do B MB Referéncias

Reservatorio Capivara, Sertandpolis e Porecatu,

Iheringichthys labrosus Brasil UP 56 25 18 0-1 Micro - 36

Iheringichthys labrosus Rio Mogi-Guagu, Brasil UP 56 4 4 0-2 Micro - 37

Iheringichthys labrosus Reservatorio Jurumirim, Brasil UP 56 8 3 0-2 Pequeno a 12

Megalonema platanum Rio Tibagi, Londrina, Brasil UP 54 - 1 0-1 Micro a 38

Pimelodus ortomanni Reservatério Caxias, bacia do Iguagu, Brasil UP 56 4 4 0-4 Pequeno m, a 39

Pimelodus sp. Reservatorio Caxias, bacia do Iguagu, Brasil UP 56 41 6 0-4 Pequeno m, a 39
Trichomycteridae

Trichomycterus sp. B Rio Iguagu, Brasil UP 54 - 1 0-2 Pequeno/ Pequeno m, a 40
Auchenipteridae

Parauchenipterus galeatus Lagoa marginal bacia do rio Sdo Francisco, Brasil SF 58 10 7 0-2 Pequeno m 41

Referéncias: 12 - Vissoto et al. (1999); 36 - Carvalho e Dias (2005); 37 - Dias e Foresti (1990); 38 - Carvalho et al. (2006); 39 - Borin ¢ Martins-Santos (2004); 40 - Borin ¢ Martins-Santos (1997); 41
— Presente trabalho.

HB = Bacia Hidrografica; 2n = nimero dipldide; FA = individuos analisados; FI = individuos com cromossomo B; NB = niimero de cromossomos B; MB = morfologia do cromossomo B; UP = Alto
Parana; LP = Baixo Parana; P = Paraguai; SF = Sdo Francisco; m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntrico.
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Materiais e Métodos

Foram analisados através de técnicas citogenéticas basicas ¢ moleculares 10
exemplares de Parauchenipterus galeatus (7 fémeas ¢ 3 machos) coletados em uma
lagoa marginal localizada na margem direita do rio S3o Francisco no municipio de
Lagoa da Prata, estado de Minas Gerais, Brasil. Esses exemplares foram depositados na
colecdo de peixes do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP
100985).

A preparacao da suspensao celular de cromossomos mitoticos foi obtida a partir
de células do rim anterior (Bertollo et al., 1978; Foresti et al., 1993). Os peixes foram
anestesiados com o6leo de cravo de acordo com Henyey et al. (2002). A morfologia
cromossomica foi determinada de acordo com a relagdo de bragos proposta por Levan et
al. (1964). O namero fundamental (NF) foi calculado considerando cromossomos
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) como portadores de
dois bragos, € cromossomos acrocéntricos (a) como portadores de apenas um brago.

O padrao de distribuicdo de heterocromatina foi determinado através do método
descrito por Sumner (1972), em laminas previamente analisadas com coloragdo
convencional Giemsa, as quais foram descoradas em fixador (3 metanol : 1 acido
acético) e submetidas ao bandamento C (andlise seqiiencial). Uma modificagdo na
técnica de Sumner (1972) foi introduzida, em que a coloragdo por Giemsa foi
substituida pelo fluorocromo iodeto de propideo na proporg¢ao de 20 pL de anti-fading
com 0,7 pL iodeto de propideo (50 pg/mL). A utilizagdo do fluorocromo iodeto de
propideo possibilitou maior nitidez das regides heterocromaticas. A analise foi realizada
em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50 e as imagens foram capturadas,

convertidas para escala de cinza e invertidas (Fig. 1) no software Image-Pro Plus versao
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6.3 (Media Cybernetics). As regides organizadoras de nucléolos ativas foram
identificadas utilizando impregnagdo pelo nitrato de Prata (Howell e Black, 1980), e
esta preparagdao também foi efetuada em metafases anteriormente coradas por Giemsa
(andlise seqiiencial). A coloragdo com os fluorocromos base especificos Cromomicina
Aj; (CMA;) e DAPI foi realizada segundo Schmid (1980).

A localizagdo dos sitios de rDNA 18S ¢ 5S nos cromossomos foi realizada
utilizando a técnica de hibridizagdo in situ flurorescente - FISH (Pinkel et al., 1986),
com sondas obtidas das espécies de peixes Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti
Jr., 2004) e Leporinus elongatus (Martins ¢ Galetti Jr., 1999), respectivamente. As
sondas foram marcadas com biotina-14-dATP por nick translation segundo as
instru¢des do fabricante (Bionick Labeling System - Invitrogen). Os cromossomos foram
contra-corados com solugdo de anti-fading/iodeto de propideo (50 pg/mL) e analisados
em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50. Para a captura das imagens foi

utilizado o software Image-Pro Plus versdo 6.3 (Media Cybernetics).

Resultados

O numero dipléide encontrado para a espécie estudada foi de 58 cromossomos
para ambos os sexos, apresentando 22 metacéntricos, 16 submetacéntricos, 12
subtelocéntricos e 8 acrocéntricos e NF = 108 (Fig. 2). Dos dez exemplares analisados,
sete (dois machos e cinco fémeas) apresentaram cromossomos B de tamanho pequeno e
do tipo metacéntrico. Seis exemplares apresentaram até 2 B e um macho apresentou até
1 B (Tab. 2). Entre os exemplares com B, 38,2% das células analisadas apresentaram
apenas 1 B, 27,2% apresentaram 2 B e 34,6% ndo apresentaram B. Houve variagdo

intra-individual de cromossomos B.
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Tabela 2 Freqiiéncia de cromossomos B em Parauchenipterus galeatus da bacia do
Sédo Francisco.

Numero de cromossomos B/célula Células Células com
Exemplar  Sexo .

0B 1B 2B analisadas B (%)
18524 Q 12 10 13 35 65,7
18525 Q 33 - - 33 0
18526 Q 08 05 05 18 55,5
18536 IS 24 26 14 64 62,5
18537 Q 02 03 01 06 66,6
18538 Q 09 10 02 21 57,4
18545 a3 04 05 - 09 55,5
18546 Q 07 14 17 38 81,5
18547 3 11 - - 11 0
18548 Q 28 - - 28 0
Total 138 73 52 263

O bandamento C demonstrou que a heterocromatina esta dispersa em posicao
terminal de quase todos os cromossomos do complemento A, com marcacao
bitelomérica em alguns cromossomos metacéntricos, submetacéntricos €
subtelocéntricos. Também foram evidenciadas marcagdes pericentroméricas em alguns
cromossomos  acrocéntricos. Os cromossomos B  mostraram-se totalmente
heterocromaticos (Fig. 3).

A impregnacdo com o nitrato de prata evidenciou RONs simples em posigao
terminal no brago curto do par subtelocéntrico 23 (Fig. 2). Esta mesma regido respondeu
positivamente ao fluorocromo Cromomicina As, sendo confirmado negativamente pelo
DAPI (Fig. 4) e sugerindo que a heterocromatina intercalar ao sitio de rDNA 45S possui
constituicdo GC - rica.

A hibridizagdo com sonda de rDNA 18S também evidenciou um tUnico par
cromossomico portador destes sitios, correspondente ao evidenciado pelo nitrato de
prata. A sonda de rDNA 5S mostrou que o sitio esta localizado em posi¢ao proximal ao

centrdmero no brago curto do par de cromossomos submetacéntricos 16 (Fig. 4).
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Discussao

Diferentes técnicas citogenéticas tém sido utilizadas para desvendar a origem
dos cromossomos B, como através de analises por bandamento C (Vicente et al., 1996),
complexo sinaptonémico (Dias et al., 1998) e hibridizagdo com sonda DNA satélite
(Mestriner et al., 2000; Jesus et al., 2003; Artoni et al., 2006), entre outros. Salvador e
Moreira-Filho (1992) e Carvalho et al., (2008) mostraram que a maioria dos
Cromossomos supranumerarios em peixes neotropicais sdo metacéntricos, fato que
reforga 0 modelo de origem por isocromossomo. Segundo Néo et al. (2000a), o
surgimento dos diferentes tipos de cromossomos B em Astyanax (submetacéntricos,
subtelocéntricos e acrocéntricos) representaria formas derivadas dos metacéntricos
originados por isocromossomo. Essas formas derivadas teriam sua origem devido ao
comportamento na meiose pareando os bragos do cromossomo B, facilitando rearranjos,
tais como, inversdes pericéntricas, duplicacdes e delecdes, que causariam mudanga no
tamanho e na forma. No presente trabalho, os cromossomos B apresentados nos
exemplares da populacdo de P. galeatus da bacia do rio Sao Francisco sdo pequenos e
do tipo metacéntrico, com formas variantes desses cromossomos B ndo detectadas.

Os cromossomos B aqui observados estdo presentes no nimero méaximo de dois
por célula. Segundo Camacho et al., (2000), o numero maximo de cromossomos B em
uma populacdo ¢ o resultado das interagdes entre o sistema de acimulo (aumento da
freqliéncia) e os efeitos prejudiciais que esses cromossomos podem gerar aos
portadores. Em quase 40% dos casos em peixes neotropicais foi encontrado apenas 1
cromossomo B por individuo. Entretanto, Erdtmann et al. (1990) mostram que em
Callichthys callichthys este nimero pode chegar até 16. Cerca de 80% das cinqiienta e

oito populacdes de catfishes que apresentam descricdes de cromossomos B até o
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momento ¢ que foram revisadas neste trabalho possuem mais do que 1 supranumerario
por individuo, e em aproximadamente metade das descri¢des os supranumerarios sao
encontrados em mais de um individuo na populagdo (Tab. 1). Jones e Rees (1982)
sugerem que o termo cromossomo B seja empregado somente para os casos em que
esses supranumerarios sdo encontrados com certa freqii€ncia na populagdo, mas ¢
possivel verificar que em alguns casos esses cromossomos apresentam-se de forma
esporadica na populacdo, sendo encontrados em apenas um individuo, ¢ em outros
casos, a freqiiéncia ndo ¢ relatada.

Estudos populacionais em espécies que apresentam cromossomos B mostram
alguns aspectos importantes. Em Myrmeleotettrix maculatus, populagoes amplamente
distribuidas desse gafanhoto apresentam variacdo no niimero de cromossomos B nas
diferentes localidades estudadas, sendo possivelmente relacionadas a diferengas nas
condi¢des ambientais dessas regides. Essa variagdo na quantidade de cromossomos B
ndo deve estar relacionada a um unico elemento, portanto, o conjunto de diversos
fatores ambientais deve ser considerado para tal situacdo (Jones e Rees, 1982). Em
peixes, Néo et al. (2000b) verificaram um gradiente crescente na freqiiéncia de
cromossomos B de Astyanax scabripinnis das regides de menor altitude para as de
maior altitude em populagdes da serra da Mantiqueira.

P. galeatus, analisados no presente estudo, foram coletados em uma lagoa
marginal em que as condi¢des ambientais podem ser consideradas ideais para a
manuten¢do de cromossomos B quando comparadas a outros locais em que a espécie
pode ser encontrada, pois o isolamento geografico parcial da lagoa pode proporcionar
uma reducdo no fluxo génico com as outras populacdes da bacia do Sao Francisco. Este
fato poderia justificar a freqiiéncia de 70% de exemplares portadores desses

cromossomos B na populacdo. Fato semelhante tem sido descrito em diferentes
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populagdes de Astyanax scabripinnis isoladas em cabeceiras de riachos (Salvador e
Moreira-Filho, 1992; Vicente et al., 1996; Mizoguchi e Martins-Santos, 1997; Mestriner
et al., 2000; Néo et al., 2000a; Néo et al., 2000b; Maistro et al., 2001). Nos estudos
anteriormente citados, os autores também verificaram que exemplares portadores do
macro cromossomo B em A. scabripinnis apresentam uma constancia de 100% nas
células analisadas. Casos semelhantes ja foram relatados em outras espécies de
Characiformes. Entretanto, as espécies de Siluriformes com descri¢do de cromossomos
B apresentam variacdo intra-individual. Em catfishes, a maioria dos cromossomos B sdo
pequenos e/ou médios (Tab. 1). Os micro-cromossomos sao de dificil determinacao
morfologica. Verifica-se que nos casos em que a morfologia foi relatada,
aproximadamente 65% correspondem a metacéntricos (Tab. 1). Estes dados reforcam a
proposta de origem isocromossdmica dos cromossomos B, que também pode ser
sugerida para espécie estudada no presente trabalho.

Das dezoito espécies de catfishes com cromossomos B, sete sdo da familia
Heptapteridae. Esta familia possui trinta e sete distintas popula¢des com descri¢do
desses cromossomos, sendo uma no género Pimelodella e trinta e seis em Rhamdia. A
presenca de cromossomos B tem sido frequentemente descrita no género Rhamdia
(Fenocchio et al., 2000; Garcia et al., 2003a; Stivari e Martins-Santos, 2004; Carvalho
et al., 2008, entre outros). O maximo de B encontrado para o género ¢ em uma
populagio de Rhamdia quelen do rio Uberabinha, com até sete cromossomos
(Guilherme, 2005) e, na maioria dos casos sdo de tamanho pequeno ou médio (Tab. 1).
Segundo Fenocchio et al. (2000) ¢ Moraes et al. (2007), os cromossomos B nesse
género podem ter uma origem comum, devido a ampla distribuicdo geografica e sua alta

incidéncia neste género.
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Os cromossomos B sd3o comumente encontrados em Heptapteridae,
diferentemente das outras familias de catfish que possuem menos descrigoes.
Pimelodidae é o segundo grupo mais representativo com cinco espécies, enquanto
Callichthyidae apresenta somente duas. Apenas uma espécie em cada uma das familias
Trichomycteridae e Auchenipteridae apresenta cromossomos B, sendo esta ultima a do
presente trabalho.

O numero diploide encontrado em P. galeatus da bacia do rio Sdo Francisco ¢ o
mesmo ja descrito para uma populagdo desta mesma espécie da regido de Porto Rico no
rio Parana (Ravedutti e Julio Jr., 2001). Diferengas na féormula cariotipica e no NF entre
as duas populacdes podem ser observadas, principalmente devido & maior quantidade de
cromossomos acrocéntricos presentes na populagdo do Alto Parana. Em Pimelodus
maculatus com 2n = 56 cromossomos foi possivel verificar um caso semelhante em que
diferentes populagdes possuem mesmo numero dipléoide com variagdo na foérmula
cariotipica e no NF, sendo proposto que rearranjos do tipo inversdo e/ou translocagdo
explicariam essa diversidade (Mazzuchelli et al., 2007; Treco et al., 2008). Os dados do
presente trabalho, comparados com os da outra populagdo de P. galeatus analisada do
alto Parana, indicam que esses rearranjos cromossOmicos também podem ser os
responsaveis por essas diferengas cariotipicas.

Segundo Ravedutti e Julio Jr., (2001), RONs simples em posi¢do intersticial
pode ser considerada uma caracteristica de Auchenipteridac. Em Parauchenipterus
galeatus deste estudo, as RONs apresentaram-se simples em posi¢do terminal no par
cromossOomico 23, igual a outra populagdo do rio Parana. Porém, nos exemplares do rio
Parana o cromossomo portador das RONs € um acrocéntrico, enquanto na populagdo do
rio Sdo Francisco ¢ um subtelocéntrico. Inversdo pericéntrica pode ser o rearranjo

responsavel por tal divergéncia.
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As regides heterocromaticas evidenciadas pelo bandamento C apresentaram-se
parcialmente semelhantes as encontradas em Auchenipterus nuchalis, Glanidium
ribeiroi ¢ P. galeatus (Ravedutti e Julio Jr., 2001). A utilizagdo da coloragdo pelo iodeto
de propideo possibilitou maior nitidez na visualizacdo das heterocromatinas de P.
galeatus deste trabalho em relagdo as outras espécies de Auchenipteridae anteriormente
caracterizadas, como também quando comparadas a de outros Siluriformes. Fenocchio e
Bertollo (1992) identificaram blocos heterocromaticos associados as RONs e em regido
terminal de alguns cromossomos em Ageneiosus inermis, enquanto apenas o par das
RONSs apresentou-se marcado em Ageneiosus atronasus. Em relagdo a essas espécies,
uma maior quantidade de heterocromatina também pode ser observada para a espécie do
presente trabalho. Os cromossomos B mostraram-se heterocromaticos como na maioria
das espécies de peixes neotropicais que apresentavam esse tipo de cromossomo,
havendo apenas poucos casos de B totalmente eucromaticos, Moenkhausia
sanctaefilomenae (Foresti et al., 1989), Steindachnerina insculpta (Oliveira ¢ Foresti,
1993), Iheringichthys labrosus (Vissotto et al., 1999), Characidium cf. zebra (Venere et
al., 1999), Rhamdia quelen (Moraes et al., 2007).

A utilizagdo dos fluorocromos Cromomicina Az e DAPI, ¢ hibridizagdo in situ
com sondas de rDNA 5S e 18S ja mostraram-se de grande importancia em estudos
citogenéticos, como na diferenciagdo de populacdes (Mantovani et al., 2005), de
espécies (Garcia e Moreira-Filho, 2005), na determinacdo de sistema de cromossomos
sexuais (Molina et al., 1998) ¢ em trabalhos com abordagem evolutiva (Vicari et al.,
2006) nos diversos grupos de peixes ja estudados. Os dados aqui apresentados sdo os
primeiros para Auchenipteridae com esses marcadores, e reforcam a necessidade de sua

utilizacdo em estudos posteriores.
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Estudos citogenéticos comparativos com outras populagdes de diferentes bacias
hidrograficas podem ser importantes para melhor elucidar a hipotese de que inversdes
pericéntricas sdo os principais rearranjos relacionados a evolugdo em Parauchenipterus
galeatus. Além disso, microdissecar os cromossomos B aqui apresentados em busca do
isolamento de alguma familia de DNA satélite seguido de hibridizagao in situ pode ser
uma importante ferramenta para gerar informacdes sobre a evolucdo cariotipica destes

cromossomos B e de Parauchenipterus galeatus.
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Figura 1 Metafase de Parauchenipterus galeatus tratada pelo bandamento C corada com (a)
iodeto de propideo, (b) convertida para escala de cinza e (c) invertida. Barra =5 pum.
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Figura 2 Cariotipo de Parauchenipterus galeatus (a) corado com Giemsa e
(b) através do bandamento C. Par cromossdémico portador das Ag-RONs
(Box). Barra = Sum.
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Figura 3 Metafases de Parauchenipterus galeatus coradas com Giemsa (a,
¢) e seqiiencialmente através do bandamento C (b, d). As setas indicam os
cromossomos B. Barra = Sum.
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Figura 4 Metafases de Parauchenipterus galeatus coradas (a) pela Cromomicina Aj e
(b) pelo DAPI; as setas indicam o par (23) portador das RONs que possui
heterocromatina GC-rica, sendo confirmada pelo DAPI; as cabegas de seta mostram os
cromossomos B. Metafases hibridizadas com (c) sonda de rDNA 18S e (d) sonda de
rDNA 5S; as setas indicam o par (23) portador rDNA 18S e o par (16) portador rDNA
58S, respectivamente. Barra = Sum.
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Capitulo 11

Caracterizacdo cromossémica de trés populacdes de Parauchenipterus galeatus

(Siluriformes, Auchenipteridae) no Brasil.

Autores: Roberto Laridondo Lui, Daniel Rodrigues Blanco, Vladimir Pavan Margarido,

Orlando Moreira Filho

Este trabalho esté aceito na revista Biological Journal of the Linnean Society
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Resumo

Auchenipteridae compreende um grupo de peixes endémicos da regido
Neotropical, possuindo 20 géneros ¢ cerca de 90 espécies. Parauchenipterus galeatus
tem ampla distribui¢do ocorrendo em diferentes bacias hidrograficas brasileiras, entre
elas, Sao Francisco. O presente trabalho caracterizou através de técnicas de citogenética
basica ¢ molecular trés populagdes de Parauchenipterus galeatus das bacias dos rios
Parana, Sao Francisco e em uma regido de conexdo natural e antrépica entre essas duas
bacias. O numero dipldide igual a 58 cromossomos manteve-se constante entre as
populacdes, entretanto, variagdes na formula cariotipica foram detectadas (Sao
Francisco, 22m+16sm+12st+8a; Piumhi, 20m+16sm+14st+8a; Parana,
24m+18sm+8st+8a). Na populacdo do rio Sdo Francisco foi detectado a presenca de
cromossomos B. A heterocromatina foi localizada em posi¢ao terminal de quase todos
0S Cromossomos € pericentromérica em alguns cromossomos acrocéntricos nas trés
populacdes. Ag-RONs apresentaram-se simples no brago curto de um par
subtelocéntrico nas trés populagdes, variando apenas o par portador deste sitio.
Hibridizagdo com sonda de rDNA 18S confirmou o par cromossémico evidenciado pela
prata nas trés populacdes. Os sitios de rDNA 5S estdo localizados em dois pares
cromossOmicos submetacéntricos nas trés populagdes variando apenas os pares
portadores destas seqiiéncias. No presente trabalho os marcadores cromossémicos
classicos e moleculares, aliados ao contexto historico natural de formacdo de bacias
hidrograficas, aspectos ecologicos, isolamento geografico de populagdes entre as bacias
hidrograficas e dentro de uma mesma bacia foram considerados para discutir as
possiveis relagdes biogeograficas entre populagdes de P. galeatus de diferentes
localidades.

Palavras-Chave: Citogenética, Biogeografia, IDNA 5S, rDNA 18S
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Introducéo

Entre os Siluriformes, Auchenipteridaec compreende um grupo de peixes
endémicos da regido Neotropical. Possui 20 géneros e cerca de 90 espécies (Ferraris Jr.
2007), das quais 74 j& foram registradas para o territorio brasileiro (Akama e Sarmento-
Soares 2007). Os representantes desta familia possuem fertilizagdo interna (Pinna 1998),
sendo que algumas espécies apresentam a nadadeira anal transformada em um 6rgao
utilizado para cépula (Britski et al. 1988).

Os estudos citogenéticos em Auchenipteridae sdo escassos e estdo restritos em
poucas espécies dos géneros Ageneiosus, Auchenipterus, Glanidium e
Parauchenipterus. Ageneiosus atronasus e Ageneiosus inermis (citado como A.
brevifilis) possuem nimero diploide igual a 56 cromossomos (Fenocchio e Bertollo
1992), enquanto as outras espécies de Auchenipteridae até entdo estudadas (Glanidium
ribeiroi, Parauchenipterus galeatus, Auchenipterus osteomystax, citado como A.
nuchalis) apresentam 58 cromossomos (Fenocchio e Bertollo 1992; Ravedutti e Julio Jr.
2001; Lui et al. 2009).

Segundo Ferraris Jr. (2003), Auchenipteridae ¢ dividido em duas subfamilias,
Centromochlinae e Auchenipterinae. Centromochlinae inclui somente os géneros
Centromochlus, Gelanoglanis, Glanidium e Tatia, enquanto Auchenipterinae
compreende todos os 16 géneros desta familia, inclusive Parauchenipterus.

Parauchenipterus apresenta ampla distribuigdo, ocorrendo por toda América do
Sul, estando presente nas bacias do Parana-Paraguai, Amazdnica, Orenoco, Guianas,
Sdo Francisco e Leste do Brasil. Entretanto, ausente nas drenagens trans-andinas
(Akama 2004). P. galeatus ocorre em diferentes bacias hidrograficas brasileiras, como

Amazonas, Prata e Sdo Francisco (Akama e Sarmento-Soares 2007). O presente estudo
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esta relacionado a exemplares desta espécie nas bacias do rio Sao Francisco e Parana no
territorio brasileiro.

A bacia do Sao Francisco caracteriza-se por ser a unica exclusivamente
brasileira drenando uma regido de 631.133 km” que corresponde a 7,4% do territorio
nacional, sendo a terceira maior bacia hidrografica do Brasil (Sato e Godinho 2004). O
rio Sdo Francisco inicia seu curso no Planalto de Araxa, correspondendo as nascentes
do rio Sambura, e sua foz no oceano Atlantico entre os estados de Sergipe ¢ Alagoas,
percorrendo 2.863 km (Silva et al. 2003). A bacia do rio Parand tem uma area de
891.000 km?” que corresponde a 10,5% da é4rea total do Brasil. O rio Parana ¢ o décimo
maior do mundo e é formado pela unido dos rios Paranaiba e Grande na regido de Trés
Lagoas - MS (Agostinho et al. 2004). A bacia do rio Piumhi, um antigo tributario da
margem direita do rio Grande que foi transposto para a bacia do rio Sao Francisco no
inicio dos anos 60, representa uma regido de conexao artificial entre essas duas grandes
bacias hidrograficas brasileiras, Alto rio Parana e Alto rio Sdo Francisco (Moreira-Filho
e Buckup 2005; Moreira-Filho 2006). Além disso, segundo Blanco et al. (2009),
anteriormente a esta transposi¢ao existia uma regido alagadica que poderia constituir
uma possivel conexdo natural (Pantanal do Cururu) entre as bacias do Piumhi e do Sao
Francisco.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar, através de técnicas de
citogenética basica e molecular, diferentes popula¢des de P. galeatus das bacias dos rios
Parana, Piumhi e Sdo Francisco, e através destas informagdes investigar as relagdes

biogeograficas entre estas populagdes.
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Materiais e Métodos

Foram analisados através de técnicas citogenéticas bdasicas e moleculares
exemplares de P. galeatus de trés populagdes distintas. Os trés pontos de coleta (Fig. 1)
estao localizados nos municipios de Lagoa da Prata - MG, bacia do rio Sao Francisco (7
fémeas e 3 machos), Capitolio - MG, antigo Pantanal do Cururu na bacia do rio Piumhi
(9 fémeas e 12 machos), e Trés Lagoas — MS, Reservatorio de Jupia, bacia do rio Parana
(7 fémeas e 11 machos). Os exemplares da populagdo de Lagoa da Prata - MG foram
depositados na colegdo de peixes do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo
e estdo catalogados com o nimero MZUSP 100985. Os exemplares das outras duas
populacdes serdo posteriormente catalogados.

A preparacdo da suspensdo celular de cromossomos mitoticos foi obtida a partir
de células do rim anterior (Bertollo et al. 1978; Foresti et al. 1993). A morfologia
cromossOmica foi determinada de acordo com a relagdo de bragos proposta por Levan et
al. (1964). O nimero fundamental (NF) foi calculado considerando cromossomos
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) como portadores de
dois bragos, e cromossomos acrocéntricos (a) como portadores de apenas um brago
cromossomico. O padrao de distribuicdo de heterocromatina foi determinado através do
método descrito por Sumner (1972) com modificagdes descritas por Lui et al. (2009),
em laminas previamente analisadas com coloragdo convencional Giemsa, as quais
foram descoradas em fixador (3 metanol : 1 4cido acético) e submetidas ao bandamento
C (andlise seqiiencial). As regides organizadoras de nucléolos ativas na intérfase
precedente foram identificadas utilizando impregnagao pelo nitrato de Prata (Howell e
Black 1980), e esta preparacao também foi efetuada em metafases anteriormente

coradas por Giemsa (analise seqiiencial).
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A obtengdo das sondas de rDNA 18S e 5S do genoma de Parauchenipterus
galeatus foi realizada utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A
extracdo de DNA gendmico foi realizada de acordo com o método descrito por
Sambrook et al. (1989).

Para amplificagdo do rDNA 5S foram utilizados os primers construidos a partir
da sequéncia do rRNA 5S de Salmo gardnerii, descrita por Komiya & Takemura (1979)
e a reagdo de PCR foi realizada de acordo com Pendas et al. (1994) contendo 2,5 uL
PCR Buffer 10x, 0,75 uLL MgCl, (50mM), 3,2 uL. dNTPs (1,25 mM), 0,5 uL de cada
primer (10 uM), 1 uL DNA (80 ng/uL), 0,1 uL Taq Polimerase (5 U/uL) ¢ 16,45 uL de
H,0 Mili-Q. As condi¢des de PCR foram as seguintes: 94°C (5 min), 2 ciclos de 95°C
(1 min), 61°C (30 seg), 72°C (45 seg), 2 ciclos de 95°C (1 min), 59°C (30 seg), 72°C
(45 seg), 2 ciclos de 95°C (1 min), 57°C (30 seg), 72°C (45 seg), 25 ciclos de 95°C (1
min), 61°C (30 seg), 72°C (45 seg), seguido por 72°C (7 min).

Para amplificagdo do rDNA 18S foram utilizados os primers 18SF/18SR
conforme descrito por Cioffi et al. (2009) e a reagdo de PCR foi realizada contendo 2,5
ul. PCR Buffer 10x, 0,75 uL MgCl, (50mM), 3,2 uL. dNTPs (1,25 mM), 0,5 uL de cada
primer (10 uM), 1 uL DNA (80 ng/uL), 0,1 uL Taq Polimerase (5 U/uL) ¢ 16,45 uL de
H,0 Mili-Q. As condi¢des de PCR foram as seguintes: 94°C (5 min), 35 ciclos de 95°C
(1 min), 60°C (1 min), 72°C (45 seg), seguido por 72°C (7 min).

A hibridizagdo in situ fluorescente - FISH foi realizada segundo Pinkel et al.
(1986). As sondas foram marcadas com biotina-14-dATP por nick translation segundo
as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System - Invitrogen). A detecc¢do e
amplificacdo do sinal de hibridizacdo foram realizadas usando o conjugado avidina-
FITC e anti-avidina biotina (Sigma). Os cromossomos foram contra-corados com

solucdo de iodeto de propideo/antifading (50 pg/mL) e analisados em microscopio de
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epifluorescéncia Olympus BX50. Para a captura das imagens foi utilizado o software

Image-Pro Plus versao 6.3 (Media Cybernetics).

Resultados

Parauchenipterus galeatus - Bacia do rio Sao Francisco (Alto Sdo Francisco)

O numero dipléide encontrado foi de 58 cromossomos para ambos 0s sexos,
apresentando 22 cromossomos metacéntricos, 16 submetacéntricos, 12 subtelocéntricos
e 8 acrocéntricos, NF = 108 (Fig. 2a). Nao foi observado heteromorfismo cromossomico
relacionado ao sexo. Foi detectada a presenca de cromossomos B do tipo metacéntrico
apresentando variacgdo intra- e inter-individual de 0 a 2 (Fig. 2a, box).

A heterocromatina esta localizada em posicdo terminal de quase todos os
cromossomos, com marcacao bitelomérica em alguns cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos ¢ subtelocéntricos, e pequenos blocos pericentroméricos em alguns
cromossomos  acrocéntricos. Os cromossomos B  mostraram-se totalmente
heterocromaticos (Fig. 2b).

As Ag-RONs apresentaram-se simples em posi¢do terminal no brago curto do
par subtelocéntrico 23 (Fig. 2a, box). A hibridizagdo com sonda de rDNA 18S também
evidenciou um unico par cromossdmico portador destes sitios (Fig. d), correspondente
ao evidenciado pelo nitrato de prata. A sonda de rDNA 5S mostrou sitios em posi¢ao
intersticial no brago curto do par submetacéntrico 16 e intersticial no brago longo do par

submetacéntrico 17 (Fig. 3a).
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Parauchenipterus galeatus - Bacia do rio Piumhi

O namero diploide encontrado foi de 58 cromossomos para ambos 0s sexos,
apresentando 20 cromossomos metacéntricos, 16 submetacéntricos, 14 subtelocéntricos
e 8 acrocéntricos, NF = 108 (Fig. 2c). Nao foi observado heteromorfismo cromossdomico
relacionado ao sexo.

A heterocromatina esta localizada em posicdo terminal de quase todos os
cromossomos, com marcag¢do bitelomérica em alguns cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos ¢ subtelocéntricos, € pequenos blocos pericentroméricos em alguns
cromossomos acrocéntricos (Fig. 2d).

As Ag-RONs apresentaram-se simples em posi¢do terminal no brago curto do
par subtelocéntrico 24 (Fig. 2c, box). A hibridizacgdo com sonda de rDNA 18S
evidenciou um unico par cromossomico portador destes sitios (Fig. 3e), correspondente
ao evidenciado pelo nitrato de prata. A sonda de rDNA 5S mostrou sitios em posi¢ao
intersticial no brago curto do par submetacéntrico 15 e intersticial no brago longo do par

submetacéntrico 16 (Fig. 3b).

Parauchenipterus galeatus - Bacia do rio Parana (Alto Parana)

O ntmero dipldéide encontrado foi de 58 cromossomos para ambos os sexos,
apresentando 24 cromossomos metacéntricos, 18 submetacéntricos, 8 subtelocéntricos e
8 acrocéntricos, NF = 108 (Fig. 2¢). Nao foi observado heteromorfismo cromossomico
relacionado ao sexo.

A heterocromatina estd em posicdo terminal de quase todos os cromossomos,

com marcagao bitelomérica em alguns cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
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subtelocéntricos, € pequenos blocos pericentroméricos em alguns cromossomos
acrocéntricos (Fig. 2f).

As Ag-RONs apresentaram-se simples em posi¢do terminal no brago curto do
par subtelocéntrico 25 (Fig. 2e, box). A hibridizacdo com sonda de rDNA 18S
evidenciou um unico par cromossomico portador destes sitios (Fig. 3f), correspondente
ao evidenciado pelo nitrato de prata. A sonda de rDNA 5S mostrou sitios em posi¢ao
intersticial no brago curto do par submetacéntrico 16 e intersticial no brago longo do par

submetacéntrico 17 (Fig. 3e).
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Discussao
Aspectos Citogenéticos

O ntmero diploide encontrado para as trés populagdes de Parauchenipteus
galeatus estudadas ndo variou, sendo igual a 58 cromossomos. O niumero fundamental
(NF = 108) também foi o0 mesmo, uma vez que foi encontrada a mesma quantidade de
cromossomos acrocéntricos. Entretanto, foi verificada variacdo na formula cariotipica
entre essas populagdes (Fig. 2). Parauchenipteus galeatus da bacia do Alto rio Parana,
regido de Porto Rico, foi anteriormente caracterizada através de técnicas citogenéticas
basicas e 2n = 58 também foi verificado, porém com distinta férmula cariotipica
(Ravedutti e Julio Jr. 2001). Casos em que diferentes populacdes de uma determinada
espécie possuem o mesmo numero dipléide com variagcdo na férmula cariotipica sdo
comuns em peixes neotropicais, como pode ser observado em Pimelodus maculatus
(Toledo e Ferrari 1976; Dias e Foresti 1993; Vissotto et al. 1999; Swarca et al. 2001;
Borin e Martins-Santos 2002; Souza et al. 2003; Garcia e Moreira-Filho 2005;
Mazzuchelli et al. 2007; Treco et al. 2008), Rhamdia quelen (Hochberg e Erdtmann
1988; Fenocchio et al. 2000; Fenocchio et al. 2003a, b; Stivari e Martins-Santos 2004;
Moraes et al. 2007), Hypostomus ancistroides (Michele et al. 1977; Artoni e Bertollo
1996; Alves 2006), Oligosarcus hepsetus (Falcdo ¢ Bertollo 1985; Centofante et al.
20006), entre outros. Tais diferencas devem estar relacionadas principalmente a
rearranjos cromossomicos do tipo inversdes pericéntricas e/ou translocagdes.

O padrao de distribuicdo de heterocromatina mostrou-se muito semelhante nas
trés popula¢des de P. galeatus, ndo podendo ser utilizado como um bom marcador
populacional. Diferentemente deste, em Leporinus elongatus o bandamento C foi
considerado um importante marcador, util na identificagdo de subdivisdo populacional

desta espécie na bacia do Alto rio Parana (Molina et al. 2008).
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Para as trés populacdes analisadas no presente trabalho foi detectada Ag-RONs
simples localizada em posicdo terminal de cromossomos subtelocéntricos, ocorrendo
variacdo apenas quanto ao niamero do par portador destes sitios (Fig. 2). Tal diferenca
deve-se as variagcdes nas formulas cariotipicas anteriormente citadas, ja que a
morfologia dos pares portadores dos sitios de rDNA 18S e sua posi¢do no cromossomo
sugere tratar-se do mesmo par cromossdmico, homeologo entre as populagdes. Ja em P.
galeatus da regido de Porto Rico do rio Parana os sitios de rDNA 18S estdo presentes
em um par acrocéntrico (Ravedutti e Julio Jr. 2001). Rearranjo cromossdémico do tipo
inversdo pericéntrica pode ser responsavel por esta diferenga. A FISH com sonda rDNA
18S também evidenciou apenas um par subtelocéntrico portador desta seqiiéncia nas
trés populacdes (Fig. 3d, 3e, 3f) analisadas, confirmando os dados encontrados através
da impregnagdo com o nitrato de prata.

Em relagdo aos sitios de rDNA 5S foram detectados dois pares submetacéntricos
com marcacgao intersticial em cada uma das trés populagdes. O nimero de sitios de 5S
apresenta-se conservado entre as populagdes, ocorrendo variagdo apenas relacionada ao
nimero dos pares evidenciados. Esta variacdo pode ser conseqiiéncia das distintas
formulas cariotipicas, uma vez que a posi¢ao intersticial no brago curto/longo dos pares
16/17, 15/16 e 16/17 das populagdes do Sao Francisco, Piumhi e Parana,
respectivamente, indicam tratar-se dos mesmos pares cromossdmicos, homeologos entre
as populagdes (Fig. 3a, 3b, 3c). Lui et al. (2009) evidenciaram apenas um par
submetacéntrico (16) portando sitios de rDNA 5S em posi¢ao intersticial no brago curto
da populacdo do Sao Francisco, ndo sendo verificado a presenga do par 17, conforme
mostrado no presente trabalho. E importante ressaltar que o sitio de 5S presente
intersticialmente no brago longo do par 17 da populagdo do Sdo Francisco parece

apresentar um nimero menor de copias em relagdo ao par 16, que € sugerido por um
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menor sinal de marcagao (Fig. 3a), o que explicaria a ndo identificacdo pelos autores

naquele trabalho.

Aspectos Ecoldgicos e Biogeograficos

A regido de transposi¢ao do rio Piumhi exemplifica interessantes casos em que
algumas espécies de peixes foram apenas incorporadas a bacia do rio Sao Francisco,
enquanto outras invadiram e estdo se expandindo da regido de transposi¢do para dentro
da bacia do Sao Francisco. Leporinus octofasciatus esta sendo considerado um
interessante indicador biogeografico relacionado a esse caso de transposi¢do, uma vez
que essa espécie era restrita a bacia do Alto rio Parana e esta sendo encontrada dentro
do Sdo Francisco (Moreira-Filho e Buckup 2005). O cariomorfo A de Hoplias
malabaricus, caracteristico do Alto rio Parana, representa outro caso de invasao, sendo
encontrado desde o canal de transposi¢ao do rio Piumhi até a regido de Trés Marias -
MG (Blanco et al. 2009). Além disso, os autores sugerem que o cariomorfo F,
caracteristico do Sao Francisco, estd sendo deslocado para outras regides desta bacia,
ndo sendo encontrado nos afluentes do Sao Francisco presente na regido de
transposi¢ao, onde anteriormente ocorria.

Representantes da familia Parodontidae também foram estudados nesta regido de
transposi¢ao. Com excegdo a Parodon hilarii que é endémica da bacia do rio Sao
Francisco, as outras trés espécies do Alto rio Parand estudadas deste grupo foram
consideradas invasoras a esta bacia, Apareiodon piracicabae, Apareiodon ibitiensis ¢
Parodon nasus (Silva 2009).

Para o género Astyanax, outros dois exemplos foram descritos: o cariomorfo A
de Astyanax fasciatus, caracteristico da bacia do Alto rio Parana, também foi encontrado

no canal de transposi¢do do rio Piumhi e em afluentes pertencentes a bacia do rio Sao
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Francisco, onde estava presente apenas o cariomorfo B caracteristico da bacia do rio
Sao Francisco, representando mais um caso de invasao (Peres et al. 2009); outro estudo
nesta regido de transposi¢do ocorreu com A. altiparanae (Alto rio Parand) e A. lacustris
(Alto rio Sao Francisco), em que espécies teoricamente distintas (Garutti e Britski
2000), devido a suas localizacdes em diferentes bacias hidrograficas, foram colocadas
em simpatria e estdo formando hibridos, indicando tratar-se da mesma unidade
taxondmica, Astyanax bimaculatus (Peres 2009).

As trés populagdes de P. galeatus analisadas no presente trabalho apresentaram
poucas diferencas citogenéticas, sendo estas restritas apenas as formulas cariotipicas
(Tab. 1, Fig. 1). De maneira geral, ¢ possivel verificar que a populagdo do rio Sdo
Francisco e da bacia do rio Piumhi mostraram-se mais semelhantes entre si quando
comparadas a do rio Parana (Reservatorio de Jupid). Este fato pode ser explicado pela
antiga existéncia de um alagadico (Pantanal do Cururu) na regido da transposi¢dao que
possivelmente conectava a bacia do rio Piumhi a bacia do Alto rio Sao Francisco, e que
deve ter possibilitado que em épocas remotas o fluxo génico entre as popula¢des dos
rios Sdo Francisco e Piumhi tenha se mantido por mais tempo quando comparada a
populacdo do Alto rio Parand (Reservatério de Jupid), e que possa ter divergido
posteriormente. A existéncia de cromossomos B na populagdo do rio Sdo Francisco
pode ser considerada um marcador populacional, visto que este elemento estd ausente
na populagdo do rio Piumhi. Segundo Lui et al. (2009), a ocorréncia de B pode estar
relacionada a um conjunto de fatores ambientais favoraveis a existéncia desses
cromossomos, aliado a uma possivel reducdo do fluxo génico, que explicaria a alta
freqliéncia de B nesta populagdo e sua auséncia em outras populagdes ja estudadas desta

espécie.



Tabela 1 Dados citogenéticos de diferentes populagdes de Parauchenipterus galeatus.
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Formula Cariotipica

Cromossomos B

Ag-RONs

Referéncias

Localidade 2n
Bacia do Sao Francisco, Lagoa da Prata, MG, Brasil 58
Bacia do Piumbhi, Capitélio, MG, Brasil 58
Reservatorio de Jupia, Trés Lagoas, MS, Brasil 58
Rio Parana, Porto Rico, PR, Brasil 58

22m+16sm+12st+8a

20m+16sm+14st+8a

24m+18sm+8st+8a

22m+12sm+6st+18a

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

s, sa, par 23, st
s, sa, par 24, st
s, sa, par 25, st

s, sa, par 23, a

Presente trabalho
Presente trabalho
Presente trabalho

Ravedutti e Jalio Jr. (2001)

s=simples; sa=brago curto; st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico.
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P. galeatus ¢ considerada uma espécie demersal/sedentaria, sendo mais
frequentemente encontrada em lagos, lagoas e pantanos € com boa adaptacdo a
ambientes hipoxicos (Froese e Pauly 2009). Estas caracteristicas diminuem a
probabilidade de que tenha se dispersado como outras espécies com héabitos migratorios
que foram estudadas nesta regido de transposicao e estdo sendo consideradas invasoras
para a bacia do Sao Francisco.

Apbs a construgdo hidroelétrica de FURNAS, no estado de Minas Gerais, que
foi uma das primeiras grandes usinas do Brasil (Moreira-Filho 2006), varias outras
hidroelétricas foram posteriormente construidas. Até essa época, a bacia do Alto rio
Parana era constituida por uma série de quedas e cachoeiras que foram sendo inundadas
ao longo do tempo devido a constru¢do de hidroelétricas. As antigas quedas e
cachoeiras possivelmente funcionavam como efetivas barreiras naturais para a espécie
em estudo, formando isolados populacionais dentro da bacia do Alto rio Parana. O fato
da populagdo presente na bacia do rio Parana (Reservatorio de Jupid) ter se mostrado a
mais diferente entre as trés analisadas pode ser explicado por esse conjunto de barreiras
naturais historicamente existentes e que nos ultimos 50 anos deixaram de existir devido
a constru¢ao dessas hidroelétricas.

Lowe-McConnell (1999) afirma que sistema de rios tropicais de grande porte
permite que algumas espécies de peixes desenvolvam isolamento geografico nas
cabeceiras dos tributarios, ¢ que as barreiras entre as populagdes podem ser fisicas,
quimicas ou bidticas. Movimentos tectonicos levam ao rejuvenescimento de rios,
fazendo com que trechos de corredeiras ndo fiquem limitados as cabeceiras e se
alternem ao longo dos cursos dos rios com trechos tipo lagos. Tais alteracdes nas
condi¢des ecoldgicas permitem isolamento microgeografico dentro de um mesmo

sistema hidrografico, com as varias espécies de alguns grupos de peixes limitando-se a
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diferentes trechos do rio. Outras espécies apresentam distribui¢do extremamente ampla,
de um sistema de rios para outro; outras parecem ter distribuigdo muito restrita.
Segundo Margalef (1977), a evolucdo conduz a estabilizagdo das populacdes,
combinando recursos coexistentes distintos em segmentos de espaco e tempo,
correspondendo desta forma as propriedades do ambiente e as caracteristicas das
espécies. Dessa forma, as pequenas diferengas entre as popula¢des de P. galeatus
devem estar relacionadas ao conjunto desses fatores, como principalmente, ao
isolamento geografico aliado ao tempo de separagdo/divergéncia entre tais populacdes.

Uma popula¢do de P. galeatus da bacia do rio Parana, regido de Porto Rico
(Ravedutti e Julio Jr. 2001) foi anteriormente analisada por técnicas citogenéticas € uma
formula cariotipica distinta das trés deste trabalho foi encontrada (Tab. 1). Segundo
Pavanelli e Graga (2007), essa espécie era considerada restrita a regido abaixo de Sete
Quedas no rio Parana até o ano de 1982, quando ocorreu a inundagao para formagdo do
reservatorio da hidrelétrica de Itaipu permitindo a ascensdo desses individuos para o
Alto rio Parand. Porém, a férmula cariotipica detectada para a populagdo presente no
Reservatorio de Jupia (rio Parand) € distinta (Tabela 1, Fig. 2) a descrita por Ravedutti e
Julio Jr. (2001) para a populagdo de Porto Rico (rio Parana, aproximadamente 290 Km
abaixo do reservatdrio de Jupia). Essas diferengas sugerem que P. galeatus ja existia na
bacia do rio Parana acima da regido de Sete Quedas, sendo que até 1982 ndo deve ter
ocorrido relato de exemplares coletados.

O isolamento de peixes de agua doce aos seus sistemas hidrograficos estreita o
relacionamento entre as histdrias naturais da ictiofauna e das bacias as quais pertencem.
As alteracdes que ocorrem nas bacias e seus tributarios, por motivos naturais ou agdes
antropicas, influenciam todo o ecossistema, tornando peculiar a histéria natural das

populacdes que a compdem. Segundo Castro (1999), a maioria das espécies de peixes



82

de pequeno porte apresenta capacidade de deslocamento relativamente restrita dentro de
grandes bacias hidrograficas. Além disso, para praticamente todos os peixes, extensoes
de terra seca podem constituir barreiras intransponiveis, sendo possivel imaginar que, ao
longo dos milhdes de anos durante a evolu¢ao dos peixes neotropicais, um grande
numero de alteragdes geograficas e ecoldgicas tenha ocorrido nos sistemas hidricos,
gerando numerosos exemplos de vicaridncia, que poderiam explicar a diversidade
encontrada entre as populagdes de P. galeatus mostradas neste trabalho, ¢ de tantas
outras espécies de peixes anteriormente estudadas. Além disso, o modo de vida
sedentario desta espécie, acompanhado de um baixo/ausente fluxo génico entre as

populacdes, facilitaria a fixagdo de rearranjos cromossomicos.
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Figura 1 Mapa dos pontos de coleta amostrados, (Quadrado) bacia do rio Sdo Francisco, Lagoa
da Prata - MG, (Triangulo) bacia do rio Piumhi, Capitolio - MG, (Losango) bacia do rio Parana,
Trés Lagoas - MS.
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Figura 2 Cariotipos de Parauchenipterus galeatus das populagdes dos rios Sdo Francisco (a, b), Piumhi (c, d) e Parana (e,
f) corados com Giemsa (a, ¢, ) ¢ através do bandamento C (b, d, f). No Box sfo visualizados os cromossomos portadores
das Ag-RONs e cromossomos B das respectivas populacdes.
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Figura 3 Caridtipos de Parauchenipterus galeatus hibridizados com sonda de rDNA 5S das populagdes do rio
Sédo Francisco (a), Piumhi (b) e Parana (c). Metafases de Parauchenipterus galeatus hibridizadas com sonda de
rDNA 18S das populagdes dos rios Sao Francisco (d), Piumbhi (e) e Parana (f).
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Capitulo 111

Anélise da regido controle do mtDNA de populacfes de Parauchenipterus galeatus

(Siluriformes, Auchenipteridae) de trés bacias hidrogréficas.
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Resumo

Auchenipteridae compreende um grupo de peixes endémicos da regido
Neotropical, possuindo 20 géneros e cerca de 90 espécies, das quais 74 ja4 foram
registradas para o territorio brasileiro. Parauchenipterus galeatus ocorre em diferentes
bacias hidrograficas brasileiras, como Amazonas, Prata e Sdo Francisco. A bacia do Sdo
Francisco caracteriza-se por ser a unica exclusivamente brasileira drenando uma regido
que corresponde a 7,4% do territdrio nacional, sendo a terceira maior bacia hidrografica
do Brasil. A bacia do rio Parana tem uma area de 891.000 km” que corresponde a 10,5%
da érea total do Brasil. A bacia do rio Piumhi, um antigo tributario da margem direita do
rio Grande que foi transposto para a bacia do rio Sdo Francisco no inicio dos anos 60,
representa uma regido de conexdo artificial entre essas duas grandes bacias
hidrograficas brasileiras, Alto rio Parand e Alto rio Sao Francisco. O DNA mitocondrial
¢ um eficiente marcador molecular para andlises intra e inter-especificas e estd sendo
amplamente utilizado em estudos com diversos organismos. A regido controle do DNA
mitocondrial (D-loop) ¢ muito utilizada para estudos genético-populacionais e
evolutivos entre espécies aparentadas muito proximas e entre populagdes de uma tnica
espécie. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar, através do seqilienciamento
desta regiao do DNA mitocondrial, trés populagdes de P. galeatus das bacias dos rios
Parand, Sao Francisco e Piumbhi, analisando os possiveis processos de similaridade e/ou
divergéncia e sua correlacdo com a distribuicdo geografica, além de verificar os
possiveis efeitos que a transposi¢cdo do rio Piumhi pode ter causado para a espécie
estudada. Um fragmento de aproximadamente 1200 pares de base (pb) foi amplificado
em todos os exemplares das trés populacdes da espécie em estudo, sendo que, apos a

edicdo e alinhamento das sequéncias um fragemento de 847 pb foi obtido para as
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posteriores andalises. Foram detectados 65 sitios polimoérficos entre as trés populagdes
com uma baixa diversidade genética para as populacdes do rio Sdo Francsico e Piumhi e
uma diversidade maior genética para a populacdo do rio Paranad. As trés populagdes
apresentaram altos valores de Fst que indicam forte estruturagdo populacional. Além
disso, distancia genética entre as populagdes mostra uma maior proximidade entre as
populacdes do Sao Francisco e do Piumhi do que em relagdo a do Parana.

Palavras-Chave: Alto Parana, Sdo Francisco, Transposigdo de rio, D-loop.
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Introducéo

Auchenipteridae compreende um grupo de peixes endémicos da regido
Neotropical. Possui 20 géneros e cerca de 90 espécies (Ferraris Jr., 2007), das quais 74
ja foram registradas para o territorio brasileiro (Akama & Sarmento-Soares, 2007). Os
representantes desta familia possuem fertilizagdo interna (Pinna, 1998), sendo que
algumas espécies apresentam a nadadeira anal transformada em um 6rgdo utilizado para
copula (Britski et al., 1988). Segundo Ferraris Jr. (2003), Auchenipteridae é dividido em
duas subfamilias, Centromochlinae e Auchenipterinae. Centromochlinae inclui somente
os géneros Centromochlus, Gelanoglanis, Glanidium e Tatia, enquanto Auchenipterinae
compreende todos os 16 géneros desta familia, inclusive Parauchenipterus.

Parauchenipterus apresenta ampla distribui¢do, ocorrendo por toda América do
Sul, estando presente nas bacias do Parand-Paraguai, Amazdnica, Orenoco, Guianas,
Sao Francisco e Leste do Brasil, e ausente nas drenagens trans-andinas (Akama, 2004).
Parauchenipterus galeatus ocorre em diferentes bacias hidrograficas brasileiras, como
Amazonas, Prata e Sao Francisco (Akama & Sarmento-Soares, 2007).

A bacia do Sao Francisco caracteriza-se por ser a Unica exclusivamente
brasileira correspondendo a 7,4% do territério nacional, sendo a terceira maior bacia
hidrografica do Brasil (Sato & Godinho, 2004). O rio Sao Francisco inicia seu curso no
Planalto de Araxa, correspondendo as nascentes do rio Sambura, e sua foz no oceano
Atlantico entre os estados de Sergipe ¢ Alagoas, percorrendo 2.863 km (Silva et al.,
2003). A bacia do rio Parana ocupa 10,5% da area total do Brasil, sendo o rio Parana, o
décimo maior do mundo e sendo formado pela unido dos rios Paranaiba e Grande na
regido de Trés Lagoas - MS (Agostinho et al., 2004). A bacia do rio Piumhi, um antigo

tributario da margem direita do rio Grande que foi transposto para a bacia do rio Sao
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Francisco no inicio dos anos 60, representa uma regido de conexao artificial entre essas
duas grandes bacias hidrograficas brasileiras, Alto rio Parana e Alto rio Sao Francisco
(Moreira-Filho & Buckup, 2005; Moreira-Filho, 2006). Segundo Blanco et al. (2009),
antes de ocorrer esta transposicdo existia uma regido alagadica que poderia constituir
uma possivel regido de contato (Pantanal do Cururu) para algumas espécies de peixes
entre as bacias do Piumhi e do Sao Francisco.

O DNA mitocondrial ¢ um eficiente marcador molecular para andlises intra e
inter-especificas, podendo ter aplicagcdes em diversos tipos de estudos, entre eles, em
estudos de biogeografia historica, analises de zonas de hibridagdo, estimativas do grau
de wvariabilidade genética, caracterizagdo de estrutura populacional, relagdes
filogenéticas e estudos de conservagdo genética. Diversas regides da molécula de DNA
mitocondrial estdo sendo amplamente utilizadas, como destaque para os genes RNAr
12S, RNAr 168, Citocromo b, Citocromo Oxidase I e II, ATPase 6 ¢ 8 e a regido
controle do DNA mitocondrial (D-loop). Esta tltima vem tendo destaque em estudos
populacionais, devido sua alta taxa de mutacdo, que chega a ser até cem vezes mais
rapida quando comparada ao DNA nuclear. Assim, esta ¢ a principal seqiiéncia do DNA
mitocondrial utilizada para estudos genético-populacionais e evolutivos entre espécies
aparentadas muito proximas e entre populacdes de uma tUnica espécie, inclusive em
peixes (Faber & Stepien, 1977; Meyer, 1994; Prioli et al., 2002; Avise, 2004).

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar, através do seqiienciamento da
regido controle do DNA mitocondrial, trés populagdes de P. galeatus das bacias dos rios
Parana, Sdo Francisco e Piumhi, sendo esta ultima, uma regido relacionada a
transposi¢do entre as outras duas bacias e, através destas informagdes, analisar os
processos de divergéncia entre essas populacdes, além de melhor entender os possiveis

efeitos desta acdo antrdpica para a espécie em estudo.



98

Materiais e Métodos

Amostragem e pontos de coleta

Foram analisados 50 exemplares de P. galeatus de trés populagdes distintas em
bacias hidrograficas brasileiras: Lagoa da Prata (Estado de Minas Gerais), bacia do rio
Sdo Francisco (7 fémeas e 4 machos); Capitolio (Estado de Minas Gerais), antigo
Pantanal do Cururu na bacia do rio Piumhi (9 fémeas e 12 machos); e Trés Lagoas
(Estado de Mato Grosso), Reservatoério de Jupid, bacia do rio Parana (7 fémeas e 11
machos) (Tab. 1, Fig. 1). Os exemplares da bacia do Sdo Francisco foram depositados
na colecdo de peixes do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP
100985), enquanto os exemplares da bacia do Piumhi e Paran4d foram depositados na
colecdo de peixes do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aqliicultura da
Universidade Estadual de Maringd (NUP 8613, NUP 8614). Para grupo externo, foi
realizada a analise de um individuo de Trachelyopterus coriaceus, o qual foi coletado
em lagoas marginais ao corrego do Medo, pertencente a bacia do rio Araguaia, no

municipio de Sdo Miguel do Araguaia (Estado de Goids, Brasil).

Tabela 1 Dados referentes aos pontos de coleta de Parauchenipterus galeatus.

Bacia Ndmero

Localidade Hidrografica Dados de GPS amostral Catalogo
Lagoa marginal, Lagoa . . 19°56' 15,1" S
da Prata — MG S3o Francisco 45°32' 13.8" O 43,79 MZUSP 100985
; 20°33'99,3" S
Lagoa dos Tropeiros, p 1 124,99 NUP 8613
Capltollo -MG 46° 03" 21,6" 0)
ori i4 20° 44’ 60,3” S
Reservatorio de Jupid, 1, parang 114,79 NUP 8614
Trés Lagoas - MS 51°39°10,5” O

MZUSP: Museu de Zoologia - Universidade de Sdo Paulo; NUP: Nucleo de Pesquisas em Limnologia,
Ictiologia e Aqiiicultura — Universidade Estadual de Maringd; MG: Estado de Minas Gerais.
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Extracéo de DNA, PCR e sequenciamento e alinhamento das sequéncias

O DNA total foi isolado a partir de tecido do figado preservado em etanol 100%
e extraido com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico através de método descrito por
Sambrook et al. (1989). Apoés a extragdo do DNA total foi realizada a sua quantificagdo
em gel de agarose 1% com auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen). Apds a quantificagdo, uma aliquota do DNA foi diluida a fim de se
obter uma concentragdo final de 50 ng/ulL. Um fragmento do mtDNA
(aproximadamente 1200 pb) foi amplificado por PCR utilizando-se os primers FTTF (5’
GCC TAA GAG CAT CGG TCT TGT AA 3’e FI2R (5°GTC AGG ACC ATG CCT
TTG TG 3’) (Sivasundar et al., 2001). A regido controle do mtDNA foi amplificada
através de uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em 50 pL de reagdo contendo 5,0
uL de tampao de reagdo (10x PCR Buffer), 1,25 pL. MgCl, (50 mM), 8,0 uL dNTPs
(1,25 mM), 1,0 uL de cada primer (10 pM), 2 uL DNA (50 ng/uL), 0,3 uL Platinum
Taq Polimerase (SU/uL, Invitrogen) e 31,45 pL de H,O Mili-Q. As condigdes de PCR
foram as seguintes: 94°C (5 min), 36 ciclos de 94°C (30 seg), 48°C (45 seg), 72°C (1
min e 30 seg), seguido por 72°C (7 min). Os produtos de PCR foram purificados
utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Purification da Amersham-Pharmacia Biotech.
As reagdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando o kit DYEnamic ET Dye
Terminator (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) de acordo com o protocolo
para o MegaBACE 1000. As sequéncias foram analisadas pelo software Sequence
Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12.

O alinhamento das sequéncias da regido D-loop do DNA mitocondrial foi
realizado com a versdo 4.0 do MEGA (Kumar et al., 2001), além de ajustadas

manualmente. Posteriormente, estas sequéncias serdo depositadas no banco de dados do
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GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/). O melhor método de andlise encontrado pelo
Modeltest para a regido D-loop foi o de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993), com sitios
invariantes (TrN+I). Desta forma, a arvore de distancia neighbor- joining (Saitou & Nei,
1987) foi construida por este método. Nessa andlise, os valores de suporte foram
baseados em 1000 réplicas. O coeficiente gama foi estimado usando a verdo 4.0 do
PAUP (Swofford, 2002). A analise do parametro de indice de fixacdo molecular (Fst)

foi realizada com o programa Alerquin versao 3.0 (Excoffier et al. 2005).

Resultados

Um fragmento de aproximadamente 1200 pares de bases foi amplificado por
PCR em todos os exemplares das trés populagdes de P. galeatus (Fig. 2 ¢ 3) e no
exemplar de Trachelyopterus coriaceus. As sequéncias foram posteriormente editadas e
uma sequéncia de 847 pares de bases foi utilizada para as andlises posteriores. Foram
detectados 65 sitios polimorficos entre as trés populagdes (Tab. 2). Foi detectada a
existéncia de 2 haplétipos diferentes entre os 11 exemplares da populagdo da bacia do
Sao Francisco, enquanto que na populacao da regido de transposi¢do apenas 1 haplotipo
foi encontrado entre os 21 individuos analisados. Entre os 18 individuos analisados da
populacdo da bacia do rio Parand foi verificada a existéncia de 6 diferentes haplotipos
(Tab. 2). A analise do parametro de indice de fixagdo molecular (Fst) indicou alta
estruturagdo genética entre as trés populagdes de P. galeatus com indice de 0.95203. A
distancia-p entre as trés populagdes analisadas apresentou um grau de divergéncia
genética de 0,2% entre as populacdes do Sao Francisco e Piumhi, 4,6% entre Piumhi e

Parana, e 4,8% entre Sdo Francisco e Parana (Tab. 3). A arvore de distancia neighbor-
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joining gerada entre essas trés populagoes apresentou valores de bootstrap em todos os

noés superior a 60% e superior a 85% nos de enraizamento entre as populacdes (Fig. 4).
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Tabela 2 Sitios polimorficos dos 50 exemplares de Parauchenipterus galeatus das popula¢des do Sdo Francisco (SF), Piumhi

00001111111122222333333333455555555556666666666666666666666777778
00232333557866779035555667702233335890001111122235666777789005674
69904234377457260603458586304714598143680124945799789016970455271

(P) e Parané (PA).
Espécimes o
_ . Haplétipos

(Populagdo)

18524 (SF) Hapl-1
18525(SF) Hapl-1
18526 (SF) Hapl-1
18537(SF) Hapl-1
18538(SF) Hapl-1
18545(SF) Hapl-1
18546 (SF) Hapl-1
18547 (SF) Hapl-1
18536 (SF) Hapl-2
18539(SF) Hapl-2
18548 (SF) Hapl-2
18785(P) Hapl-3
18786 (P) Hapl-3
18787(P) Hapl-3
18788(P) Hapl-3
18789(P) Hapl-3
18790(P) Hapl-3
18791(P) Hapl-3
18967 (P) Hapl-3
18970(P) Hapl-3
18975(P) Hapl-3
18996(P) Hapl-3
18997(P) Hapl-3
18998(P) Hapl-3
18999(P) Hapl-3
19004 (P) Hapl-3
19005(P) Hapl-3
19006(P) Hapl-3
19007 (P) Hapl-3
19008(P) Hapl-3
19009(P) Hapl-3
19010(P) Hapl-3
19169(PA) Hapl-4
19177 (PA) Hapl-4
19180(PA) Hapl-4
19181 (PA) Hapl-4
19182(PA) Hapl-4
19183 (PA) Hapl-4
19186 (PA) Hapl-4
19171 (PA) Hapl-5
19175(PA) Hapl-6
19179(PA) Hapl-7
19170(PA) Hapl-8
19172(PA) Hapl-8
19173 (PA) Hapl-8
19174 (PA) Hapl-8
19178(PA) Hapl-8
19185(PA) Hapl-8
19176 (PA) Hapl-9
19184 (PA) Hapl-9

CGTAATGCA-CACCGGTGCAACGCATACCGTATACAGTGCTGTATG-GTAAGTGC-A-G-T-TGA

................................................................ C
................................................................ C
................................................................ C
Al C oo e e e e e e
Al C oo e e e e e
Al C o e e e e e e e e e e
Al C o e e e e e e e
Al C o e e e e e e e e aaan
Al G e e a e e e e
Al C o e e e e e e
Al C oo e e e
Al C oo e e e e e
Al C o e e e e e e e e e e aaan
Al C o e e e e e e e e e aaan
Al C o e e e e e e e aaan
Al C o e e e e m e e
Al G e e e e e e
Al C o e e e e e e
Al C oo e e e e e e e
Al C oo e e e e e e e e
Al C ot e e e e e e e
Al C o e e e e e e e
Al C o e e e e e e e e
Al C o e e e e e e e
A-A_GCA. . TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. - . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. - . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CG.GACATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. .TTGTT-ACA.GGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. .TTGTT-ACA.GGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. -CTAC. .-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACA.GGTATGCGTT---CGTG.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA..T-A.
A-A_GCA. .TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. - . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA. . TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.
A-A_GCA..TT.TT-ACATGGTATGCGTT---CG.G.CATCACGCAATGG. . . .. CCTA...-A.

--AGGCATGTT. .T-ACA_AGTATGCGTT--.CG.G.CATCACGCAATGGTAGTGCCTA.C.-A.
--AGGCATGTT. .T-ACA_AGTATGCGTT--.CG.G.CATCACGCAATGGTAGTGCCTA.C.-A.
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Tabela 3 Distincia genética entre as trés populagdes de P. galeatus analisadas.

Distancia-p Sao Francisco Piumhi Parana
Sao Francisco - - -
Piumhi 0,002 - -
Parana 0,048 0,046 -
Discusséo

Congruéncia entre os dados citogenéticos e moleculares

Dados cromossomicos anteriormente obtidos através de técnicas de citogenética
classica e molecular mostraram-se importantes para elucidar as relacdes entre essas
populagdes de Parauchenipterus galeatus presentes em bacias hidrograficas distintas e
envolvendo uma regido de transposi¢ao de rio, possibilitando, propor algumas hipdteses
quanto a diversificagdo da populacdo do rio Piumhi, além de discutir sua possivel
invasdo na bacia do Alto Parand apods a construgdo do reservatorio de Itaipu. As
diferengas citogenéticas entre as populacdes estdo baseadas nas distintas formulas
cariotipicas encontradas, que mostraram maior similaridade entre Piumhi e Sao
Francisco, do que em relagdo a populacdo do rio Parand. Além disso, foi detectada a
presenca de cromossomos B na populacdo do Sao Francisco, ndo tendo sido
encontrados tais cromossomos nos espécimes do rio Piumhi, podendo estes serem
considerados importantes marcadores populacionais (Lui et al., in press). Os resultados
provenientes do seqiienciamento da regido controle do DNA mitocondrial que serdo
discutidos a seguir completam os dados citogenéticos previamente publicados para tal
problematica, confirmando a maior similaridade entre Sdo Francisco e Piumhi, em

relacdo a da bacia do Parana.
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Diversidade genética

No presente trabalho foi detectada a existéncia de 65 sitios polimorficos em um
total de 847 pares de base entre as seqiiéncias de mtDNA (regido D-loop) das trés
populagdes de P. galeatus. A regido controle do DNA mitocondrial pode ser
considerada um bom marcador genético para estudos populacionais, pois apresenta alta
taxa mutacional, além do fato de que o DNA mitocondrial possui heranga
predominantemente materna com auséncia e/ou redugdo de recombinagdo. Apesar da
grande quantidade sitios polimorficos detectados entre as trés populagdes analisadas, a
maioria deles estdo relacionados a popula¢do do rio Parand, tendo sido detectado baixo
grau de polimorfismo para as populagdes dos rios Sd@o Francisco e Piumhi. Alguns
estudos ja demonstraram a existéncia de baixa variabilidade genética quanto ao niamero
de sitios polimoérficos da regido D-loop do mtDNA em outras espécies de peixes, como
por exemplo em Salmo trutta (Bernatchez et al., 1992; Giuffra et al., 1994; Aurelle &
Berrebi, 2001). Vale ressaltar que esta condi¢do pode ser considerada incomum devido
a caracteristicas anteriormente citadas para essa seqiiéncia. Dessa forma, ¢ comumente
esperado que o nivel de variabilidade genética intra e inter-populacional da regido
controle do DNA mitocondrial seja mais acentuado, como ja observado em varios
outros estudos de peixes, tanto marinhos quanto de agua doce (Bremer et al., 1996;
Dudgeon et al., 2000; Rocha-Olivares et al., 2000; Martins et al., 2003; Bay et al.,
2004; Batista & Alves-Gomes, 2006).

As populacdes do Piumhi e do S@o Francisco apresentaram respectivamente,
baixa e ausente diversidade genética, sendo detectados dois hapldtipos para o Sdo
Francisco e apenas um para o Piumhi. Essas populagdes foram coletadas em lagoas

marginais as suas respectivas bacias, enquanto que a populagdo do Parand foi coletada
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na calha principal deste rio, apresentar uma maior diversidade, com seis haplotipos. A
baixa diversidade da populagdo do Piumhi pode ser explicada pela existéncia do antigo
pantanal do Cururu naquela regido, que foi drenado para a posterior construgdo do canal
de transposi¢dao. Assim, a lagoa na qual foi coletada esta populagdo corresponderia ao
que restou deste antigo alagadico. Um evento de efeito gargalo pode ter ocorrido nesta
regido, decorrente da drenagem deste pantanal, levando a diminui¢do do tamanho
efetivo da populagdo, o que justificaria a existéncia de somente um haplétipo. Além do
mais, como esta populagdo foi coletada em uma lagoa, o que possibilita propor que a
endogamia pode ser um fator culminante para esta baixa diversidade. Na populacdo do
Sdo Francisco também foi detectada uma baixa diversidade genética, tanto no numero
de haplotipos quanto na quantidade de sitios polimoérficos. A baixa diversidade
detectada nessas populacdes também pode estar relacionada ao efeito da endogamia.
Também ndo se pode descartar o efeito da deriva genética sob estas populacdes, visto
que estdo presentes em lagoas pequenas e, desta forma, estariam mais sujeitas a tal
efeito do que se a populacdo fosse grande com ampla distribuigao.

Nao foi detectado o compartilhamento de haplétipos entre as populagdes, o que
sugere a auséncia de fluxo génico entre elas, que pode ser refor¢ada pela distdncia
geografica existente entre os locais de coleta e alto valor obtido para o indice de fixagdo
molecular (Fst) para as trés populagoes de P. galeatus. Esta possivel auséncia de fluxo
génico ¢ corroborada pelo fato dessa espécie possuir habito sedentario/demersal (Froese
& Pauly, 2009), diferentemente de outros peixes que podem ser encontrados na bacia do
Sao Francisco, que possuem habitos migratorios, como Salminus franciscanus e
Leporinus elongatus. Os dados citogenéticos para essas mesmas populagdes também
reforgam tal proposicdo, uma vez que caracteristicas cromossomicas especificas de cada

uma das populagdes foram detectadas (Lui et al., in press).
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A relagdo de similaridade encontrada entre as trés populacdes mostra maior
proximidade entre S3o Francisco e Piumhi, conforme visualizado pela distancia
genética de 0,2% entre elas (Tab. 2). E provavel que o tempo divergéncia entre Sio
Francisco e Piumhi seja menor do que em relagdo a populacdo do Parana. Este fato
também pode ser explicado pela existéncia do antigo Pantanal do Cururu, e que deve ter
possibilitado que em épocas remotas o fluxo génico entre as populagdes dos rios Sao
Francisco e Piumhi tenha se mantido por mais tempo. Dessa forma, o tempo de
divergéncia entre essas duas populagdes seria mais recente comparativamente a
populacdo do rio Paranid. A distancia genética obtida entre as populagdes do Sao
Francisco-Parana (4,8 %) e Piumhi-Parana (4,6 %), em contraste com a distancia entre
Sao Francisco-Piumhi (0,2 %) refor¢am esta hipotese.

Geralmente, altos indices de diversidade genética sdo indicativos de uma historia
evolutiva longa e estavel, ou podem ser resultado de contato secundario entre diferentes
linhagens (Grant & Bowen, 1998). Os dados de P. galeatus apresentados neste trabalho
possibilitam propor que o processo de diversificagdo entre essas populagdes ¢ antigo,
principalmente pela auséncia de haplotipos compartilhados entre cada um dos pontos de
coleta. Entretanto, baixa diversidade pode ser evidéncia dos chamados gargalos
populacionais ou de eventos fundadores recentes (Grant & Bowen, 1998). Isto reforga a
proposicdo feita acima de que a baixa diversidade encontrada na populacdo do Sdo
Francisco fosse conseqiiéncia de um gargalo populacional ocorrido apds a drenagem do
antigo pantanal existente na regido de transposicao. Entretanto, a endogamia e da deriva
genética também devem ser considerados efeitos importantes para a essa baixa
diversidade genética das populagdes do Sao Francisco e Piumbhi, visto que elas foram

coletadas em pequenas lagoas.
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E importante ressaltar que mesmo a populagdo presente na regiio de
transposi¢ao ter pertencido até a década de 60 a bacia do Alto Parand, ¢ evidente sua
maior similaridade com a populagdo do Sdo Francisco. Antigamente, a bacia do Alto
Parana era constituida por uma série de quedas e cachoeiras que foram sendo inundadas
ao longo do tempo devido a constru¢do de hidroelétricas. Essas antigas quedas e
cachoeiras possivelmente funcionavam como efetivas barreiras naturais para a espécie
em estudo, formando possivelmente, isolados populacionais dentro da bacia do Alto
Parana. O fato da populagdo presente na bacia do rio Parana (Reservatorio de Jupid) ter
se mostrado a mais diferente entre as trés analisadas pode ser explicado por esse
conjunto de barreiras naturais historicamente existentes. Assim, eventos vicariantes
ocorridos dentro de um sistema hidrico podem ser em muitos exemplos mais
determinantes para a diversificacdo de populagdes/espécies do que quando ocorridos

entre bacias hidrograficas distintas, como para espécie do presente trabalho.
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Anexos
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Figura 1 Locais de coleta de Parauchenipterus galeatus nas bacias do rio Sdo Francisco (Quadrado),
Piumbhi (Tridngulo) e Parana (Losango).

Populagao da bacia do rio 5do Francisco

Figura 2 Amplificagdo da regido D-loop do DNA
mitocondrial de todos os individuos da populacdo da bacia
do rio Sdo Francisco corridos em gel de agarose 1%. Foi
utilizado o padrdo de peso molecular de 1 Kb da Invitrogen.
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Populagao da bacia do rio Piumhi Populacao da bacia do rio Parana

Figura 3 Amplificacdo da regido D-loop do DNA mitocondrial de todos os individuos das populagdes da
bacia do rio Piumhi e Parand, corridos em gel de agarose 1%. Foi utilizado o padrido de peso molecular de 1
Kb da Invitrogen.
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Figura 4 Arvore de distancia Neighbor-Joining. Os nimeros presentes nos
ramos correspondem aos valores de bootstrap baseados em 1000 réplicas..




5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

* Na populagdo do rio Sao Francisco, municipio de Lagoa da Prata — MG foi
observado pela primeira vez a presenga de cromossomos B na familia
Auchenipetridae;

* Esses cromossomos B sdo do tipo metacéntrico, pequenos, totalmente
heterocromaticos e sdo encontrados em 70% na popula¢do, com variagdo intra e
interindividual de 0 a 2;

* Sua possivel origem ¢ isocromossomica. Além disso, as condigdes ambientais
da lagoa onde esta populagdo ¢ encontrada podem ser consideradas 6timas para a
existéncia de cromossomos B. Além disso, o isolamento geografico parcial da lagoa
pode proporcionar uma redugdo do fluxo génico com as outras populagdes da bacia
do Sao Francisco, o que explicaria sua alta freqiiéncia populacional;

* Trés populagdes de P. galeatus das bacias do rio Sao Francisco, Piumhi e
Parana foram caracterizadas através de técnicas de citogenética basica e molecular;

* Foram constatadas diferencas entre essas populacdes principalmente
relacionadas as formulas cariotipicas e a presenca/auséncia de cromossomos B.
Diferengas nos pares portadores dos sitios de rDNA 5S/18S deve ser uma
conseqiliéncia das distintas formulas cariotipicas, uma vez que tais cromossomos
parecem ser homeologos;

* Apesar da populagdo de P. galeatus da bacia do rio Piumhi ter apresentado
algumas diferengas em relagdo a populac¢do do rio Sdo Francisco, pode-se observar
que tais diferencas sdo menos divergentes quando comparadas a populagdo do rio
Parand. Isto indica que possivelmente as populagdes do Sao Francisco e Piumhi

divergiram a menos tempo do que em relag@o a do rio Parana.
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« Parauchenipterus galeatus ndo ¢é considerada uma espécic migradora,
portanto de habito mais sedentario. Esta caracteristica, aliada a eventos como o
contexto historico natural de formacdo de bacias hidrograficas e acidentes
geograficos dentro de uma mesma bacia, que podem conduzir ao isolamento
geografico e posterior reducao do fluxo génico entre populagdes, facilitando a
fixagdo de rearranjos cromossOmicos, o que poderia explicar as divergéncias
populacionais observadas;

* P. galeatus foi considerada restrita ao antigo Baixo Parana (regiao abaixo de
Sete Quedas — PR) até a época em que ocorreu a construgdo ¢ inundagao do
reservatorio de Itaipu (1982). Entretanto, os dados aqui apresentados para esta
espécie, quando comparados aos de uma populacdo do rio Parana (regido de Porto
Rico - PR), anteriormente analisada pela citogenética, sugerem que P. galeatus
possivelmente ja ocorria no Alto Parana;

* A regido D-loop do DNA mitocondrial é considerada um excelente marcador
genético para estudos populacionais. Os dados desta seqiiéncia para as trés
populagdes de P. galeatus confirmam as proposigdes feitas com base nos dados
citogenéticos. Este fato ¢ confirmado pela arvore de distancia neighbor-joining
gerada em tal analise com valores de bootstrap em todos os nds superior a 60% e
superior a 85% nos de enraizamento entre as populagdes, que mostram uma maior
proximidade entre as popula¢des do Sao Francisco e Piumhi do que em relagdo a do
rio Parana.

* Uma baixa diversidade genética foi detectada pela analise da regido D-loop
do DNA mitocondrial nas populagdes do rio Sao Francisco e Piumbhi,
diferentemente do que foi encontrado na populagdo do rio Parand. As duas

primeiras populagdes foram coletadas em lagoas marginais as suas respectivas
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bacias, enquanto a terceira foi coletada na margem do rio Parana. Estas condigdes
podem ser importantes no que se refere as diferengas observadas, vista que fatores
como a endogamia e a deriva genética seriam mais determinantes em populagdes
pequenas e isoladas geograficamente, como as do Sdo Francisco e Piumhi deste
trabalho.

* Por sua vez, o ndo compartilhamento de haploétipos entre as trés populagdes
sugere forte estruturagdo populacional e a auséncia de fluxo génico entre elas.

* Dessa forma, dentro da problematica inicialmente proposta, pode-se sugerir
que a populagdo de P. galeatus da bacia do rio Piumhi ja estava presente nesta
regido antes de ocorrer a transposi¢do do rio Piumhi. Possivelmente, esta populacao
¢ um resquicio da populagdo presente no antigo Pantanal do Cururu, que
possibilitaria fluxo génico com a populagdo do Sdo Francisco, o qual foi dragado
para a construcao do canal de transposi¢do e da hidroelétrica de FURNAS. Nao ha
duavidas que a transposi¢do do rio Piumhi causou um grande impacto a diversos
organismos desta regido, inclusive a ictiofauna. Esta acdo antropica pode ter sido
determinante para a diminuicdo da diversidade genética da populagio de P.

galeatus que antigamente habitava o Pantanal do Cururu.
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