UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUCAO

DIVERSIDADE DE PEIXES RESIDENTES EM CABECEIRAS DE RIOS. UMA
ABORDAGEM CROMOSSOMICA EM TRES DIFERENTES BIOMAS
AQUATICOS DA REGIAO SUL DO BRASIL.

Marcelo Ricardo Vicari

SAO CARLOS-SP
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E EVOLUCAO

DIVERSIDADE DE PEIXES RESIDENTES EM CABECEIRAS DE RIOS. UMA
ABORDAGEM CROMOSSOMICA EM TRES DIFERENTES BIOMAS
AQUATICOS DA REGIAO SUL DO BRASIL.

Marcelo Ricardo Vicari

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em
Genética e Evolucédo do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Sao
Carlos, como parte dos requisitos
para a obtencao do titulo de Doutor
em Ciénicas (Ciéncias Bioldgicas),
area de concentracdo: Genética e
Evolucgéo.

SAO CARLOS-SP
2006



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

Vicari, Marcelo Ricardo.

V628dp Diversidade de peixes residentes em cabeceiras de rios.
Uma abordagem cromossémica em trés diferentes biomas
aquaticos da Regido Sul do Brasil / Marcelo Ricardo Vicari. -
- Sao Carlos : UFSCar, 2006.

158 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2006.

1. Citogenética. 2. Citotaxédnomia. 3. Evolugao cariotipica.
4. Biogeografia. 5. Cromossomos sexuais. |. Titulo.

CDD: 574.87322 (20%)




Orientador
Prof. Dr. Luiz Antdbnio Carlos Bertollo
Co-orientador

Prof. Dr. Roberto Ferreira Artoni



Dedico este trabalho aos meus pais
Nadir Vicari e Maria da Piedade
Vicari pelo total apoio, amor e

confianga.



“‘Ninguém ignora tudo, ninguém
sabe tudo. Por isso, aprenderemos

sempre”.

Paulo Freire



Agradecimentos

Neste momento, gostaria de expressar meus mais sinceros
agradecimentos a toda estrutura institucional e humana que possibilitaram a

realizacao deste trabalho.

Ao Programa de Pdés-Graduagdo em Genética e Evolugdo (PPG-GeV)
pelo suporte e auxilio na realizagédo deste estudo.

Ao prof. Dr. Luiz Antonio Carlos Bertollo, amigo e orientador, profissional
de valor inestimavel, ético, extremamente competente e responsavel. Agradeco
pela oportunidade de desenvolver este trabalho, por sua confianga, seus
incentivos e gostaria de salientar a imensa admiragdo que tenho por sua pessoa,
o Sr. foi um excelente orientador, muitissimo obrigado.

Ao meu co-orientador, prof. Dr. Roberto Ferreira Artoni, a quem muito
estimo e devo por ter acreditado em meu trabalho e me langar ao meio cientifico.
Roberto, agradeco sua confianga, incentivo e as 6timas idéias na realizagdo dos
nossos trabalhos, mas acima de tudo agradeco em nome de nossa imensa
amizade.

Aos meus pais, Nadir Vicari e Maria da Piedade Vicari, pessoas que muito
amo. Pai/Mae vocés sempre lutaram para dar o maximo de educagao a nés, seus
filnos. Nos momentos mais dificies de nossas vidas vocés continuaram a apostar
em nossa educagao. Muito obrigado por mostrar o caminho.

Em adigcdo, gostaria de agradecer a todas as pessoas e amigos que de
alguma forma auxiliaram em minha formacao profissional e social.

Ao prof. Orlando Moreira-Filho por sua intensa participacéo na realizagao

deste trabalho. Orlando, gostaria de destacar seu incentivo em mim depositado e



dizer que é muito gratificafante trabalhar em conjunto com professores de
altissimo nivel como o Sr., o Roberto e o Bertollo.

A minha namorada, pelo amor, carinho, incentivo e compreensdo nesta
jornada.

Aos amigos do laboratério Débora, Elizangela, Wellington, Daniel Kantec,
Ernani, Celeste, Rosangela, Marcelo, Daniel, Maressa e Gustavo pelos mais
diversos auxilios, excelente convivéncia e amizade.

Aos grandes amigos Liano e Vladimir, que embora ja tenham retornado as
suas intituicbes, muito contribuiram na realizagao deste trabalho.

Aos amigos do laboratério de biologia molecular e seu coordenador, prof.
Pedro Galetti, pelo companheirismo e auxilio durante este periodo.

Ao grande amigo de departamento Rogério Oliveira Souza pela amizade e
pela 6tima acolhida em sua casa.

Aos funcionarios do Departamento de Genética Luis, Antdnio, Jorge,
Claudio, Rodrigo e Tatiana pelos mais diversos auxilios na realizagdo deste
trabalho.

As funcionarias da secretaria da Pés Graduagdo em Genética e Evolugdo
Regeane, Greice e Rose, pelo bom atendimento e pela amizade.

A professora Mara da Universidade Estadual de Ponta Grossa, pelos seus
ensinamentos, paciéncia e 6tima amizade.

Ao grande amigo, Miguel Airton Carvalho, funcionario do laboratério de
citogenética da Universidade Estadual de Ponta Grossa, pessoa que muito me

ajudou em toda graduagao e pos-graduacao, “Miguelito” muito obrigado!



Aos amigos do laboratério de citogenética da Universidade Estadual de
Ponta Grossa Jodo, Leila, Milena, Darciele, Helena, Américo, Carol, Elisandra e
Cintia pelos bons momentos nesta instituicao.

Aos amigos da cidade de Ponta Grossa Claide, Katia, Kelly e Cristiano,
pelos bons momentos juntos e por sempre me acolher de maneira muito
agradavel.

Aos meus irmaos Silvio, Silvana, Marcio, Marcos e Rita Paula que sempre
deram apoio, incentivo aos estudos e torceram por meu sucesso.

Aos meus sobrinhos Lucas, Matheus, Arthur, Jéssica, Junior, Tiago e
Gabriel, o tio ama vocés todos.

Ao Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA), Instituto Ambiental do
Parana (IAP) e Paranaturismo pelas autorizagcdes de captura de peixes.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP),
pela bolsa concedida, a qual muito auxiliou a realizagcao deste trabalho (Processo

03/13019-0).



Resumo

O estudo apresentou uma analise citogenética de espécies de peixes de pequeno
porte coletadas nas cabeceiras das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi.
Algumas espécies tiveram uma analise citogenética populacional comparativa
entre essas diferentes bacias, enquanto em outras foram abordados problemas
especificos inerentes apenas a uma populacdo. Foram abordados aspectos de
citogenética, citotaxonomia, biogeografia e de biologia evolutiva das populagbes
de Corydoras paleatus, Corydoras ehrhardti, Apareiodon sp., Geophagus
brasiliensis, Cichlasoma facetum, complexo Astyanax scabripinnis, Astyanax
janeiroensis e Characidium sp. cf. C. gomesi. Foram apresentados e discutidos (a)
a ocorréncia simpatrica de C. paleatus e C. ehrhardti para a Lagoa Dourada, bacia
do rio Tibagi (b) um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em uma espécie
nao descrita do género Apareiodon do rio Verde, bacia do rio Tibagi (c) o
conservadorismo cariotipico apresentado para as espécies e populagdes de
Perciformes, G. brasiliensis e C. facetum, das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira
e Tibagi, aliado a uma hipo6tese de dispersdo das espécies de peixes entre essas
bacias (d) a analise citogenética comparativa do complexo de espécies A.
scabripinnis para as bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi, todas
mostrando cariétipos similares com 2n=50 cromossomos, porém nao idénticos,
aliada a um novo citétipo simpatrico apresentando 2n=48 cromossomos somente
na populagao da bacia do rio Jaguariaiva (e) a localizagdo, composi¢ao e natureza
dos dominios heterocromaticos presentes no caridtipo de A. janeiroensis da bacia
do rio Ribeira e; (f) uma possivel condicdo sinapomérfica para as espécies de

Characidium que apresentam sistema de cromossomos sexuais heteromorficos.



Foi também discutido o possivel intercambio de faunas nas regides de cabeceiras
dos rios Ribeira de Iguape e Tibagi na regido do arco de Ponta Grossa, ao lado de
uma ictiofauna aparentemente mais endémica para a bacia do rio Jaguariaiva.
Assim, esse estudo procurou associar dados citogenéticos, questdes de
biogeografia e biologia evolutiva das espécies de peixes presentes nas cabeceiras

destes trés rios paranaenses.



Abstract

This study presented cytogenetic analysis of small fishes species collected in the
headwaters of Jaguariaiva, Ribeira and, Tibagi rivers. Some of these species have
had a comparative cytogenetic population analysis among different basins, while in
the others were observed inherent specific problems only in one population. In this
work we boarded cytogenetic, cytotoxonomy, biogeographic and evolutive biology
aspects of these populations: Corydoras paleatus, Corydoras ehrhardti,
Apareiodon sp., Geophagus brasiliensis, Cichlasoma facetum, Astyanax
scabripinnis species complex, Astyanax janeiroensis, and Characidium sp. cf. C.
gomesi. Here we discussed and presented (a) the sympatric occurrence of C.
paleatus and C. ehrhardti from Dourada lagoon, Tibagi basin; (b) a ZZ/ZW sex
chromosome system in an undescribed species of the genus Apareiodon in the
Verde river, Tibagi basin (c) the karyotypic conservadorism visualized in species
and populations of Perciformes, G. brasiliensis and C. facetum, in the Jaguariaiva,
Ribeira and Tibagi basins, showing the dispersion of fish species hypotheses
among these basins; (d) a comparative cytogenetic analysis of A. scabripinnis
species complex, among Jaguariaiva, Ribeira, and Tibagi basins, all of them
shared karyotypes with 2n=50 chromosomes but minors differences among them
were observed, and we also showed a sympatric cytotype with 2n=48
chromosomes only in the Jaguariaiva basin; (e) the composition, location and
nature of heterochromatic sites present in the A. janeiroensis karyotype of Ribeira
basin and; (f) a possible sinapomorphic condition in the Characidium species with
heteromorphic sex chromosome system. We also discussed the possible faunes

interchange in the headwaters regions of Ribeira de Ilguape and Tibagi rivers in the



Ponta Grossa arc region, beside to the supposed endemic ictiofaune of
Jaguariaiva basin. Thus, this study associated cytogenetic data, biogeographic
aspects, and evolutive biology of fishes species located in the headwaters of three

Parana State rivers.
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Figura 1. Mapa do Brasil indicando as areas de importancia para estudos de
diversidade de peixes, com destaque para a parte leste do estado
do Parana, indicando as areas em estudo: (a) rio Ribeira, (b) rio
Jaguariaiva, (C) rio Tibagi..........ccooiiiiiiiiiii

4.1 Género Corydoras da bacia do rio Tibagi

Figura 1. Mapa da América do Sul mostrando a regido de coleta em detalhe.
Os rios costeiros sdo separados na figura dos rios continentais por
uma linha imaginaria cinza. O local do alto rio Tibagi (Lagoa
Dourada, Ponta Grossa, Parana, Brasil), onde foram coletados
espécimes de C. ehrhardti e C. paleatus estd destacado por um
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Figura 2. Cariétipos, cromossomos e espécimes de Corydoras ehrhardti (A,
C, B, G) e Corydoras paleatus (D, F, E, H), respectivamente. Em
(A, D) estdo sendo evidenciados os cariétipos corados por Giemsa.
(C, F) apresentam o padrdo da distribuicdo da heterocromatina
constitutiva evidenciada pelo bandamento C. As caixas (B, E)
destacam os cromossomos portadores das RONs corados pelo
nitrato de prata. Em (G, H) sdo apresentados os espécimes de C.
ehrhardti e C. paleatus, respectivamente.Barras: 10 ym (cariétipos)
€ 10 MM (ESPECIMES)....cciiieieeeeeeeee e

Figura 3. Corydoras ehrhardti (A) e Corydoras paleatus (B): cromossomos
mitéticos submetidos a hibridagdo in situ fluorescente com sonda
de rDNA 18S. As setas indicam a localizagdo das regides
organizadoras de nucléolo nas duas esSpecies.............cceeeeeeeeeeeeennnns

4.2 Apareiodon sp. da bacia do rio Tibagi

Figura 1. Mapa da América do Sul, com destaque para o estado do Parana
(Brasil). Em (a) esta representada a bacia do rio Tibagi (em cinza) e
regido de Ponta Grossa (PG). Em (b) um espécime fémea
cariotipado de Apareiodon sp. (voucher No. 3447)......ccccceeeeeeeeen.n.
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Figura 2. Caridtipos de Apareiodon sp. macho, do rio Verde, em coloragao
convencional com Giemsa (a) e bandamento C (b). A barra
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Figura 3. Caridtipos de Apareiodon sp fémea, do rio Verde, em coloragao
convencional com Giemsa (a) e bandamento C (b). A barra
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Figura 4. Metafases de Apareiodon sp. evidenciando (A) 0s cromossomos
portadores das Ag-RONSs; (B) os sitios de rDNA18S, mostrando sua
variacdo de tamanho entre sitios homologos; (C) os sinais positivos
CMAs-fluorescentes e; (D) os sitios de rDNA 5S (setas). A variagao
de tamanho entre os sitios homologos de rDNA 18S de outra
metafase sdo mostradas em B. A associacdo dos cromossomos
portadores de Ag-RONSs ¢ indicada pela cabeca de seta em C. A
barra representa b M.........ooiiiiiiiii

Figura 5. Diferenciacdo hipotética do cromossomo W a partir de um
cromossomo ancestral semelhante a0 Z............cccccccceiiiiiiiiieenn

4.3 Ciclideos das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi.

Figura 1. Caridtipos de Geophagus brasiliensis (A, B, E) e Cichlasoma
facetum (F) com coloragdo convencional por Giemsa, e analise
sequencial da heterocromatina (C, D, G) e (H), respectivamente.
Em destaque, o par cromossdmico portador do sitio Ag-NOR
positivo. (A, C) populagdo do rio Jaguariaiva; (B, D) populagdo do
rio Socavao; (E, G) populagao do rio Verde. A barra representa 5

Figura 2. Caridtipos de Geophagus brasiliensis (A, B, E) e de Cichlasoma
facetum (F), corados com o fluorocromo cromomicina As; e
sequencialmente corados com o fluorocromo DAPI (C, D, G) e (H),
respectivamente, mostrando um sitio GC positivo e AT negativo
nos pares cromossomicos 6 de G. brasiliensis e 8 de C. facetum.
(A, C) populacédo do rio Jaguariaiva, (B, D) populagdo do rio
Socavéao, (E, G) populagao do rio Verde. A barra representa 5 um..

Figura 3. Caridtipos de Geophagus brasiliensis (C, D, G) e de Cichlasoma
facetum (F), mostrando a localizagdo do rDNA 18S nos pares
cromossOmicos 6 e 8, respectivamente, e a localizagao do rDNA 5S
no pares cromossodmicos 10 (C, D, G) e 11 (H), respectivamente. (A,
C) populagao do rio Jaguariaiva, (B, D) populagcado do rio Socavéao,
(E, G) populacgédo do rio Verde. A barra representa 5 uym...................
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Figura 4. Par cromossOmico numero 6 de Geophagus brasiliensis,
mostrando a localizaggo da NOR no brago curto e o seu
polimorfismo de tamanho, sob diferentes metodologias de analise:
(A) coloracdo convencional com Giemsa, evidenciando a constricdo
secundaria bem evidente; (B) bandamento C, mostrando a
localizagdo da heterocromatina adjacente ao sitio da NOR, (C) sitio
Ag-NOR positivo, (D) sitio DAPI negativo, (E) sitio cromomicina As;
positivo e, (F) localizagado do rDNA 18S. A barra representa 5 um.....

4.4 Astyanax “complexo scabripinnis” das bacias dos rios Jaguariaiva,
Ribeira e Tibagi

Figura 1. Caridtipos do complexo de espécies Astyanax scabripinnis: (A, B)
Cariotipo A do rio Verde; (C, D) Cariétipo B do rio Santo Anténio;
(E, F) Caridtipo C do rio Santo Anténio. (A, C, E) coloragao
conventional por Giemsa e (B, D, F) bandamento C sequencial,
respectivamente. A barra representa 10 ptM........coovvvvviiiiiininnnnnnn,

Figura 2. Metafases de Astyanax paranae (Cariotipo A) evidenciando em (A,
B) os cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo
cromomicina A; mostrando sitios GC-positivos e sequencialmente
corados com o fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-
negativos, (E) os sitios de rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A

barra representa 10 tm.........cooovviiiiiiiiii e

Figura 3. Metafases de Astyanax sp. (Cariétipo B) evidenciando em (A, B)
os cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo
cromomicina Az mostrando sitios GC-positivos e seqlencialmente
corados com o fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-
negativos, (E) os sitios de rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A

barra representa 10 tM.........ccccciiiiiiiii e

Figura 4. Metafases de Astyanax sp. (Cariétipo C) evidenciando em (A, B)
os cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo
cromomicina A; mostrando sitios GC-positivos e sequencialmente
corados com o fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-
negativos, (E) os sitios de rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A
barra representa 10 M.

4.5 Astyanax janeiroensis da bacia do rio Ribeira

Figura 1. Cariétipo de A. janeiroensis da bacia do rio Ribeira. Em (A)
coloragao convencional por Giemsa; em (B) bandamento C



sequencial. A barra representa 5 M. 102

Figura 2. Metafases de A. janeiroensis da bacia do rio Ribeira, tratadas com
nitrato de Prata, mostrando variagdo numérica das RONs: (a) 3
sitios de Ag-RONSs (setas); (b) 5 sitios de Ag-RONs (setas). A barra
FEPresSeNnta b M. ... e 103

Figura 3. Cromossomos de A. janeiroensis, da bacia do rio Ribeira,
submetidos a dupla FISH, com sondas de rDNA 18S e DNA
repetitivo As51 e coloracdo com DAPI: (a) sitios de rDNA 18S
(setas); (b) sitios de DNA repetitivo As51 (cabega de setas); (c)
dupla marcacao rDNA 18S e DNA repetitivo As51, as setas indicam
sitios com apenas rDNA 18S, as cabecas de setas indicam os
dominios cromossémicos As51/rDNA 18S; (d) coloragao com DAPI
mostrando as regides DAPI negativas; as setas indicam as regides
DAPI negativas referentes aos sitios de rDNA 18S; as cabecas de
setas indicam as regides DAPI negativas referentes aos dominios
As51/rDNA 18S; (e) sinais fluorescentes obtidos por sondagem de
rDNA 18S; as setas indicam sitios com apenas rDNA 18S, as
cabegcas de setas indicam os o0s dominios cromossémicos
As51/rDNA 18S; (f) sobreposigéo de sinas fluorescentes obtidos por
sondagem com rDNA 18S e DNA repetitivo As51; as setas indicam
os sitios com apenas rDNA 18S, as cabecas de setas indicam os
dominios cromossémicos As51/rDNA 18S. A barra representa 5
6 PSR 104

Figura 4. Cromossomos de A. janeiroensis, da bacia do rio Ribeira: (a)
coloragao por fluorocromo DAPI; as setas e cabecgas de setas
mostram os sitios DAPI negativos; (b) coloragao pelo fluorocromo
CMA;, evidenciando regides ricas em pares de bases GC,
correspondentes as regidoes DAPI negativas mostradas pelas setas
em (a); (c) FISH com sonda de rDNA 5S, evidenciando sua
localizagdo em apenas um par de cromossomos (setas). A barra
FEPreSeNta b M ....oouu e 106

4.6 Characidium sp. cf. C. gomesi da bacia do rio Tibagi

Figura 1. Espécime de Characidium sp. cf. C. gomesi do corrego Quebra
Perna, subafluente do rio Tibagi, PR. ... 120

Figura 2. Cariétipos de Characidium. sp. cf. C. gomesi do cérrego Quebra
Perna. (a) carioétipo de macho com coloragdo convencional por



Giemsa; (b) bandamento C sequencial; (c) cariotipo de fémea com
coloragdo convencional por Giemsa; (d) bandamento C sequencial.
A barrarepresenta b HM........cooooiiiiiiii i 121

Figura 3. Metafases de Characidium sp. cf. C. gomesi do corrego Quebra
Perna. (a) coloragao por nitrato de prata, as setas representam os
sitios Ag-RONss ativos; (b) hibridag&o in situ fluorescente com sonda
de rDNA 18S em metafase de fémea, sendo identificado o
cromossomo W e os sitios de rDNA 18S (setas); (c) hibridag&o in
situ fluorescente com sonda de rDNA 5S em metafase de fémea,
sendo identificado o cromossomo W e os sitios de rDNA 5S (setas).
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Figura 4. Mapa hidrografico da América do Sul (a); A = sistema hidrografico
do rio Paranda, B = conjunto de rios costeiros que compdem a bacia
do Leste, C = bacia do rio Sdo Francisco e D = bacia Amaz6nica;
em (b) detalhe parcial da margem leste do sul e sudeste do Brasil; a
area em destaque mostra a regido de abrangéncia de espécies de
Characidium que até o presente momento apresentam
cromossomos sexuais heteromorficos, 1 ribeirdo Grande (C. sp. cf.
alipioi e C. lauroi), 2 cérrego Paiol Grande (C. gomesi e C. zebra), 3
rio Pardo (C. sp cf. C. gomesi), 4 rio da Quinta (C. sp cf. C.
gomesi), 5 cérrego Quebra Perna (C. sp cf. C. gomesi), 6 reserva
Jatai (C. zebra e C. lagosantensis), 7 rio Passa Cinco (C. zebra), 8
rio Piracicaba (C. zebra), 9 Reserva Carlos Botelho (C. pterosticum)
e 10 rio Machado (C. zebra e C. gomesi); em (c) idiograma sobre a
hipétese proposta da diversificacdo do sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW em Characidium: 1 C. sp. cf. alipioi do ribeirao
Grande, 2 C. gomesi do corrego Paiol Grande, 3 C. sp cf. C. gomesi
do rio Pardo, 4 C. sp cf. C. gomesi do rio da Quinta, 5 C. sp cf. C.
gomesi do corrego Quebra Perna............ccccvvviiiiiiiiiis 123
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1. INTRODUCAO

1.1 Ecossistemas aquaticos da Mata Atlantica Brasileira e Campos Sulinos

Os ecossistemas aquaticos da Mata Atlantica Brasileira possuem uma fauna
de peixes rica e variada, intimamente associada a floresta que proporciona protegao
e alimento (MENEZES et al.,, 1990; MENEZES, 1994). Com a devastagdo da
floresta, hoje reduzida a apenas 2 a 2,5 % de sua extens&o inicial, houve uma
profunda alteragdo, reduzindo a fauna original a uma fragdo do que existia no
passado. O trago mais marcante desta fauna é o seu grau de endemismo, resultante
do processo de evolugdo histérica das espécies, em uma area geomorfoldgica
isolada das outras areas onde se localizam as demais bacias hidrograficas

brasileiras.

Os ecossistemas aquaticos dos Campos Sulinos estdo localizados nas
formagdes campestres ndo savanicas, ocorrentes desde o sul de Sdo Paulo, entre
Angatuba e ltararé, passando pelo interior do Parana e Santa Catarina, em meio a
regido da Floresta Ombrofila Mista (floresta com Araucaria), até os campos do sul do
Rio Grande do Sul (MENEZES, 1998). Esses ecossistemas fazem parte de grandes
drenagens que atravessam variadas formagdes vegetais, inclusive de Mata Atlantica.
Assim, a ictiofauna dos ecossistemas aquaticos do bioma Campos Sulinos é
bastante heterogénea, pois compreende elementos de drenagens distintas quanto a
geomorfologia (alto Parana, alto Iguagu, alto Uruguai, por exemplo), que se
mantiveram historicamente isoladas de outras bacias hidrograficas (MENEZES,

1998).
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A regiao de Floresta Ombréfila Densa possui alta percentagem de espécies
de peixes endémicas. BUCKUP (1991) relata que este fato deve-se a concentragéo
de grande numero de bacias hidrograficas independentes, aliada ao efeito isolador
que as cadeias de montanhas que separam os diversos vales da regido exercem
sobre as varias populacdes de peixes. As caracteristicas topograficas e fisiondbmicas
proporcionam uma ampla gama de ambientes distintos, o que favorece a ocorréncia
de um grande numero de espécies, cada uma das quais adaptadas a um
subconjunto particular destes ambientes, o que eleva o numero de espécies
endémicas na area. Por fim, a predominancia de cursos d'agua relativamente
pequenos favorece a ocorréncia de espécies de pequeno porte, com limitado
potencial de dispersédo espacial e tendéncias de fixagdo de divergéncias genéticas

interpopulacionais.

No ano de 2000 o Ministério do Meio Ambiente langou o relatorio intitulado
“Avaliacdo e acgles prioritarias para a conservagdo da biodiversidade da Mata
Atlantica e Campos Sulinos”. Neste estudo foram feitas indicagcdes de areas
prioritarias para peixes em grandes regides aquaticas, consideradas unidades
ecoldgicas/biogeograficas basicas, agregando comunidades que tém em comum a
maioria das espécies, a mesma dinamica e condigbes ambientais idénticas. Assim,
foram indicadas 29 areas prioritarias na Mata Atlantica, cinco nos Campos Sulinos, e
uma parcialmente incluida nos dois biomas. No sul, trés areas foram diagnosticadas
de alta importancia biolégica (cabeceiras do rio Iguacu-PR; cabeceiras do rio
Ribeira-PR, SP; e varzea do rio Parana-MS, PR). As cabeceiras do rio
Paranapanema, parcialmente incluidas tanto na Mata Atlantica como nos Campos

Sulinos, foram diagnosticadas como prioritarias para inventario da ictiofauna (Figura

1).
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Vale ressaltar que de todas areas prioritarias indicadas, oito foram
consideradas insuficientemente conhecidas, mas de provavel importancia bioldgica.
Mesmo nas areas designadas para outras categorias, o conhecimento ainda é
incipiente, sobretudo nas regides de cabeceiras de rios e riachos, onde € elevado o
grau de endemismo. Esses dados, aliados a grande fragilidade dos ecossistemas e
ao grau de ameacga existente, justificam a indicacdo dessas areas como de alta

prioridade para conservagao.

1.2 Informacgbes detalhadas sobre as bacias hidrograficas do Paranapanema,

Tibagi e Ribeira aplicadas a distribuicéo da ictiofauna

Na Ameérica do Sul, as grandes areas de endemismo de peixes identificadas
sao profundamente influenciadas pela distribuicdo resultante do avango decorente
da elevagcdo de 100m do nivel do mar que ocorreu durante o fim do Mioceno
(HUBERT & RENNO, 2006; RIBEIRO, 2006). RIBEIRO (2006) descreve que “as
drenagens costeiras do leste do Brasil correspondem a areas de grande significado
biogeografico, apresentando um alto grau de endemismo em sua fauna de peixes.
Padrdes filogenéticos sugerem uma relagao proxima entre os rios que correm para o
Atlantico a os adjacentes das terras altas do escudo cristalino. Entretanto, pouco tem
sido dito sobre a dindmica dos processos geoldgicos relacionados aos eventos
cladogenéticos entre estas areas. Padrbes de distribuicdo e filogenéticos sugerem
uma intima associagao com a histéria geoldgica da margem continental passiva da
América do Sul, desde o Cretaceo aos dias atuais. Soerguimentos macrodémicos,

rifteamento, movimentos verticais entre blocos falhados e o recuo erosivo da
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margem leste sul-americana sdo considerados como as principais forgas geolégicas
atuando sobre a distribuicdo da ictiofauna de agua doce nestas areas. A atividade
tectdnica associada a ruptura do Gondwana e separacdo da América do Sul e Africa
criou seis megadomos que sao responsaveis por configurar a maior parte do atual
curso das principais bacias hidrograficas do escudo cristalino. Com excec¢édo das
bacias localizadas as margens de tais megadomos, estes rios desenvolveram longos
€ sinuosos circuitos sobre o antigo escudo cristalino brasileiro antes de desaguarem
no entdo recentemente aberto Oceano Atlantico. Eventos cladogenéticos iniciais
entre drenagens de terras altas do escudo cristalino e tributarios do Atlantico podem
estar associados com processos vicariantes desta fase inicial, e alguns taxons
antigos, basais, grupos-irmao de taxons muito inclusivos e de ampla distribuicdo séo
encontrados nestas bacias hidrograficas. Mais tarde, a denudacgdo erosiva
generalizada resultou em um ajuste isostatico da margem leste da plataforma. Tal
ajuste, concomitantemente a reativagdes de antigas zonas de falha, resultou em
movimentos verticais entre blocos falhados, dando origem, no sudeste do Brasil, a
bacias tafrogénicas. Tais bacias, como a de Taubaté, Sdo Paulo, Curitiba e Volta
Redonda, entre outras, capturaram drenagens e fauna de terras altas adjacentes. Os
peixes fosseis da Formagado Tremembé (Eoceno-Oligoceno da Bacia de Taubaté)
exemplificam este processo. Outros sistemas tafrogénicos de idade Terciaria foram
também identificados em outros segmentos da margem continental Atlantica, como
na Provincia Borborema, no NE do Brasil, com marcada influéncia sobre o padrao de
drenagem. Ao mesmo tempo, o0 recuo erosivo da margem leste da plataforma
capturou sucessivamente rios de planalto, os quais se tornaram tributarios atlanticos,
evoluindo associados aos principais sistemas de falha. A natureza continuada

destes processos explica os padrbes filogenéticos e de distribuicdo miscigenados
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entre os tributarios atlanticos e as terras altas do escudo cristalino adjacente,
especialmente na margem sudeste do continente, representados por sucessivos,
cada vez menos inclusivos, grupos irmaos, associados a eventos cladogenéticos

desde o final do Cretaceo ao presente”.

O rio Paranapanema €& um importante afluente da bacia do Parana. Suas
nascentes estdo localizadas na serra de Paranapiacaba, a menos de 100Km da
costa Atlantica, numa latitude de 24°51' sul e longitude 48°10' oeste, a cerca de 900
m acima do nivel do mar. Faz a maior parte da fronteira entre os estados do Parana
e Sao Paulo, desaguando no rio Parana apos percorrer 929Km. Seus principais
tributarios sao os rios lItararé, Pardo, Tibagi e Pirap6é (ZILESLER & ARDIZZONE,
1979). Sua bacia de drenagem estende-se por trés grandes unidades do relevo
brasileiro: o Planalto Atlantico, a Depressao Periférica e o Planalto Arenitico
Basaltico Ocidental (AB'SABER, 1970). A Serra de Paranapiacaba, onde situa sua
nascente, constitui o divisor de aguas das bacias pequenas voltadas para a costa,

do Ribeira de Iguape, do Paraiba do Sul e do Parana (CASTRO et al., 2003).

Um estudo de levantamento ictiofaunistico do rio Paranapanema revelou
espécies pertencentes a seis ordens, 16 familias, 37 géneros e 52 espécies. Das
espécies coletadas, aproximadamente 36% pertencem a ordem Siluriformes, 36% a
Characiformes, 11% a Gymnotiformes, 10% a Perciformes, 4% a Cyprinodontiformes
e 2% a Symbranchiformes. Neste mesmo estudo os pesquisadores constataram a
presenca de apenas 0,5% de individuos com mais de 15 cm de comprimento
padrao, o que demonstra, inequivocamente, a absoluta dominédncia de peixes de
pequeno porte na ictiofauna dos riachos amostrados, reforcando a hipdtese de

CASTRO (1999) de que a predominéncia de peixes de pequeno porte € o unico
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padrao geral de valor diagndstico registrado até o momento para a ictiofauna de

riachos sul-americanos (CASTRO et al., 2003).

O rio ltararé € o principal tributario do alto rio Paranapanema (Km 0,0) em
sua margem sul. Seus principais rios de cabeceiras sdo representados pelos rios
Jaguaricatu e Jaguariaiva, compreendendo uma bacia hidrografica de 5.329 Km?
(MAACK, 1968). Essas regides de cabeceiras do rio Paranapanema, parcialmente
incluidas tanto na Mata Atlantica como nos Campos Sulinos, foram diagnosticadas
como prioritarias para inventario da ictiofauna e consideradas insuficientemente
conhecidas, mas de importancia biologica. O rio Jaguariaiva esta localizado na
regido denominada de Norte Pioneiro, a qual nos ultimos anos vem sofrendo grande
expansao populacional e agroindustrial. Recentemente foi construida a usina
hidroelétrica Pesqueiro, no municipio de Jaguariaiva-PR, nas proximidades do
Parque Estadual do Cerrado. Este foi recentemente criado para preservar umas das
ultimas manchas de cerrado existente no estado, que nos ultimos anos vem

sofrendo grande impacto das a¢des antrépicas.

O rio Tibagi € um afluente do rio Paranapanema o qual, por sua vez, desagua
no rio Parana em seu trecho superior, acima de Sete Quedas, pertencendo a sub-
regido zoogeografica do Alto Parana. A ictiofauna do sistema do rio Tibagi sé
recentemente comegou a ser conhecida (BENNEMANN et al.,, 1995; 2000) e
algumas espécies novas ja puderam ser descritas como Schizodon intermedius
(GARAVELLO & BRITSKI, 1993) e uma espécie de Rhamdiopsis, exclusiva desse
sistema (BOCKMANN et al., 1995), reforcando a hipétese de endemismo para a
bacia do Alto Parana, anteriormente proposto por outros autores (KULLANDER,

1983; VARI, 1991, SHIBATTA, 1993). Segundo SHIBATTA & ORSI (1996), o rio
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Tibagi possui 22 familias, 68 géneros e 96 espécies de peixes, com predominio para
os Characiformes. Estes resultados, contudo, se referem especialmente as capturas
mais intensas realizadas no curso médio e baixo do rio Tibagi, sendo as regides
proximas a cabeceira deste rio ainda pouco exploradas neste sentido. Este rio banha
quarenta e oito municipios paranaenses e € o principal responsavel pelo
fornecimento de agua para aproximadamente 14% da populacéo desse estado.

O rio Ribeira € um componente da bacia do Leste nos estados do Parana e
S&o Paulo. Possui area de 30.474 Km? (23° 45'S / 46° 45'W e 25° 30’S / 50° W),
sendo delimitada ao norte e leste pelas bacias dos rios Tieté e Paranapanema, e ao
sul, pela bacia do rio Iguagu. Sua formagao geoldgica é recente, ocorrendo somente
a partir do Neo-Cretaceo e principio do Terciario (MAACK, 1968), contrastando com
os rios da bacia do Paranda, geologicamente mais antigos. As cabeceiras do rio
Ribeira situam-se na vertente litordnea da Serra de Paranapiacaba, subunidade da

Serra do Mar, em area de planalto.

Outro aspecto importante dessa bacia é que ela esta inteiramente inserida
em uma das maiores areas remanescentes de Mata Atlantica da regido sul e
sudeste do Brasil, area esta que, somente no Estado de Sao Paulo, possui 10
Unidades de Conservacao, distribuidas entre Parques e Estagcbes Ecoldgicas. Além
disso, no que se refere ao Estado do Parana, o rio Ribeira situa-se em uma area que
vem passando por um grande processo de desenvolvimento socio-econdémico. Uma
das principais caracteristicas da fauna de peixes do rio Ribeira de Iguape, como
também de todas as outras bacias hidrograficas localizadas nas regides da Floresta
Ombrdfila Densa da Mata Atlantica, € o seu elevado grau de endemismo, resultado
de processos historicos de isolamento. BIZERRIL (1994) estudando o conjunto das

bacias costeiras localizadas entre a foz do rio Sdo Francisco e o extremo sul do
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estado de Santa Catarina, sugere que o endemismo da fauna de peixes desta area
seja superior a 70%. Entretanto, as escassas informagdes sobre a composi¢cao
faunistica, distribuicdo e ecologia dos peixes da Mata Atlantica estdo dispersas e,
muitas vezes baseadas em identificacbes imprecisas, o que dificulta sobremaneira

estudos sobre a distribuicdo, diversidade e taxa de endemismo das espécies.

1.3 Diversidade citogenética em peixes neotropicais, com especial enfoque as

espécies residentes em cabeceiras de rios

Os peixes representam o grupo mais diversificado entre os vertebrados.
Mostram uma posigao basal na filogenia desse grupo e constitui, desta forma, um
dos grupos de organismos mais interessantes para estudos da variabilidade
genética e de evolugdo (NELSON, 1984). Dados citogenéticos disponiveis para
cerca de 700 espécies de peixes Neotropicais de agua doce ja permitem visualizar
algumas tendéncias da evolugéo cariotipica nesse grupo, considerando numero e
férmula cromossOmica, sistemas de cromossomos sexuais, cromossomos B, regioes
organizadoras de nucléolos, padrdes de heterocromatina constitutiva e bandamentos
diversos, incluindo analises recentes com hibridagdo cromossdmica in situ
(OLIVEIRA et al., 1988; MOREIRA-FILHO et al., 1993; GALETTI Jr. et al., 1994;

ALMEIDA-TOLEDO, 1998; GALETTI Jr., et al.,, 1998, entre outros).

As duas ordens mais representativas em numero de espécies na regiao
Neotropical sdo os Characiformes e Siluriformes. Espécies pertencentes a estas
ordens mostram uma ampla variabilidade cariotipica, onde se observam grupos com

cariotipos bem heterogéneos, ao lado de outros bem mais conservativos na estrutura
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cariotipica (ARTONI et al., 2000). Os Characiformes, de modo geral, exibem dois
padrées de diversificagdo cromossémica. No primeiro, grupos, familias como
Erythrinidae ou géneros como Astyanax mostram grande variabilidade quanto ao
nuamero e estrutura cromossdmica e, no segundo grupo, familias como Anostomidae,
Curimatidae, Prochilodontidae, Chilodontidae e Hemiodontidae mostram pequena
variagdo numérica e estrutural no cariétipo (BERTOLLO et al., 1986; GALETTI Jr. et

al, 1994).

Dentre os Characiformes, o género Astyanax integra uma assembléia de
peixes neotropicais, anteriormente alocados na subfamilia Tetragonopterinae
(GERY, 1977) e que, recentemente, foram colocados como géneros insertae sedis,
por ndo apresentarem evidéncias consistentes para o monofiletismo (LIMA et al.,
2003). Sendo assim, € um grupo de especial interesse em estudos evolutivos e
citogenéticos, representado por um grande numero de espécies amplamente

distribuida pela América do Sul e Central (BRITSKI et al., 1984).

A espécie Astyanax scabripinnis (Characidae, insertae sedis) apresenta
varias caracteristicas interessantes para estudos cromossdmicos e evolutivos. Entre
elas esta o grande numero de subespécies (FOWLER, 1948), sua distribuicdo e
ocorréncia nas cabeceiras de pequenos tributarios de diferentes bacias hidrograficas
brasileiras, plasticidade fenotipica (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991;
MAISTRO et al., 1998; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1998a; MAISTRO et al.,
2000a, MAISTRO et al., 2001), e alto nivel de diversidade cromossémica (SOUZA et
al,, 1995; MAISTRO et al., 1998; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1998b;
MAISTRO et al., 2000a, MAISTRO et al., 2001). Varios relatos tém demonstrado

uma ampla diversidade cromossGmica para o numero dipldide, morfologia
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cromossbmica, padrdao de bandamento C, Regides Organizadoras de Nucléolos
(RONs), ocorréncia de micro e macro cromossomos B e ftriploidia natural em
populacdes desta espécie. De acordo com MOREIRA-FILHO & BERTOLLO (1991)
este grupo, possivelmente, representa um complexo de espécies. Recentemente,
BERTACO & LUCENA (2006) consideram que este complexo de espécies é

representado por aproximadamente 15 espécies.

Analises citogenéticas em populagdes de Astyanax fasciatus de diferentes
bacias hidrograficas também evidenciaram uma diversidade cromossdémica, com
variagdes no numero dipléide (2n=45-48) e na morfologia cromossémica, podendo
ser identificados citétipos distintos para um mesmo numero cromossémico (DANIEL-
SILVA, 1996; HERAS, 1998). Além de possiveis rearranjos cromossdmicos, estudos
recentes vem apontando que cruzamentos entre espécimes com 2n=46 e 2n=48 e
seus descendentes, poderiam estar implicados nas variagdes observadas (PAZZA et

al., 2006).

Em Astyanax altiparanae ndo foram observadas variagbes numéricas
(2n=50). Entretanto, citétipos diferentes puderam ser detectados devido a variagao
na morfologia dos cromossomos, resultando em numeros fundamentais
diferenciados. Ainda, populagdes do género Astyanax, frequentemente mostram um
intenso polimorfismo de tamanho e presenca ou auséncia de blocos
heterocromaticos localizados no brago longo de varios pares acrocéntricos (JUSTI
1993; FAUAZ et al., 1994; DANIEL-SILVA, 1996; SOUZA et al., 1996; HERAS, 1998;

MANTOVANI et al., 2000; SOUZA et al., 2001; MATOSO et al., 2002).

Outro grupo de especial interesse em citogenética é a familia Crenuchidae.

BUCKUP (1993a) relata cerca 80 espécies nominais, das quais 71 sdo consideradas
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validas e a existéncia de varias outras ainda nao descritas. Dados citogenéticos
neste grupo sao descritos apenas para os géneros Characidium e Jobertina
(MIYAZAWA & GALETTI Jr., 1994; MAISTRO et al., 1998; CENTOFANTE et al.,
2001, 2003). O género Characidium compreende peixes de pequeno tamanho, com
um corpo alongado, boca pequena e uma nadadeira anal curta (BUCKUP, op cit.). A
exemplo dos Astyanax, esse género Characidium também é amplamente distribuido
pela regido neotropical, com sua ocorréncia restrita a pequenos tributarios formando
populacdes isoladas. Apresenta um cariotipo relativamente estavel, mostrando um
numero dipldide 2n=50 cromossomos de dois bragos, usualmente meta-
submetacéntricos. Contudo, embora a macroestrutura cariotipica seja relativamente
conservada, a localizagcado dos cistrons de rDNA, a ocorréncia de cromossomos B e
de sistemas de cromossomos sexuais com heterogametia feminina tem
caracterizado divergéncias interpopulacionais nesse grupo (MAISTRO et al., 1998;
2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO, 2006). O estudo
comparativo entre as espécies simpatricas C. gomesi e C. cf. zebra, do cérrego Paiol
Grande na localidade de Sao Bento do Sapucai — SP, mostrou que as duas espécies
apresentam 2n=50 cromossomos, sendo diferenciadas por um sistema de

cromossomos sexuais ZZ/ZW em C. gomesi.

Nesse grupo de peixes, sistemas de cromossomos sexuais com
heterogametia feminina do tipo ZZ/ZW ja foram descritos para as espécies
Characidium fasciatum (MAISTRO et al., 1998 (=C. cf. gomesi, CENTOFANTE et al.,
2003), Characidium gomesi (CENTOFANTE et al., 2001) e Characidium cf. alipioi.
Nestas trés espécies os cromossomos Z e W podem apresentar tamanho

comparavel entre si ou diferenciado (no caso o W de tamanho menor do que o Z).
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No entanto, o cromossomo W sempre € identificado por se mostrar completamente

heterocromatico (CENTOFANTE et al., 2003).

A familia Parodontidae (Characiformes) também tem apresentado
caracteristicas cromossdmicas peculiares, que a torna um bom modelo para estudos
citogenéticos e evolutivos. E composta por trés géneros: Apareiodon, Parodon e
Saccodon, totalizando 37 espécies ja descritas (PAVANELLI, 1999; PAVANELLI &
BRITSKI, 2003). O género Saccodon apresenta uma distribuicdo restrita ao norte da
Ameérica do Sul e parte do Panama, enquanto Apareiodon e Parodon tém uma ampla
distribuicdo pelo continente sul-americano, exceto nas bacias do Atlantico Sul,
Patagonia e calha principal do rio Amazonas (PAVANELLI & BRITSKI, 2003). Sao
diferenciados morfologicamente pelo padrdao de coloragdo corpérea, presenga de
dentes mandibulares laterais em Parodon e pelo alto polimorfismo dentario em
Saccodon (ROBERTS, 1974). Os caracteres considerados diagndsticos para o
género Apareiodon sao a auséncia de dentes na mandibula, o numero de cuspides
dos dentes pré-maxilares, a forma dos ossos operculares € o numero de raios
peitorais (ROBERTS, 1974; GARAVELLO, 1977). Alguns pesquisadores tém
questionado a separacao dos géneros Parodon e Apareiodon por estes caracteres
morfoldgicos. Ainda, os sutis caracteres diagndsticos nos géneros de Parodontidae
levam a descrigdes incompletas, ou mesmo errbneas, gerando problemas
taxondmicos dentro da familia (PAVANELLI & BRITSKI, 2003).

Os estudo citogenéticos nesta familia sdo restritos a poucas espécies dos
géneros Apareiodon e Parodon. Embora todas as espécies estudadas mostrarem
um numero dipléide 2n=54 cromossomos, dois sistemas de cromossomos sexuais
distintos ja tem sido descritos. A espécie A. affinis do alto Parana apresenta um

sistema de cromossomos sexuais multiplos com heterogametia feminina
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(ZZIZW4W3) (MOREIRA-FILHO et al.,, 1980; JESUS et al, 1999; JORGE &
MOREIRA-FILHO, 2000). Nas espécies P. hilarri e Parodon sp. ocorre um sistema
de cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW (MOREIRA-FILHO et al., 1993;
JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE, et al.,
2003). Por outro lado, séo verificados polimorfismos cromossémicos estruturais em
A. afinnis do baixo Parana (JORGE & MOREIRA-FILHO, 2000, 2004). As RONs nao
variam em numero e sitio cromossémico na maioria das espécies estudadas dos
Apareiodon (MOREIRA-FILHO et al., 1984; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000). Ja
no género Parodon esses sitios sdo, no geral, mais espécies-especificos (JESUS &
MOREIRA-FILHO, 2000; VICENTE et al., 2001). Ainda, a ocorréncia de
cromossomos supernumerarios é relatada para a espécie A. piracicabae (FALCAO
et al., 1984). Assim, apesar da aparente conservagdo cariotipica (2n=54
cromossomos) a familia Parodontidae apresenta uma grande diversificagdo quando

relacionada a outras caracteristicas cromossémicas.

Em Siluriformes, varios estudos citogenéticos vém sendo conduzidos nas
subordens Gymnotoidei e Siluroidei. Entre os Gymnotoidei, verifica-se uma ampla
diversidade cariotipica, com diferengas tanto na estrutura quanto no numero
cromossémico, como ocorre, por exemplo, nos géneros Eigenmannia (ALMEIDA-
TOLEDO, 1978; ALMEIDA-TOLEDO et al., 1984; ALMEIDA-TOLEDO, 1998) e
Gymnotus (FORESTI et al., 1984). Na subordem Siluroidei, a estrutura cariotipica
apresenta-se, de uma maneira geral, mais conservada sendo que o numero dipléide
2n=56+2 parece representar o numero cromossémico basal do grupo (LE GRANDE,
1981). Contudo, mesmo nesta subordem existem exemplos de intensa diversificacao
cariotipica, como em Loricariidae, com numero dipléide variando de 2n=44 a 80

(ANDREATA et al.,, 1994; ARTONI et al.,, 1998; ARTONI & BERTOLLO, 1999;



Introducéo 14

ALVES, 2002; ALVES et al., 2003). A familia Callichthyidae e pertence a subordem

Siluroidei e seus representantes apresentam acentuada diversidade cromossémica.

O género Corydoras (Callichthyidae) esta amplamente distribuido pela
América do Sul com cerca de 115 espécies reconhecidas (NIUJSSEN & ISBRUCKER,
1986). Segundo OLIVEIRA et al. (1992) este género € composto por cinco grupos de
especies que apresentam similaridades cariotipicas e de conteudo de DNA. Eventos
vicariantes, como o0s que aconteceram na bacia costeira, sdo mecanismos que
ajudam a explicar a alta diversidade interespecificas neste grupo (WEITZMAN et al.,
1988). Dados cariotipicos e de conteudo de DNA sugerem um intenso processo de
poliploidizacao na diversificagao e histéria evolutiva desse género (OLIVEIRA et al.,
1993). O numero cromossdémico dipldide varia de 2n=40 a 86 demonstrando ser este
um importante marcador citotaxonémico para esses peixes (OLIVEIRA et al., op cit.).
Esses mesmos autores analisaram a constituigdo cariotipica de seis espécies
nominais de Corydoras provenientes da regido costeira do Sudeste do Brasil
identificando dois grupos com estrutura cariotipica similares nessa regido. Neste
caso, somente as espécies alopatricas C. paleatus e C. ehrhardti apresentam 2n=44
cromossomos e muita semelhanga na macroestrutura cariotipica com diferengas
mais consistentes em relagao a localizagao e numero das regides organizadoras do
nucléolo. OLIVEIRA et al. (op cit) destacam que a simpatria em Corydoras, verificada
nesta zona litoranea, esta relacionada sempre a espécies de grupos cariotipicos
distintos em decorréncia da possivel evolugao polifilética. Num estudo recente, com
base em caracteres cromossdmicos e de DNA mitocondrial, englobando
representantes de duas subfamilias de Callichthyidae, ou seja, Corydoradinae e
Callichthyinae, foi verificado que enquanto muitos rearranjos cromossémicos

ocorreram na evolugao dos Corydoradinae, especialmente em Corydoras, o0 mesmo
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nao parece ter ocorrido na evolugao dos Callichthyinae, que se mostram menos

variaveis (SHIMABUKURO DIAS, 2003).

Perciformes € a ordem mais abundante entre os Teleostei. A agua doce € o
principal habitat de cerca de 14% destas espécies. Das 150 familias de Perciformes,
o cariétipo de representantes de apenas 50 familias tem sido analisados. Das 420
espécies estudadas, 283 (67%) tem numero dipldide de 2n=48 cromossomos, 124
(30%) tem 2n<48 e, 13 (3%) 2n>48 (BRUM, 1995). O numero cromossémico dipldide
(2n=48 acrocéntricos) e o numero fundamental (NF=48) parecem ser caracteristicas
basais para a ordem Perciformes (BRUM & GALETTI, 1997), especialmente no que

se refere a grupos marinhos.

A respeito de peixes Perciformes, o cariétipo de 48 cromossomos de um
braco é o mais frequente entre os ciclideos. Entretanto, este numero dipldide pode
variar de 2n=32 para 2n=60 cromossomos (FELDBERG et al., 2003). A distribuicdo
bimodal dos numeros dipldides € evidente quando relacionada a distribuicao
geografica das espécies. Ciclideos africanos tem um numero dipléide modal de
2n=44 cromossomos, com uma variagao de 32 para 48 cromossomos e NF (numero
fundamental) de 44 para 88. Ja os ciclideos neotropicais apresentam um numero
dipléide modal de 2n=48 cromossomos, com uma variacdo de 38 para 60

cromossomos e NF variando de 44 para 118 (FELDBERG, et al., op cit).

Geophagus brasiliensis € uma das espécies de ciclideos mais comuns no
Sul e Sudeste do Brasil. E encontrada em uma grande diversidade de biomas
aquaticos brasileiros e, em alguns casos, diferengas morfolégicas entre populagdes
sdo tdo marcantes a ponto de sugerir a existéncia de diferentes espécies. De fato,

BRUM et al. (1998) sugerem um provavel complexo de espécies para este grupo.
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Contudo, as analises citogenéticas em Geophagus brasiliensis demonstram um
numero diploide conservador, de 2n=48 cromossomos e NF=54 (BRUM et al. op cit.;
LOUREIRO 1999) e NF=56 (BRUM et al., op cit). Esta espécie é caracterizada por
apresentar RONs simples no par cromossdmico subtelo/acrocéntrico 5 ou 6 (BRUM
et al., 1998; LOUREIRO 1999). Variagdes no tamanho das Ag-RONs e no tamanho e
formas dos cromossomos portadores também foram observadas. BRUM et al. (1998)
descrevem uma situagao polimorfica para as RONs na populagédo da Lagoa Rodrigo
de Freitas —RJ. De acordo com FELDBERG & BERTOLLO (1995a) a evolugéo
cromossdmica na familia Cichlidae tem sido conservativa, com a maioria das
espécies mostrando 48 cromossomos e inversdes cromossbmicas levando a
variagdes no numero fundamental. FELDBERG et al. (2003) consideram que o termo
conservativo nao é apropriado para descrever a real situagao deste grupo, uma vez
que, a ocorréncia de varios rearranjos cromossémicos € muito visivel, levando a

ampla variagao do numero fundamental desta familia.
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Assim como ocorre para grande parte das bacias hidrogaficas da América do
Sul, muito pouco se sabe sobre a ictiofauna nas regides da Floresta Ombrdfila
Densa, Mista e Campos Sulinos. A documentacdo da diversidade anterior a
destruicdo destas areas é incompleta, de modo que os dados disponiveis fornecem
apenas uma palida idéia acerca da diversidade de peixes. Na regido de divisa entre
os estados do Parana e S&o Paulo ocorrem bacias hidrograficas na Floresta
Ombrdfila Densa, catalogada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) como de
extrema importancia biolégica, como € o caso das nascentes do rio Ribeira de
Iguape e regides que fazem parte da transicdo de biomas, como, por exemplo, as
nascentes do rio Paranapanema, com atencéo especial a bacia do rio Jaguariaiva,
que tem sua ictiofauna ainda ndo inventariada, apesar de sua importancia biolégica

(MMA, 2000).

O estudo de peixes de pequeno porte em areas pouco exploradas, como € o
caso das cabeceiras de rios e riachos, as quais sao caracterizadas por um
endemismo provavelmente elevado, constitui uma agao prioritaria no entendimento e
identificacdo da ictiofauna ali residente, considerando também a relevancia desses
biomas em relagcédo a conservacgao de estoques da variabilidade genética. Um estudo
como este pode, portanto, fornecer subsidios para que os diferentes municipios,
abrangidos pela area do projeto, possam direcionar agdes e gestdes de politicas de

conservagao ambiental.

Assim, foram objetivos do presente trabalho:
a) caracterizar, cariotipicamente, diferentes populacbes de espécies

residentes nas cabeceiras dos rios Ribeira, Jaguariaiva e Tibagi.
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b) identificar marcadores cromossdémicos informativos para analises
comparativas entre espécies e populagdes em estudo;

c) investigar os niveis de diversidade cromossdémica nas areas de Floresta
Atlantica (rio Ribeira), de transi¢ao (rio Jaguariaiva) e de formagdo campestre (rio
Tibagi);

d) utilizar os dados obtidos e de literatura, para o entendimento da evolugao
cariotipica, biodiversidade e distribuicdo de grupos da ictiofauna, em relagéo a areas
ecologicamente diversificadas de nosso sistema fluvial;

e) contribuir para um inventario de espécies residentes nas regides de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material e Locais de Coleta

Foram estudados exemplares de diferentes populagcbes de espécies de
peixes residentes, pertencentes as bacias dos rios Ribeira, Jaguariaiva e Tibagi,
estado do Parana, Brasil (Figura 1). Para cada populagdo foram coletados e
processados cerca de trinta exemplares, os quais foram submetidos a identificacéo
taxonbmica, do numero dipldide modal e realizacdo dos demais procedimentos

citogenéticos.

Legenda - Peixes A

| Extrema importancia biclagica

M huito alta importdncia biolagica

B A3 importancia biologica

B Inzuficiertemente conhecida mas de
provavel importdncia bioldgica

£ / Fonte: M, - Ministério do Meio Ambiente (2000,
N i 4 Avaliagdo e agdes priortarias pars a conservagio
- da biodiversidade da Mata Atlantica e Campos Suli-
nos.

Figura 1: Mapa do Brasil indicando as areas de importadncia para estudos de
diversidade de peixes, com destaque para a parte leste do estado do
Parana, indicando as areas em estudo: (a) rio Ribeira, (b) rio Jaguariaiva,

(c) rio Tibagi.
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3. 2. Métodos

Os exemplares foram coletados com tarrafas, redes de espera e varas de
pesca e foram transportados vivos para o laboratério de Citogenética de Peixes da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, campus de Uvaranas (PR), onde foram
mantidos em aquarios até serem processados para a obtengao dos cromossomos. O
material obtido foi analisado no Laboratério de Citogenética, do Departamento de

Genética e Evolugao da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.2.1. Obtencdo de Cromossomos Mitoticos

A. PreparacgOes Diretas (BERTOLLO et al., 1978)

1. Injetar intra-abdominalmente no animal uma solugdo aquosa de colchicina
0,025%, na proporcéo de 1 ml/100g de peso.

2. Manter o peixe em aquario bem aerado durante 50 - 60 minutos.

3. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina
diluida a 0.01%, sacrificando-0 em seguida.

4. Retirar uma pequena porgédo do rim anterior, transferindo-a para cerca de
10 ml de solugéo hipotdnica (KCI 0.075M), dissociando as células com uma seringa
desprovida de agulha.

5. Incubar em estufa a 37°C durante 25-30 minutos.

6. Re-suspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o

em um tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos nao desfeitos.
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7. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de acido
acético glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes.

8. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm.

9. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur. Adicionar 5-7
ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material e centrifugar por mais 10
minutos, a 900 rpm.

10. Repetir novamente o item 9.

11. Descartar o material sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de
fixador para que se tenha uma suspensdo celular moderadamente concentrada
(geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-suspender bem o material.

12. Acondicionar em frascos do tipo Ependorff. Nesta etapa, o material podera
ser armazenado em freezer, para posterior utilizacao.

13. Pingar 1-2 gotas da suspensao celular, com uma pipeta Pasteur, sobre
uma lamina bem limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'agua a 60°C, de tal
forma que a 4gua escorra e permita que o material fique aderido sobre a lamina.

14. Deixar o material secar ao ar.

15. Corar com solugao de Giemsa a 5%, em tampéao fosfato pH=6,8 durante
6-8 minutos.

16. Lavar com agua corrente e deixar secar ao ar.

B. Cultura Celular de Curta Duragdo (FENOCCHIO et. al, 1991)

1. Anestesiar o animal colocando-o em um recipiente contendo benzocaina

diluida a 0.1%, sacrificando-o em seguida.
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2. Retirar uma porcao do rim anterior e colocar o material em uma cuba de
vidro, contendo aproximadamente 5 ml de meio de cultura TC199 modificado
(Interlab com Licenga Flow Laboratories), suplementado com 20% de soro fetal
bovino e antibiéticos (5mg de penicilina/litro; 10mg de estreptomicinal/litro).

3. Dissociar os tecidos, com uma seringa sem agulha, até obter uma
suspensao celular homogénea.

4. Incubar o material em uma estufa a 30°C, durante aproximadamente 6
horas.

5. Adicionar 2 gotas de solugéo de colchicina a 0,017%, 30 minutos antes do

término da incubacao.

6. Re-suspender o material com uma pipeta Pasteur, transferindo-o para um
tubo de centrifuga.

7. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm e eliminar o sobrenadante.

8. Acrescentar 10 ml de solugéo de KCl a 0,075M e levar a estufa a 36-37°C,
durante 25-30 minutos.

9. Repetir os itens 6 a 16, conforme o método anterior (preparagéao direta).

3. 2. 2. Detecc¢édo da Heterocromatina Constitutiva: Bandas-BSG

(SUMNER, 1972, com pequenas modificagdes).

1. Tratar as laminas contendo o material celular em acido cloridrico (HCI)
0,2N, a 37°C, durante 10 minutos e lavar com agua destilada.

2. Incubar a preparagdo em hidréxido de Bario (Ba(OH)2 ) a 5%, recém

preparada e filtrada, a 28°C, durante 1 a 2 minutos.
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3. Submergir a lamina em solugao de acido cloridrico 0,2N e lavar com agua
destilada.

4. Imergir a lamina em solugéo salina 2xSSC, a 60°C, durante 40 minutos.

5. Lavar bem, com agua destilada e secar ao ar.

6. Corar com solugédo de Giemsa a 2%, em tampao fosfato pH=6,8 durante 15

minutos.

3. 2. 3. Deteccéo das Regides Organizadoras de Nucléolos: Ag-RONs

(HOWELL & BLACK, 1980).

1. Colocar, sobre as preparagdes cromossémicas, 3 gotas de solugdo de
gelatina (1%) e 6 gotas de solugdo aquosa de nitrato de prata (50%). Misturar
levemente com a ponta de uma laminula, tomando cuidado para n&o riscar o
material.

2. Cobrir a lamina com uma laminula (60x20mm) e manter em estufa a 60°C,
o tempo necessario para que 0s cromossomos € nucleos assumam uma coloragao
amarelada e os nucléolos e as RONs uma coloragdo quase preta (em geral esse
tempo varia entre 3 a 5 minutos).

3. Remover a laminula com um jato de agua destilada.

4. Secar ao ar.

5. Corar o material com solucédo de Giemsa a 1%, durante 1 minuto.

6. Lavar em agua corrente e secar ao ar.
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3. 2. 4. Coloracéao pelo Fluorocromo G-C especifico, Cromomicina Az

(SCHWEIZER, 1980).

1. Colocar cerca de 150ul da solugdo de Distamicina 0,3mg/ml sobre o
material, cobrir com laminula e deixar agindo por 15 minutos. Escorrer a laminula e
lavar em agua corrente, deixando secar por poucos minutos.

2. Adicionar 150ul de solugdo de Cromomicina Az (1 mg/ml), cobrir com
laminula e deixar por 60 minutos no escuro.

3. Escorrer a laminula e lavar em agua de torneira.

4. Deixar secar ao ar e montar com uma nova laminula utilizando meio de
solucao de sacarose saturada, filtrada antes do uso.

5. Manter a lamina no escuro e examinar com microscopia de fluorescéncia

apods cerca de 30 dias.

3. 2. 5. Dupla Coloragéo pelos Fluorocromos Cromomicina As/DAPI

(SCHWEIZER, 1980).

1. Colocar cerca de 80 pl de solucdo de cromomicina sobre cada lamina, cobrir
com uma laminula e deixar por 1 hora.

2. Escorrer a laminula e lavar a lamina em tampao Mcllvaine; lavar com agua. e
secar levemente.

3. Colocar cerca de 80 ul de solugédo DAPI 0,2 ug/ml sobre cada lamina, cobrir
com uma laminula e deixar por 15 minutos.

4. Lavar a lamina em tampao Mcllvaine, secar ao ar e cobrir com laminula em

meio de montagem glicerol/Mcllvaine; esperar 3 dias para analisar.
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OBS: Opcionalmente, a lamina podera ser montada com DAPI/Antifading. Neste
caso, no passo 3, devera ser utilizado 80 ul de solugdo DAPI/Antifading (0,2
Mg/ml) e retirado o excesso em papel filtro; a andlise podera ser feita apés 15

minutos.

3. 2. 6. Hibridacéo fluorescente (FISH) com sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e

DNA repetitivo As51

A. Preparacgao das sondas

Foram empregados trés tipos de sondas para a localizagdo dessas
sequéncias nos cromossomos: (1) uma sonda de rDNA 18S, com aproximadamente
1.800 pb, obtida por PCR a partir do DNA nuclear da espécie de peixe Prochilodus
argenteus (HATANAKA & GALETTI Jr., 2004); (2) uma sonda de rDNA 5S, obtida a
partir da espécie de peixe Leporinus elongatus (MARTINS & GALETTI Jr., 1999) e;
(3) uma sonda de DNA repetitivo, isolada a partir de digetdo enzimatica do peixe
Astyanax scabripinnis, previamente denominada As51 (MESTRINER et al., 2000).

Para a amplificagdo, foram utilizados 100 ng de DNA molde + 10 ng do
“‘primer”, juntamente com KCI 50mM + Tris pH 8,3 10mM + MgCl, 1,5mM + dNTPs

(200 mM cada) + 2,5 U de Taq polimerase e agua MilliQ qg.s.p. 50 pl.

B. Marcacao das sondas
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Dois métodos principais foram utilizados para a marcacdo das sondas por
meio da reacdo de “Nick Translation” (BioNick Labeling System — Invitrogen)
seguindo as instrucbes do fabricante: (1) marcagao indireta empregando-se a
adenina biotinilada (14 dATP-biotin - Invitrogen), com posterior detecgao pela
avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina conjugada 490/520 nm - Sigma) e;
(2) marcacgao direta, empregando-se ChromaTide Alexa Fluor 546 — 14 dUTP
550/570 nm - Molecular Probes. A solugdo de hibridagdo consistiu de 200 pl
Formamida (50% de Formamida); 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (concentragéo final
de 10%); 40 ul de 20xSSC (concentracédo final 2xSSC); 80 ul de H,O qgsp.,
perfazendo um volume total de 400 pl, aos quais foram adicionados 1,5 ng de sonda
(DNA marcado com biotina), no caso da hibridagdo simples, ou 1 ug de sonda 1
(DNA marcado com biotina) + 1 ug de sonda 2 (DNA marcado com ChromaTide
Alexa Fluor 546), quando utilizada a hibridacdo simultdnea com duas sondas
(Double FISH). Em seguida, a solugdo de hibridacéo foi transferida para um banho
fervente, durante 10 minutos, para denaturacdo do DNA e, imediatamente apés,

para um recipiente com gelo, impedindo a renaturagao por choque térmico.

C. Preparacéao das laminas

As laminas, contendo as preparagdes cromossOmicas, foram lavadas em
PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de
etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com
solugdo de RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora, em camara Umida a 37°C, lavadas
duas vezes em solucdo de 2xSSC, por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em

seguida, foram tratadas com pepsina 0,005% em 10 mM de HCI, por 10 minutos a
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37° e lavadas em PBS & temperatura ambiente, por 5 minutos. Em seguida a fixacdo
com formaldeido 1% / PBS 1x / MgCl, 50mM, por 10 minutos, a temperatura
ambiente, lavagem em PBS 1x por 5 minutos e desidratagcdo em série de etanol a
70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a temperatura ambiente. As laminas
foram entdo tratadas com 90 pl de formamida 70% dissolvida em 2xSSC, a 70°C,
por 5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5

minutos cada banho.

C. Hibridacéao e deteccao dos sinais correspondentes

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 ul da solugao de hibridacéo
permanecendo “overnight” a 37°C, em camara Umida contendo solugdo de
formamida 60% em 2xSSC pH 7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas
com solugdo de formamida 50% em 2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em
seguida, lavadas com 0,1xSSC a 60°C, por 15 minutos. Em seguida foram lavadas
em Tween 20, por 5 minutos, incubacdo em 90 ul de tampao NFDM a 5%, por 15
minutos em camara umida e duas lavagens com Tween 20, cinco minutos cada.
Para a detecgao da sonda marcada com biotina, foram colocados sobre as laminas
90 ul de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina conjugada) a 0,25 ug/pl,
permanecendo por 30 minutos a 37°C, em cdmara Umida. As laminas foram entéo
lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. O sinal de hibridacdo foi
intensificado colocando-se cerca de 90 ul de anti-avidina biotina-conjugada sobre as
laminas, por 30 minutos, seguindo-se trés lavagens com solugao de Tween 20, cinco
minutos cada. Este ciclo sera repetido por mais uma vez e complementado

novamente pelo tratamento com avidina-FITC e posterior lavagem com Tween 20.
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Em seguida a desidratagdo em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura
ambiente, 5 minutos em cada banho. Os cromossomos foram entdo corados com
iodeto de propidio + antifade (100 ug/ml), ou opcionalmente com DAPI + antifade

(0,2 pg/mil).

3. 2. 7. Analises cariotipicas

As preparagdes cromossOmicas convencionais foram analisadas em
microscopio de campo claro, estabelecendo-se o numero dipléide modal (contagem
minima de 30 metafases cromossOmicas por espécime) presente em cada
espéecie/populacdo amostrada no presente trabalho. As melhores metafases foram
fotografadas em microscopio Olympus Bx40, usando-se filmes Imagelink (Kodak),
regulados para ISO 25, revelados em Dektol (Kodak). As preparagdes com
fluorocromos e hibridacdo in situ foram analisadas em microscépio de
epifluorescéncia, com os filtros apropriados Olympus Bx50. As imagens foram
capturadas com utilizagdo do software CoolSNAP-pro, Image Pro Plus, 4,1 (Media

Cybernetics).

As copias foram feitas em papel Kodabromide F3, impressdo em papel de
qualidade fotografica e revelagdo digital. Os cromossomos foram recortados e
organizados em pares de homodlogos para a montagem dos caridtipos, sendo
classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), com base no trabalho de LEVAN et al. (1964) e organizados em

classes e ordem decrescente de tamanho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Género Corydoras da bacia do rio Tibagi

CITOGENETICA DE ESPECIES SIMPATRICAS DE Corydoras (PISCES,

SILURIFORMES, CHALLICHTYIDAE) DO SUL DO BRASIL

ARTONI, R.F.; TERENCIO, M.L.; VICARI, M.R.; MATIELLO, M.C.A.; CESTARI,
M.M. & BERTOLLO, L.A.C. 2006. Cytogenetics of two sympatric Corydoras
species (Pisces, Siluriformes, Challichtyidae) of southern Brazil. Braz. J. Biol.,
66(1b): 29-41, 2006
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Resumo

Dados cariotipicos sdo apresentados para duas espécies simpatricas de
Corydoras da Lagoa Dourada, C. ehrhadti e C. paleatus, pertencentes a bacia do
alto rio Tibagi (Ponta Grossa, Parana, Brasil). O mesmo numero dipléide e férmula
cariotipica foram observados em ambas espécies. Grande similaridade foi verificada
também para a distribuicdo da heterocromatina constitutiva e atividade das regides
organizadoras de nucléolos. O emprego da hibridagdo in situ com sonda
fluorescente de DNAr 18S possibilitou diferenciar as espécies através da localizagao

dos sitios ribossomais.
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Introducéo

O género Corydoras (Callichthyidae) esta amplamente distribuido pela
Ameérica do Sul com cerca de 142 espécies reconhecidas (REIS, 1998). Segundo
OLIVEIRA et al. (1992) este género € composto por cinco grupos naturais de
espécies, cada um deles se caracterizando por similaridades cariotipicas e conteudo
de DNA. Eventos vicariantes, como os que aconteceram em bacias costeiras, sé&o
mecanismos que ajudam a explicar a alta diversidade interespecificas neste grupo
(WEITZMAN et al., 1988).

Dados cariotipicos e de conteudo de DNA sugerem um intenso processo de
poliploidizacdo na diversificacdo e historia evolutiva desse género, entre outros
rearranjos cromossémicos (OLIVEIRA et al., 1993a, b). O numero cromossdmico
dipléide varia de 2n=40 em C. nattereri (OLIVEIRA et al., 1990) a 2n=134 em C.
aeneus (TURNER et al., 1992), enquanto o conteudo de DNA nuclear varia entre
1.04 £ 0.09 pg em C. cf. simulatus a 8.75 + 1.50 pg em C. metae (OLIVEIRA et al.,
1992).

No presente estudo, investigamos a estrutura cariotipica de C. paleatus e C.
ehrhardti em uma zona de simpatria, destacando suas semelhangas, bem como
algumas diferengcas cromossOmicas que possibilitam diagnosticar as espécies em

questao.

Material e Métodos

Duas espécies de Corydoras, C. ehrhardti (9 machos e 10 fémeas) e C.
paleatus (12 machos e 8 fémeas), da bacia do alto rio Tibagi (Lagoa Dourada,
Parque Estadual de Vila Velha, Ponta Grossa, Parana, Brasil, 50°03'W, 25°14’S)

foram estudadas citogeneticamente (Figuras 1 e 2 G, H).
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As preparagbes cromossémicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al,
1978). A heterocromatina constitutiva foi analisada pelo bandamento C (SUMNER,
1972) e as regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) foram evidenciadas com
o emprego do Nitrato de Prata (HOWELL & BLACK, 1980).

A hibridacao fluorescente in situ (FISH) foi utilizada para mapear o rDNA nos
cromossomos, seguindo o protocolo descrito por PINKEL et al. (1986). Foi utilizada
uma sonda de rDNA 18S, obtida por PCR a partir do DNA nuclear de Prochilodus
argenteus (HATANAKA & GALETTI Jr., 2004). A sonda foi marcada com biotina 14-
dATP por “nick translation”, seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling
System — Invitrogen). Os cromossomos metafasicos foram tratados com RNAse
(40pg/ml em 2xSSC) a 37°C por 1 hora e pepsina (0,005% em 10mM HCI) a 37°C
por 10 minutos, sendo desnaturados em formamida/2xSSC 70% por 5 minutos. A
solucao de hibridizagao consistiu de formamida 50%, 2xSSC, sulfato dextran (10%)
e sonda desnaturada. Depois da hibridizagao “over night” a 37°C, as laminas foram
lavadas em formamida 50% a 42°C por 20 minutos e 0,1xSSC a 60°C por 15
minutos. O sinal de hibridizacdo foi detectado usando Avidina-fluoresceina
conjugada (FITC) e anticorpo anti-avidina biotinilado. Os cromossomos foram
contracorados com iodeto de propidio (50ug/ml) e analisados em microscépio de
epifluorescéncia, Olympus BX50. As figuras foram capturadas utilizando-se o
software CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m) e sumetacéntricos
(sm), em ordem decrescente de tamanho, de acordo com a relagdo de bragos
(LEVAN et al., 1964). O nuamero de bragos cromossémicos (NF) foi determinado

considerando os cromossomos m/sm portadores de dois bragos.
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Resultados

As duas espécies de Corydoras, C. ehrhardti e C. paleatus, apresentaram o
mesmo numero dipléide (2n=44) e o mesmo numero fundamental (NF=88), com
formula cariotipica composta de 9 pares cromossOmicos metacéntricos e 24
submetacéntricos (Tabela 1). O primeiro par de cromossomos metacéntricos
destaca-se por apresentar tamanho bem maior que os demais metacéntricos. Nao
foi constatada a ocorréncia de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados (Figura 2 A, D).

A heterocromatina constitutiva esta distribuida em grandes blocos na regiao
pericentromérica, presentes em cromossomos comparaveis entre as duas espécies,
marcadamente no par numero 2 metacéntrico e nos pares 10 e 13 submetacéntricos
(Figura 2 C, F). As regides organizadoras de nucléolo, evidenciadas pelo nitrato de
prata (Ag-RONSs), foram evidentes em um unico par metacéntrico, em posi¢cao
terminal no brago longo, tanto em C. ehrhardti como em C. paleatus (Figura 2 B, E).

A hibridagcdo fluorescente in situ confirmou a presenca de rDNA 18S
coincidentemente as Ag-RONs. Contudo, a espécie C. paleatus apresentou um
pequeno cromossomo submetacéntrico, com um sitio adicional no brago longo
(Figura 3). Foi também verificada uma diferenca de tamanho dos cistrons
ribossomais do par metacéntrico médio entre as duas espécies, onde C. paleatus

apresenta cistrons visivelmente maiores.

Discussao

Segundo OLIVEIRA et al. (1992), o género Corydoras € composto por cinco
grupos de espécies que se diferenciam por caracteristicas cariotipicas e de conteudo

de DNA. C. paleatus e C. ehrhardti pertencem a um mesmo grupo, presente na
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regido costeira do sudeste do Brasil (OLIVEIRA et al. 1993a). A simpatria de
diferentes espécies de Corydoras, quando presente nesta zona litoranea, sempre
aponta para espécies de grupos cariotipicos distintos, em decorréncia da possivel
evolugao polifilética (OLIVEIRA et al., op. cit.).

Neste trabalho é descrita a primeira ocorréncia simpatrica de duas espécies
de Corydoras pertencentes a um mesmo grupo cariotipico. A Lagoa Dourada, onde
foram coletados os exemplares ora estudados, faz parte da bacia hidrografica do rio
Tibagi, no segundo planalto paranaense no interior do continente. Assim, as
condicdes especiais de vicariancia e distribuicdo das espécies litordneas, proposta
por WEITZMAN et al. (1988), parece se aplicar, no caso do género Corydoras,
apenas para a regiao costeira. No interior do continente a distribuigdo atual das
espécies desse género deve representar eventos histdricos de biogeografia e
especiacado mais complexos, mesmo porque C. ehrhardti ndo realiza migragao,
enquanto C. paleatus migra a curtas distancias (WINEMILLER, 1989; BURGESS,
1989).

A analise cariotipica de C. paleatus e C ehrhardti revela grande semelhanca
na macroestrutura cariotipica (18M + 26SM), com outras populagdes dessas
espécies. Pequenas alteragdes nas formulas cariotipicas devem ser provavelmente
decorrentes de ajustes de pareamento dos cromossomos, ndo interferindo na
conclusao de que estas espécies devem fazer parte de um ramo monofilético, com
ancestral comum no género.

A distribuicdo da heterocromatina constitutiva € um poderoso marcador em
nivel populacional para essas espécies. C. paleatus e C. ehrhardti apresentam
bandas pericentroméricas fortemente heterocromaticas em cromossomos

homedlogos. Contudo, é interessante destacar que em outras populagées de C.
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paleatus estas bandas sao bastante variaveis. Assim, numa populacao da regiao de
Curitiba (Parana, Brasil), a heterocromatina apresentou-se em pequenos blocos,
mais uniformemente distribuida entre os cromossomos do complemento cariotipico,
enquanto que na populagéo proveniente do rio Grande (Rio Grande do Sul, Brasil), a
heterocromatina apresentou-se em grandes blocos restritos a um numero menor de
cromossomos (OLIVEIRA et al., 1993a).

Contrariamente ao esperado, a populagao de C. paleatus da Lagoa Dourada
apresentou um cariétipo similar ao da populagao de C. paleatus do Rio Grande do
Sul (OLIVEIRA et al., 1993a), diferenciando-se entdo da populagdo de Curitiba da
qual, em termos geograficos, encontra-se mais proximamente situada. Apesar da
populagcdo de C. paleatus da Lagoa Dourada possuir maior similaridade com a
populacdo do rio Grande do Sul, diferengas cariotipicas menores sao verificadas,
provavelmente em decorréncia da fixacdo de rearranjos cromossémicos em
populacdes isoladas, a exemplo do que ocorre em outras espécies de peixes
neotropicais, como em Hoplias malabaricus (BERTOLLO et al., 2000) e Astyanax
scabripinnis (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991).

Em C. ehrhardti a banda C também é informativa quanto a diferenciagdes
populacionais. Diferencas evidentes foram encontradas no que se refere ao primeiro
par submetacéntrico, que aparece com grandes blocos heterocromaticos na
populagdo aqui analisada, enquanto que a populagao de Jaragua do Sul (Santa
Catarina, Brasil) ndo apresenta marcagdo alguma neste par cromossémico
(OLIVEIRA et al., 1993a).

Outras diferencas populacionais consistentes podem ser destacadas em
relacdo a presenca e atividade das regides organizadoras dos nucléolos (RONSs).

OLIVEIRA et al. (op. cit.) detectaram Ag-RONs variando de um a dois pares em C.
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ehrhardti e de um a trés pares em C. paleatus. No presente estudo as Ag-RONs
foram evidentes em apenas um par metacéntrico, na regido terminal do brago longo,
tanto em C. ehrhardti como em C. paleatus (Figura 2 B, E). Uma grande
heterogeneidade tem sido observada entre os peixes no que se refere ao numero e
tamanhos das RONs. Especificamente entre os Siluriformes, tem sido constatados
grupos que apresentam espécies com RONs simples (um par somente), como € o
caso de Pimelodidae (DIAS & FORESTI, 1993; FENOCCHIO, 1993; FENOCCHIO &
BERTOLLO, 1992a), Ageneiosidae (FENOCCHIO & BERTOLLO, 1992b) e
Doradidae (FENOCCHIO et al., 1993), ao lado de grupos que apresentam espécies
com RONs simples ou multiplas, como ocorre entre os Callichythiidae (OLIVEIRA et
al., 1988; OLIVEIRA, 1991; PORTO & FELDBERG, 1992) e Loricariidae (ARTONI &
BERTOLLO, 2001).

Em adicdo as Ag-RONSs, C. paleatus evidenciou um sitio adicional de rDNA
18S em um cromossomo submetacéntrico, em oposicdo a C. ehrhardti onde este
sitio ndo foi observado (Figura 3). Esta parece ser a diferenga cariotipica mais
diagndstica entre C. paleatus e C. ehrhardti em simpatria no alto rio Tibagi. FISH
com sondas de rDNA 18S tem auxiliado a detectar a presenca de RONs inativas em
cromossomos de peixes, tanto associadas a cromossomos sexuais (ARTONI &
BERTOLLO, 2002) como em casos de multiplos l6cus silenciosos (CENTOFANTE et
al., 2003).

A pouca divergéncia cariotipica entre as duas espécies ora analisadas
evidencia o alto grau de proximidade entre as mesmas. Contudo, n&do foram
encontrados indicios de que elas possam originar hibridos interespecificos, mesmo

sendo encontradas em simpatria. Assim sendo, é possivel que o isolamento
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reprodutivo entre C. paleatus e C. ehrhardti seja devido as suas diferencas génicas,

ou mesmo outros fatores bioldgicos, como o comportamento reprodutivo.
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Figura 1. Mapa da América do Sul mostrando a regido de coleta em detalhe. Os rios
costeiros s&o separados na figura dos rios continentais por uma linha
imaginaria cinza. O local do alto rio Tibagi (Lagoa Dourada, Ponta Grossa,

Parana, Brasil), onde foram coletados espécimes de C. ehrhardti e C.

paleatus esta destacado por um ponto preto.
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Figura 2. Carittipos, cromossomos e espécime de Corydoras ehrhardti (A, C, B, G) e
Corydoras paleatus (D, F, E, H), respectivamente. Em (A, D) estdo sendo
evidenciados os caridtipos corados por Giemsa. (C, F) apresentam o
padrao da distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo
bandamento C. As caixas (B, E) destacam os cromossomos portadores das
RONs corados pelo nitrato de prata. Em (G, H) sdo apresentados os
espécimes de C. ehrhardti e C. paleatus, respectivamente.Barras: 10 ym

(cariotipos) e 10 mm (espécimes).
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Figura 3. Corydoras ehrhardti (A) e Corydoras paleatus (B): cromossomos mitoticos
submetidos a hibridacéo in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S. As
setas indicam a localizagdo das regides organizadoras de nucléolo nas

duas espécies.
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Tabela |. Dados cromossOmicos obtidos para as espécies de Corydoras em

condi¢ao de simpatria.

Numero de Crom. com
Espécies Localidade espécimes 2n Cariotipo NF Ag-NORs/
m/f 18S rDNA
M SM ST A
C. ehrhardti L. Dourada. TM/
Ponta Grossa, 9/10 44 18 26 0 O 88 1M;1SM
PR, Brasil
C. paleatus L. Dourada. 1M/
Ponta Grossa, 12 /8 44 18 26 0 O 88 1M
PR, Brasil
m = macho, f = fémea, 2n = nudmero dipldide, M = metacéntrico, SM =

submetacéntrico, ST = subtelocéntrico, A = acrocéntrico, NF = numero fundamental,
Ag-NORs = regides organizadoras de nucléolo, 18S rDNA = hibridagcdo in situ

fluorescente com rDNA 18S.
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4.2 Apareiodon sp. da bacia do rio Tibagi

SISTEMA DE CROMOSSOMOS SEXUAIS ZZ/ZW EM UMA ESPECIE NAO
DESCRITA DO GENERO Apareiodon (CHARACIFORMES, PARODONTIDAE)

VICARI, M.R.; MOREIRA-FILHO, O.; ARTONI, R.F. & BERTOLLO, L.A.C. 2006.
ZZ/ZW sex chromosome system in an undescribed species of the genus
Apareiodon (Characiformes, Parodontidae). Cytogenet Genome Res, 114:163—
168.
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Resumo

Os cromossomos de uma espécie nao descrita do género Apareiodon
(Characiformes, Parodontidae) proveniente do rio Verde, cabeceira do rio Tibagi
(Estado do Parana, Brasil), foram investigados mediante coloracdo Giemsa
convencional, bandamento C, Ag-NORs, CMA3; e hibridacédo fluorescente in situ
utilizando sondas de rDNA 18S e 5S. O numero dipldide desta espécie € 2n=54
Cromossomos, com cariotipos compostos por 48 Cromossomos
meta/submetacéntricos + 6 subtelocéntricos nos machos, e 47 cromossomos
meta/submetacéntricos + 7 subtelocéntricos nas fémeas. Esta diferenciacao entre os
sexos € devida a um sistema de cromossomos sexuais simples, uma caracteristica
citotaxondmica previamente observada na familia Parodontidae apenas em alguns
representantes do género Parodon. A presencga de sistema de cromossomos sexuais
heteromérficos similares e/ou idénticos sugere que espécies do género Parodon e
Apareiodon portadoras dos cromossomos sexuais ZZ/ZW heteromérficos constituam
um grupo monofilético, uma hipotese a ser testada por uma filogenia molecular

robusta na familia.
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Introducéo

A familia Parodontidae (Characiformes) € composta por apenas trés géneros:
Apareiodon, Parodon e Saccodon, com 37 espécies validas (PAVANELLI, 1999;
PAVANELLI & BRITSKI, 2003). Os géneros Apareiodon e Parodon tém uma ampla
distribuicdo pelo continente sul-americano, ja apresentando diversos estudos
cromossémicos (MOREIRA-FILHO et al., 1985, 1993; JESUS & MOREIRA-FILHO,
2000a, b; JORGE & MOREIRA-FILHO, 2000; VICENTE et al., 2001). Por sua vez, o
género Saccodon apresenta uma distribuicao restrita ao norte da América do Sul e é
0 Unico onde ainda nao se realizou nenhum estudo citogenético. Esses trés géneros
sdo diferenciados por poucas caracteristicas morfolégicas PAVANELLI & BRITSKI
(2003), os caracteres diagnosticos sutis para os peixes de parodontideos podem
levar a descricdes incompletas, ou mesmo a um tratamento taxondmico incorreto.

Embora cromossomos sexuais heteromérficos nao sejam geralmente
encontrados na maioria dos peixes, dois sistemas de cromossomos sexuais
heteromérficos distintos foram ja descritos na familia Parodontidae: um sistema
ZZIZW1W, em Apareiodon affinis (MOREIRA-FILHO et al., 1980) e um sistema
ZZ/ZW em Parodon hilarri (MOREIRA-FILHO et al., 1993) e Parodon moreirai (citado
como Parodon sp. em CENTOFANTE et al., 2002).

No presente estudo, o cariétipo, caracteristicas cromossdémicas e o sistema
de cromossomos sexuais heteromérfico ZZ/ZW, na até entdo formalmente néo
descrita espécie de Apareiodon foram analisados. A provavel origem e evolugédo dos
cromossomos sexuais heteromorficos foram brevemente hipotetizados na familia

Parodontidae.
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Materiais e Métodos

Foram estudados 26 espécimes (15 fémeas e 11 machos) de Apareiodon
(Parodontidae), provenientes do rio Verde, municipio de Ponta Grossa, Estado do
Parana, Brasil (25°04’81”S; 50°04'63"W - Figura 1a). Exemplares testemunhos foram
depositados no Museu do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Aquicultura (NUPELIA) - Universidade Estadual de Maringa (Parand), sob os lot
(3443 e 3447), para descricao e identificacdo taxonbmica. Provisoriamente, a
espécie esta sendo relatada como Apareiodon sp.

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,
1978). A heterocromatina constitutiva foi analisada pelo bandamento C (SUMNER,
1972) e as regides ricas GC pela coloragdo com fluorocromo cromomicina As;
(SCHMID, 1980).

As regides organizadoras de nucléolos foram detectadas com emprego do
nitrato de prata (Ag-NORs), de acordo com HOWELL & BLACK (1980) e hibridagao
fluorescente in situ (FISH) para localizar os sitios de rDNA 18S nos cromossomos.
Foi utilizada uma sonda de rDNA 18S (cerca de 1.800 pb), obtida por PCR a partir
do DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA, 2000). Uma sonda de
rDNA 58S, similarmente obtida a partir da espécie Leporinus elongatus (MARTINS &
GALETTI Jr., 1999) foi ultilizada para mapear os sitios de rDNA 5S nos
cromossomos. Ambas as sondas foram marcadas com biotina 14-dATP por “nick
translation”, seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System —
Invitrogen). As metafases cromossémicas foram tratadas de acordo com PINKEL et

al. (1986) e analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50. As
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imagens cromossémicas foram capturadas com a utilizagao do software CoolSNAP-
pro (Media Cybernetics).

Cerca de ftrinta metafases foram analisadas em cada espécime para
determinar o 2n e a estrutura cariotipica. Os cromossomos foram classificados de

acordo com (LEVAN et al., 1964).

Resultados

Espécimes examinados de Apareiodon sp. possuem invariavelmente 2n=54
cromossomos e o numero fundamental NF=108, para ambos os sexos. No entanto,
os machos apresentaram 48 cromossomos meta/submetacéntricos (m/sm) e 6
subtelocéntricos (st), e as fémeas mostraram 47 m/sm e 7 cromossomos st. Assim, o
cariotipo de fémeas diferiu do cariétipo de machos pela auséncia de um elemento do
par cromossémico 21 m e pela presenga de um grande elemento cromossémico st

(Figuras 2 e 3).

A heterocromatina constitutiva foi constatada na regiao
centromérica/pericentromérica de todos cromossomos, na regido telomérica de
varios pares autossémicos e, em todo brago curto do par 11 (Figura 2 B, 3B). O
cromossomo Z também mostrou o segmento distal do bragco mais curto
heterocromatico. No cariétipo de machos, um bloco heterocromatico mais conspicuo
€ visivel na regido pericentromérica dos cromossomos Z (Figura 2 B) em
comparagao aquele unico cromossomo Z do caridtipo de fémea (Figura 3 B). Do
contrario, o cromossomo W, apresentou o brago curto totalmente eucromatico
enquanto o braco maior foi quase totalmente heterocromatico, com um pequeno

segmento intersticial eucromatico (Figura 3 B).
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As Ag-RONSs e os sitios de rDNA 18S positivos foram localizadas na posi¢cao
terminal do brago longo do par subtelocéntrico n®. 25. Um heteromorfismo de
tamanho deste sitio foi freqlientemente observado, independentemente do sexo dos
animais (Figura 4 A, B).

Os sitios de rDNA 5S foram localizados no brago curto, mais aproximadamente
ao centrbmero, de um par de cromossomos submetacéntricos nao identificado
(Figura 4 d). CMAs-fluorescente revelou sinais positivos em dois pares
cromossOmicos distintos: um coincidente com o sitio Ag-RON/18S rDNA positivo,

enquanto o outro corresponde provavelmente ao sitio de rDNA 5S (Figura 4 C).

Discussao

Embora a maioria das espécies da familia Parodontidae apresente o numero
dipléide 2n=54 constante e uma aparente conservacido na estrutura cariotipica,
polimorfismos cromossémicos estruturais ja foram encontrados em A. afinnis
(JORGE & MOREIRA-FILHO, 2000, 2004), ocorréncia de cromossomo
supranumerario em A. piracicabae (FALCAO et al., 1984) e cromossomos sexuais
com heterogametia feminina em P. hilari (MOREIRA-FILHO, et al., 1993), P.
moreirai (INGENITO & BUCKUP, 2005), citado como Parodon sp. (CENTOFANTE et
al., 2002), e em A. afinnis (MOREIRA-FILHO et al., 1980).

Apareiodon sp. manteve o mesmo 2n=54, mas evidenciou um sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW, onde o cromossomo Z € um
pequeno m, e o cromossomo W €& um grande st sendo um dos maiores

cromossomos do complemento (Figuras 2 e 3).
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Apareiodon sp. € uma espécie morfologicamente semelhante a A. ibitiensis.
Entretanto, nenhum heteromorfismo de cromossomos sexuais foi relatado nesta
espécie (MOREIRA-FILHO et al., 1984; 1985; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000a).
Por outro lado, uma outra espécie de Apareiodon com um sistema de cromossomos
sexuais (A. Affinis) é caracterizado por um sistema de cromossomos sexuais
multiplo, do tipo ZZ/ZW{W-, onde os machos apresentam 2n=54 cromossomos € as
fémeas 2n=55 cromossomos (MOREIRA-FILHO et al.,, 1980). Assim sendo,
Apareiodon sp. apresenta caracteristicas cromossémicas peculiares que o distingue
de todas as demais formas de Apareiodon, o que reforga sua condigcdo de um novo
taxa nesse género.

A localizagao dos sitios de rDNA maior com Ag-RONs e sonda de rDNA 18S
em regido telomérica do brago longo de um grande par cromossémico st tém sido
mostrado em todas espécies de Apareiodon ja estudadas (MOREIRA-FILHO et al.,
1984; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000a). Por outro lado, no género Parodon, as
RONs tem se mostrado como caracteristicas espécies-especificas (JESUS &
MOREIRA-FILHO, 2000; VICENTE et al., 2001). No que se refere ao rDNA 58S, os
dados disponiveis indicam que sua localizagdo nos cromossomos de Apareiodon
sp., i.e, proximo a regido centromérica de um par submetacéntrico, também pode ser
verificada em outras espécies de peixes parodontideos (CENTOFANTE et al., 2002).
Do contrario, mais de quatro sitios com localizagdes variaveis podem ocorrer em
algumas espécies do género Parodon (VICENTE el al., 2001). Had uma provavel
correspondéncia entre os sitios de rDNA 18S e 5S com a heterocromatina GC-rica
em Apareiodon sp. Esta coincidéncia também foi verificada em Parodon nasus
(citado como P. tortuosus), mas, neste caso, os sitios sdo ligados no par

cromossOémico 25 st do caridtipo: os sitios de rDNA 5S na regiao telomérica do brago
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curto e o sitio 18S na regidao telomérica do brago longo (VICENTE et al., 2001;
BELLAFRONTE et al., 2005).

A distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos cromossomos de
Apareiodon sp. foi similar ao padrao geral de distribuicdo observado no cariétipo de
outras espécies de Parodontidae, bem como os blocos heterocromaticos conspicuos
no brago longo do cromossomo W naquelas espécies com um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW (MOREIRA-FILHO et al., 1984; MOREIRA-FILHO et
al., 1993; JESUS et al., 1999; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000a, b; CENTOFANTE
et al., 2002; VICENTE et al., 2003; JORGE & MOREIRA-FILHO, 2004).

Os Parodontidae apresentam trés estados de cariétipo quanto a presenca ou
auséncia de cromossomos sexuais: (1) cariétipos sem um heteromorfismo aparente
entre 0s sexos, onde se enquadra a grande maioria das espécies; (2) cariétipos com
heterogametia feminina devida a um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW e (3)
caridtipos com heterogametia feminina do tipo ZZ/ZW{W,. Nas trés espécies com o
sistema ZZ/ZW, Parodon hilarri, P. moreirai, citado como Parodon sp. e Apareiodon
sp. 0 cromossomo W é maior que o cromossomo Z, com 0 brago longo quase
completamente heterocromatico, sugerindo uma amplificagdo da heterocromatina no
cromossomo ancestral. De fato, em algumas espécies de peixes Neotropicais, a
amplificagcdo da heterocromatina surge como um modelo plausivel para explicar a
diferenciagdo dos cromossomos W ou Y (GALETTI Jr. & FORESTI, 1986;
MOREIRA-FILHO et al., 1993; BORN & BERTOLLO, 2000; ARTONI et al. 2001;
ALMEIDA-TOLEDO et al.,, 2001). Em peixes Poecilidae, a amplificacdo de
sequéncias repetitivas ocorre nos cromossomos sexuais, como descrito para o
cromossomo Y de Xyphophorus maculatus (NANDA et al., 2000). Duplicagao génica

e/ou crossing-over desigual envolvendo sequéncias de DNA repetitivas sao alguns
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processos conhecidos que podem alterar as quantidades de heterocromatinas nos
cromossomos. Na espécie Parodon hilarii o cromossomo W é subtelocéntrico e o
maior do complemento (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS & MOREIRA-FILHO,
2000; VICENTE et al., 2003). Muito provavelmente, a diferenciagdo do cromossomo
W em Apareiodon sp. ocorreu a partir da amplificacdo da heterocromatina presente
préxima a regido centromérica, no brago curto de um cromossomo ancestral similar
ao cromossomo Z (par 21 no cariétipo), originando assim o brago longo do
cromossomo W atual (Figura 5). Esta hipotese estda de acordo com o modelo de
origem do cromossomo W proposto nas espécies do género Parodon
(CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003), evidenciando uma provavel
origem comum para o sistema ZZ/ZW nestas espécies da famila Parodontidae.

O sistema ZZ/ZW era, até recentemente, conhecido apenas para o género
Parodon (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000;
CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003). A ocorréncia do mesmo sistema
de cromossomos sexuais em Apareiodon sp. € uma novidade para a familia
Parodontidae. Contudo, concomitantemente aos nossos resultados, um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW também ocorre na espécie Apareiodon vladii
(PAVANELLI, 2006) citado como Apareidon sp., no qual 0S Cromossomos sexuais
tiveram uma morfologia similar ao encontrado no presente estudo, e um provavel
mecanismo idéntico de diferenciagdo do cromossomo W (ROSA et al., 2006). Assim,
o sistema ZZ/ZW pode nao ser um estado homoplasico para Parodon e Apareiodon,
e sim uma sinapomorfia. Uma provavel origem em comum para estes sistemas de
cromossomos sexuais na familia Parodontidae € uma hipotese plausivel a ser
testada por uma filogenia molecular robusta no grupo e mapeamento dos dados

citotaxonémicos em Parodontidae.
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Figura 1. Mapa da América do Sul, com destaque para o estado do Parana (Brasil).
Em (a) esta representada a bacia do rio Tibagi (em cinza) e regido de Ponta
Grossa (PG). Em (b) um espécime fémea cariotipado de Apareiodon sp.

(voucher No. 3447). Barra = 2 cm.
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Figura 2. Cari6tipos de Apareiodon sp. macho, do rio Verde, em coloragao
convencional com Giemsa (a) e bandamento C (b). A barra representa 5

pm.
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Figura 3. Caridtipos de Apareiodon sp fémea, do rio Verde, em coloragao

convencional com Giemsa (a) e bandamento C (b). A barra representa 5
pum.
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Figura 4. Metafases de Apareiodon sp. evidenciando (A) o0s cromossomos

portadores das Ag-RONSs; (B) os sitios de rDNA18S, mostrando sua
variagdo de tamanho entre sitios homologos; (C) os sinais positivos CMA3-
fluorescentes e; (D) os sitios de rDNA 5S (setas). A variacdo de tamanho
entre os sitios homologos de rDNA 18S de outra metafase sdo mostradas
em B. A associagdo dos cromossomos portadores de Ag-RONSs € indicada

pela cabeca de seta em C. A barra representa 5 pm.
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Figura 5. Diferenciagao hipotética do cromossomo W a partir de um cromossomo

ancestral semelhante ao Z.
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4.3 Ciclideos das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi.

CITOGENETICA BASICA E MOLECULAR EM CICHLIDAE DE AGUA DOCE
(OSTEICHTHYES, PERCIFORMES). CONSERVADORISMO E DIVERGENCIA
CARIOTIPICA.

VICARI MR; ARTONI RF; MOREIRA-FILHO O & BERTOLLO LAC (2006) Basic and
molecular cytogenetics in freshwater Cichlidae (Osteichthyes, Perciformes).

Karyotypic conservationism and divergence. Caryologia, 59 (3): 260-266.
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Resumo

Os cromossomos de trés populacées de Geophagus brasiliensis e uma de
Cichlasoma facetum das cabeceiras de trés bacias hidrograficas paranaenses
adjacentes foram investigadas utilizando diferentes técnicas de coloragéo
(Bandamento C, Ag-RONs, DAPI e CMA3) e hibridagao in situ fluorescente (FISH)
com sondas de rDNA 18S e 5S. O numero dipldide das quatro populacées foi 2n=48
cromossomos, com cariotipos compostos de 3 pares de cromossomos
submetacéntricos e 21 pares de subtelo/acrocéntricos em G. brasiliensis e 5 pares
de submetacéntricos e 19 pares de subtelo/acrocéntricos em C. facetum, sem
heteromorfismo de cromossomos sexuais. As diferengas detectadas nos numeros
fundamentais (NF) entre G. brasiliensis (NF=54) e C. facetum (NF=58) indicam que a
inversao pericéntrica € o provavel mecanismo que levaria a divergéncia citogenética
entre essas espécies. A alta similaridade cariotipica entre as trés populagdes de G.
brasiliensis sugere uma estreita relagao filogenética entre elas, apesar de um padrao
diferenciado de bandamento C ser apresentado pela populagdo do rio Jaguariaiva.
Os dados sugerem que eventos de dispersdo foram os responsaveis pela
distribuicdo atual dos peixes nas bacias hidrograficas analisadas. A divergéncia no
padrdo de bandamento C provavelmente é resultado da restrigdo do fluxo génico

entre as populagdes durante sua historia geoldgica/evolutiva.
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Introducéo

Perciformes € a ordem com o maior numero de espécies entre os Teleostei,
sendo a agua doce o habitat de cerca de 14% destas espécies. De acordo com
BRUM (1995), as analises cariotipicas de 420 representantes de 50 familias de
Perciformes evidenciam que 67% (283 espécies) tem numero diploide 2n=48
cromossomos, 30% (124 espécies) tem 2n<48 cromossomos e 3% (13 espécies)
tem 2n>48 cromossomos. Os caracteres 2n=48 cromossomos acrocéntricos, assim
como o consequente numero fundamental (numero de bragos cromossémicos)
NF=48, parecem ser caracteristicas basais para a ordem Perciformes (BRUM &

GALETTI Jr., 1997), especialmente no que se refere aos grupos marinhos.

Apesar do caridétipo com 48 cromossomos acrocéntricos ser o mais
frequente entre os ciclideos, o numero dipldide pode variar de 2n=32 a 2n=60
cromossomos (FELDBERG et al., 2003). A distribuicdo bimodal dos numeros
dipldides é evidente quando relacionada a distribuigdo geografica das espécies.
Ciclideos africanos tem um numero dipldide modal de 2n=44 cromossomos, com
uma variagao de 32 a 48 cromossomos € um NF entre 44 a 88. Ja os ciclideos
neotropicais apresentam um numero dipldide modal de 2n=48 cromossomos, com
uma variagao de 38 a 60 cromossomos e NF variando de 44 a 118 (FELDBERG, et

al., op cit).

Geophagus brasiliensis e Cichlasoma facetum sdo duas das espécies de
ciclideos de agua doce mais comuns no Sul e Sudeste do Brasil. Sdo encontradas
em uma grande diversidade de biomas aquaticos brasileiros e, em alguns casos,
diferengas morfolégicas entre populagbes sdo tdo marcantes a ponto de sugerir a

existéncia de diferentes espécies. Assim sendo, no presente estudo foram



Resultados e discussao 60

analisados os cariétipos de trés populacdes de G. brasiliensis e de uma populagéo
de C. facetum, provenientes de regides de cabeceiras de trés importantes rios
paranaenses (Tibagi, Ribeira e Paranapanema), as quais se encontram
proximamente situadas, mas separadas por divisores de aguas, procurando
estabelecer possiveis relagbes evolutivas/biogeograficas entre as populagdes e

espécies envolvidas.

Material e Métodos

Foram analiados 60 espécimes de Geophagus brasiliensis: 15 (8 machos e 7
fémeas) do rio Jaguariaiva — subafluente do rio Paranapanema (24° 35 42" S; 49°
25" 67”7 W); 22 (12 machos e 10 fémeas) do rio Socavao — subafluente do rio Ribeira
(24° 53" 31" S; 49° 35 37" W); 23 (10 machos e 13 fémeas) do rio Verde —
subafluente do rio Tibagi (25°04'81” S; 50°04'63” W) e 16 espécimes de Cichlasoma
facetum (8 machos e 8 fémeas) provenientes da lagoa Taruma (alto rio Tibagi),
Parque Estadual de Vila Velha, Ponta Grossa, Brasil (25° 14’ 09” S; 50° 00’ 177 W)
(Figura 1). Amostras Testemunho foram depositadas no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina, PR (MZUEL 1735).

As preparagbes cromossémicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,
1978). A heterocromatina constitutiva foi analisada pelo bandamento C (SUMNER,
1972) e as regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) com o emprego do
Nitrato de Prata (HOWELL & BLACK, 1980), bem como por dupla coloragcdo com
emprego dos fluorocromos cromomicina A; + DAPI (SCHWEIZER, 1980), que séo

indicativos das regides GC e AT ricas, respectivamente.
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A hibridacao fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os genes
de rDNA nos cromossomos. Foi utilizada uma sonda de rDNA 18S (cerca de 1.800
pb), obtida por PCR a partir do DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus
(HATANAKA & GALETTI Jr., 2004) e, uma sonda de rDNA 5S obtida a partir da
espécie Leporinus elongatus (MARTINS & GALETTI Jr., 1999). As sondas foram
marcadas com biotina 14-dATP por “nick translation”, seguindo as instru¢gdes do
fabricante (Bionick Labelling System — Invitrogen). Os cromossomos metafasicos
foram tratados de acordo com o procedimento descrito por PINKEL et al. (1986) e
analisados em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX50. As figuras
cromossOmicas foram capturadas com a utilizacdo do software CoolSNAP-pro
(Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados dentro de trés grupos no cariétipo, i.e.,
submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), dependendo da sua
razao de bragos (LEVAN et al., 1964), e arranjados em decréscimo de tamanho nos
caridtipos. O numero de bragos cromossémicos (numero fundamantal — NF) foi
calculado levando-se em conta cromossomos st/a e sm com um e dois bracos,

respectivamente.

Resultados
Estrutura cariotipica

As amostras das trés populacbes de G. brasiliensis (rios Jaguariaiva,
Socavéo e Verde), assim como C. facetum (lagoa Taruma), apresentaram um
cariotipo constituido por 2n=48 cromossomos, tanto nos machos como nas fémeas,
sendo homomorficos, isto €, sem a presenga de Ccromossomos sexuais

morfologicamente diferenciados. Em G. brasiliensis o numero fundamental foi
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NF=54, verificando-se a ocorréncia de 3 pares de cromossomos sumetacéntricos e
21 pares de cromossomos subtelo/acrocéntricos. Em C. facetum observou-se um
NF=58, em virtude da ocorréncia de 5 pares de cromossomos submetacéntricos e
19 pares de cromossomos subtelo/acrocéntricos (Figura 1).

Tanto em G. brasiliensis como em C. facetum foram evidenciadas bandas C
positivas preferencialmente localizadas nas regides centroméricas/
pericentroméricas (Figura 1c, d, g, h). Entretanto, a populagdo de G. brasiliensis do
rio Jaguariaiva, apresentou uma quantidade maior de heterocromatina
comparativamente as populagdes dos rios Sacovao e Verde, além de evidenciar
varios cromossomos com segmentos heterocromaticos intersticiais (Figura 1 c, d, g).
Em C. facetum praticamente todos os pares cromossOmicos evidenciam regides

heterocromaticas bem evidentes.

Bandas Ag-NOR, CMAg, DAPI e localizagdo dos genes ribossomais 18S e 5S

As regides organizadoras do nucléolo, evidenciadas pelo nitrato de prata (Ag-
NORs) e pela hibridacdo fluorescente in situ com sonda de rDNA 18S, foram
localizadas na regido telomérica do brago curto do par st/a numero 6, nas trés
amostras de G. brasiliensis (Figuras 1a, b, e, and 3a, b, €) e na regido telomérica do
braco curto do par st/a numero 8, em C. facetum (Figuras 1f e 3f). Por vezes, um
polimorfismo de tamanho do sitio 18S foi observado nas populagdes de G.
brasiliensis, sempre no estado heterozigoto (Figura 4). A dupla coloragao
CMA3/DAPI, mostrou uma unica banda CMAg; positiva e DAPI negativa, concordante
com o sitio da NOR (Figuras 2 e 4). O sitio de rDNA 5S foi localizado na regiéao

intersticial do brago longo do par st/a numero 10 nas trés amostras de G.
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brasiliensis (Figura 3c, d, g) e na regido intersticial do braco longo do par st/a

nuamero 11 em C. facetum (Figura 3h).

Discussao

A familia Cichlidae possui cerca de 99 espécies nominais com cariotipos
descritos, das quais 68 apresentam o numero diploide igual a 48 cromossomos, 27
apresentam menos que 48 cromossomos e apenas 4 apresentam mais que 48
cromossomos (BRUM & GALETTI Jr.,, 1997), sendo os dois valores extremos
representados por 2n=32 e 2n=60 cromossomos, respectivamente (FELDBERG et
al., 2003). Na realidade, 2n=48 acrocéntricos e, consequentemente, NF=48 parecem
ser caracteristicas basais para a ordem Perciformes como um todo (GALETTI Jr. et
al., 2000), especialmente no que se refere aos grupos marinhos. Assim, a presenca
de 2n=48 nas populagdes de G. brasiliensis e C. facetum, ora estudadas, representa
a manutengcdo de uma condigdo plesiomorfica nesses grupos, corroborando com
algumas outras analises previamente realizadas (FELDBERG & BERTOLLO, 1985a;
BRUM et al.,, 1998; FELDBERG et al., 2003). Por outro lado, as inversdes
pericéntricas sao consideradas os principais rearranjos implicados na diversificagao
do NF=48 ancestral dos Perciformes (GALETTI Jr. et al., 2000; AFFONSO &
GALETTI Jr., 2005), conforme evidenciado por FELDBERG & BERTOLLO (1985a),
OLIVEIRA et al. (1988), SALAS & BOZA (1991), MARTINS et al. (1995), BRUM et al.
(1998), AFFONSO & GALETTI Jr. (2005). Esse mesmo evento pode ser também
explicativo para os diferentes numeros fundamentais encontrados na presente

analise, onde as populag¢des de G. brasiliensis possuem NF=54 (6 sm + 42 st/a) e C.
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facetum NF=58 (10 sm + 38 st/a). Na realidade, a variagao no numero de bragos tem
sido um bom marcador cromossdmico para varias espécies de ciclideos.

Poucos sao os estudos comparativos entre populagcdes de Cichlidae no que
se refere a heterocromatina, provavelmente pelo fato dos blocos heterocromaticos
serem praticamente restritos a regido pericentromérica dos cromossomos
(KORNFIELD et al., 1979; OLIVEIRA & WRIGHT, 1998). No entanto, apesar das
espécies/populagcdes analisadas manterem esse mesmo padrao geral de distribuicao
da heterocromatina, é notério que G. brasiliensis do rio Jaguariaiva diferencia-se por
apresentar varios pares cromossémicos com blocos heterocromaticos intersticiais
conspicuos, o que nao se verifica nas demais populagdes dessa espécie, assim
como em C. facetum. Além disso, a quantidade de heterocromatina presente nos
cromossomos de G. brasiliensis do rio Jaguariaiva € maior do que o montante
observado nas populacdes dos rios Socavao e Verde, sendo que estas duas ultimas
mostram um padrao bem similar entre si. Coincidentemente, as populagdes dos rios
Socavao e Verde estdo mais proximamente situadas do que a populagdo do rio
Jaguariaiva, o que poderia justificar as diferengas constatadas considerando um
provavel isolamento geografico maior entre essa ultima populacéo e as demais.

O par cromossOmico portador das regides organizadoras de nucléolo (Ag-
NORs, sitios de rDNA 18S e sitios cromomicina As positivos) é coincidente nas trés
populagdes de G. brasiliensis (par 6, st/a) sendo, muito provavelmente, homedlogo
ao par portador das NORs de C. facetum (par 8, st/a). Esses mesmos pares
cromossémicos evidenciam uma regido DAPI negativa coincidente com o sitio da
NOR, reforcando sua constituicdo rica em pares de bases GC e, alternativamente,
pobre em bases AT. Entre os peixes (PENDAS et al., 1993; GALETTI Jr., 1998;

ALMEIDA-TOLEDO, 1998; VICARI et al., 2003, 2005) e anfibios (SCHMID, 1982), as



Resultados e discussao 65

NORs apresentam-se geralmente como sitios positivos para os fluorocromos GC
especificos, como a cromomicina e a mitramicina. Contudo, € também conhecido
que regides coradas pela cromomicina/mitramicina podem n&o corresponder a locos
de rDNA, mas somente a heterocromatina GC-rica (MARTINEZ et al., 1991; ARTONI
& BERTOLLO, 1999). No presente caso, tanto em Geophagus como em
Cichlasoma, identifica-se um bloco heterocromatico situado logo abaixo do sitio da
NOR nos cromossomos 6 e 8, respectivamente (Figuras 1, 4), mostrando que os
genes ribossomais nao estao interespagados pela heterocromatina, mas localizados
adjacentes a ela, a semelhanga do que ocorre com algumas outras espécies de
peixes (ARTONI & BERTOLLO,1999).

A familia Cichlidae, com raras excecdes, € caracterizada por apresentar
NORSs simples (um unico par), localizadas em cromossomos relativamente grandes
(FELDBERG et al., 2003), correspondendo a um provavel simplesiomorfismo para
esse grupo (FELDBERG & BERTOLLO, 1985b). HSU et al. (1975), ja consideravam
NORs simples como um estado mais primitivo da distribuicdo do rDNA no cariétipo,
comparativamente a NORs multiplas. Por sua vez, ao lado da ocorréncia de NORs
simples, é também frequente a ocorréncia de um heteromorfismo de tamanho entre
os sitos homologos de NORs (FELDBERG & BERTOLLO,1985b; BRUM et al., 1998;
presente trabalho), o que pode ser devido a permutas desiguais durante a meiose
e/ou trocas entre cromatides irmas, envolvendo as sequéncias repetidas dessas
regides. Esse heteromorfismo pbéde ser claramente constatado nas trés populagbes
de G. brasiliensis estudadas, onde um dos sitios da NOR mostra-se duplicado em
relacdo ao seu homdélogo.

Os cromossomos portadores de rDNA 5S em G. brasiliensis e C. facetum,

respectivamente par 10 st/a e par 11 st/a, sdo também provavelmente homedlogos,
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mostrando sitios intersticiais no brago longo, e portanto ndo sinténicos aos sitios de
rDNA 18S. Entre os Percifomes, ainda sao poucos os estudos sobre a localizagao do
rDNA 5S. Em Oreochromis niloticus (Tilapiine) os sitios de rDNA 5S foram
localizados em mais de um par cromossémico (MARTINS et al., 2000, 2002). Duas
classes de rDNA 5S distribuidos em trés pares cromossémicos, a presenca de
pseudogenes e genes invertidos foram observados no genoma de O. niloticus
(MARTINS et al., 2002). Uma situagado nao usual, onde os genes ribossomais 5S se
sobrepdem a uma regidao cromomicina As positiva, foram detectadas em algumas
espécies de Perciformes (DEIANA et al.,, 2000; AFFONSO & GALETTI Jr., 2005).
Em Centropyge aurantonotus 18 sitios de rDNA 5S foram detectados, muitos deles
podendo corresponder a pseudogenes inativos (AFFONSO & GALETTI Jr., op. cit).
G. brasiliensis, assim como C. facetum, mantém varias caracteristicas
consideradas plesiomorficas para os Percifomes, como o nuamero diploide 2n=48,
predominancia de cromossomos st/a no cariétipo, numero e localizagdo das NORs e
rDNA 5S. O alto conservadorismo cariotipico entre as trés populacbes de G.
brasiliensis estudadas, tanto em relagdo a macroestrutura do cariétipo como aos
padroes de bandamentos analisados, reforga a proposta que eventos de vicariancia,
provavelmente por capturas de cabeceiras, podem ter sido responsaveis pela
distribuicao atual da ictiofauna nas bacias consideradas, conforme também proposto
em estudos anteriores com outras espécies presentes nessas bacias (VICARI et al,
2005). Por outro lado, as diferengas constatadas quanto ao padrao de bandamento
C evidencia que uma dessas populagbes, a do rio Jaguariaiva, se apresenta
diferenciada em relacdo as demais no tocante a esse carater, possivelmente como
consequéncia da restricdo ao fluxo génico entre elas ao longo da sua historia

geoldgica e evolutiva.
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Figura 1. Carittipos de Geophagus brasiliensis (A, B, E) e Cichlasoma facetum (F)
com coloragdo convencional por Giemsa, e analise sequencial da
heterocromatina (C, D, G) e (H), respectivamente. Em destaque, o par
cromossémico portador do sitio Ag-NOR positivo. (A, C) populagdo do rio
Jaguariaiva; (B, D) populagdo do rio Socavao; (E, G) populagédo do rio

Verde; (F, H) populagao da Lagoa Taruma. A barra representa 5 pym.
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Figura 2. Cari6tipos de Geophagus brasiliensis (A, B, E) e de Cichlasoma facetum

(F), corados com o fluorocromo cromomicina As; e sequencialmente corados
com o fluorocromo DAPI (C, D, G) e (H), respectivamente, mostrando um
sitio GC positivo e AT negativo nos pares cromossémicos 6 de G.
brasiliensis e 8 de C. facetum. (A, C) populacéo do rio Jaguariaiva, (B, D)
populacdo do rio Socavao, (E, G) populagdo do rio Verde. A barra

representa 5 um.
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Figura 3. Caridtipos de Geophagus brasiliensis (C, D, G) e de Cichlasoma facetum

(F), mostrando a localizagéo do rDNA 18S nos pares cromossdmicos 6 e 8,
respectivamente, e a localizacdo do rDNA 5S no pares cromossémicos 10
(C, D, G) e 11 (H), respectivamente. (A, C) populagao do rio Jaguariaiva, (B,
D) populagédo do rio Socavao, (E, G) populagdo do rio Verde. A barra

representa 5 um.
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Figura 4. Par cromossémico numero 6 de Geophagus brasiliensis, mostrando a
localizacdo da NOR no brago curto e o seu polimorfismo de tamanho, sob
diferentes metodologias de analise: (A) coloragdo convencional com
Giemsa, evidenciando a constricdo secundaria bem evidente; (B)
bandamento C, mostrando a localizagdo da heterocromatina adjacente ao
sitio da NOR, (C) sitio Ag-NOR positivo, (D) sitio DAPI negativo, (E) sitio
cromomicina Az positivo e, (F) localizacdo do rDNA 18S. A barra representa

5 um.
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4.4 Complexo “Astyanax scabripinnis” das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira

eTibagi

CITOGENETICA COMPARATIVA ENTRE ESPECIES DE PEIXES DO COMPLEXO

A. scabripinnis. INFERENCIAS EVOLUTIVAS E BIOGEOGRAFICAS.

VICARI, M.R.; NOLETO, R.B.; ARTONI, R.F.; MOREIRA-FILHO, O. BERTOLLO,
L.A.C. (submetido para publicagdo). Comparative cytogenetics among species of the
A. scabripinnis complex. Evolutionary and biogeographical inferences. Genet. Mol.

Biology.
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Resumo

Dados cariotipicos sao apresentados para populacdes de espécies de
Astyanax do complexo A. scabripinnis, de trés diferentes sistemas hidrograficos do
estado do Parang, Brasil (rio Verde — bacia do Tibagi; rio Agungui — bacia do Ribeira
e rio Santo Anténio — bacia do Jaguariaiva). Diferentes formas cariotipicas foram
identificadas, aqui denominadas de caridtipo A (2n=50 cromossomos, sendo
8m+18sm+10st+14a e com treze sitios de rDNA 18S); caridtipo B (2n=50
cromossomos, sendo 8m+18sm+10st+14a e com 4 sitios de rDNA 18S; e cari6tipo C
(2n= 48 cromossomos, sendo 10m+16sm+10st+12a e com oito sitios de rDNA 18S).
O padrao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva mostrou-se semelhante
entre as trés formas cariotipicas, com poucas diferencas interpopulacionais. O rDNA
5S apresentou-se como um carater sinapomoérfico quanto ao numero e localizagao
nas trés populacdes estudadas. A forma cariotipica A ocorre no centro da
distribuicdo da localidade tipo da espécie A. paranae, nas proximidades da cidade
de Castro (Bacia do Tibagi) e pode ter atingido, por dispersdo, as cabeceiras da
bacia do rio Ribeira. As formas cariotipicas B e C sao simpatricas e sintdpicas,
ocorrendo somente na bacia do rio Jaguariaiva. Os dados obtidos s&o importantes
para a citotaxonomia de A. paranae, assim como para a elaboragdo de hipéteses

sobre a evolucéo do caridtipo de espécies do complexo A. scabripinnis.
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Introducéo

O género Astyanax integra uma assembléia de peixes Neotropicais,
amplamente distribuidos pela América do Sul e Central, anteriormente alocados na
subfamilia Tetragonopterinae (GERY, 1977). Recentemente, este grupo foi
considerado como insertae sedis, por nao apresentar evidéncias consistentes de
monofiletismo (LIMA et al., 2003). Sendo assim, estudos citogenéticos/evolutivos sao
de especial interesse no género Astyanax, podendo contribuir para o esclarecimento

de inter-relagdes entre suas espécies.

MOREIRA-FILHO & BERTOLLO (1991) propuseram, com base em caracteres
morfolégicos e cromossOmicos, que A. scabripinnis deveria constituir um complexo
de espécies. Dados morfologicos indicam que este complexo seja constituido por
cerca de 15 espécies, dentre as quais se insere A. paranae (BERTACO & LUCENA,
2006). Esta espécie tem sido usualmente considerada como uma subespécie de A.
scabripinnis (MAISTRO et al., 1998; GARUTTI & BRITSKI, 2000). Provavelmente a
falta de caracteres diagnosticos precisos para A. paranae contribuiu para que
populagdes do complexo A. scabripinnis do rio Parana tenham sido consideradas

como A. scabripinnis (BERTACO & LUCENA, 2006).

A localidade tipo de A. paranae € a regiao de Castro, no estado do Parana,
Brasil (EINGENMANN, 1914, cit. em GARUTTI & BRITSKI, 2000). Foram analisados
os cromossomos de Astyanax de trés coérregos distintos no estado do Parana,
pertencentes as cabeceiras do rio Tibagi, nas proximidades de Castro, e dos rios
Ribeira e Jaguariaiva, com o objetivo de caracterizar o caridtipo de espécies do

complexo A. scabripinnis que ocorrem nessa regido, bem como comparar
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citogeneticamente as diferentes populagbes entre si, procurando estabelecer

possiveis relagdes evolutivas/biogeograficas entre as mesmas.

Material e Métodos

Cento e trinta espécimes de Astyanax foram analisados: 44 espécimes do
rio Verde — tributario da bacia do Tibagi, na regido de Castro (25°04’81” S; 50°04°63”
W), 17 espécimes do rio Agungui — tributario da bacia do Ribeira (25°44’89” S;
49°67°44” W) e 69 espécimes do Parque Estadual do Cerrado, corrego Santo
Anténio e rio Jaguariaiva (24° 35 42" S; 49° 25 67" W) - (Tabela |). Todos os
espécimes apresentaram caracteres que delimitam o complexo de espécies A.
scabripinnis. Amostras testemunho foram depositadas no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil (MZUEL 3700, A. paranae do rio
Verde; MZUEL 3702, Astyanax sp. do rio Santo Anténio e; MZUEL 4064 A. paranae
do rio Agungui).

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas de células do rim anterior
usando o tratamento in vivo com colchicina (BERTOLLO et al., 1978). A
heterocromatina constitutiva foi visualizada pelo bandamento C (SUMNER, 1972),
bem como pela dupla coloragdo com fluorocromos cromomicina As+DAPI
(SCHWEIZER, 1980), que s&o indicativas de regides GC- e AT-ricas,
respectivamente.

As Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) foram detectadas usando a
coloragédo pelo nitrato de prata (Ag-RONs), de acordo com HOWELL & BLACK

(1980), e hibridacao fluorescente in situ (FISH) para localizar os genes de rDNA nos
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cromossomos. Foi utilizada uma sonda de rDNA 18S (cerca de 1.800 pb), obtida por
PCR a partir do DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA &
GALETTI Jr., 2004) e, uma sonda de rDNA 5S obtida a partir da espécie Leporinus
elongatus (MARTINS & GALETTI Jr., 1999). As sondas foram marcadas com biotina
14-dATP por “nick translation”, seguindo as instru¢bes do fabricante (Bionick
Labelling System — Invitrogen). Os cromossomos metafasicos foram tratados de
acordo com o procedimento descrito por PINKEL et al. (1986) e analisados em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50. As figuras cromossémicas foram
capturadas com a utilizacéo do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).
Proximo a 30 metafases por espécime foram analizadas para determinar o
numero dipldide e a estrutura cariotipica. Os cromossomos foram classificados como
metacéntrico (m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), de

acordo com LEVAN et al. (1964).

Resultados

Trés tipos distintos de caridtipos foram identificados considerando as
populagdes analisadas de Astyanax, aqui denominados de A, B e C, podendo ser

diferenciados quanto ao numero de cromossomos e/ou estrutura cariotipica,

Cariotipo A

Apresentou 2n=50 cromossomos, diferenciados em 8m+18sm+10st+14a,
(Figura 1 a). A heterocromatina constitutiva foi localizada na regido centromérica de
todos os cromossomos e na regido intersticial ou telomérica de alguns pares (Figura
1 b; Tabela Il). Foram observadas Ag-RONs teloméricas multiplas, com variagdes

intraindividuais, intrapopulacionais e interpopulacionais (Tabela Il). Treze sitios de
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rDNA 18S foram detectados por FISH, sempre em localizagao telomérica, sendo que
um cromossomo subtelocéntrico apresenta ambos teldmeros marcados, ou seja,
RONSs biteloméricas (Figura 1 c). A dupla coloragdo CMA3/DAPI, mostrou bandas
CMA; positivas e DAPI negativas, em sitios conspicuos coincidentes ao rDNA 18S
(Figura 1 d, e respectivamente). O rDNA 5S foi localizado em dois pares
cromossOmicos, um metacéntrico e outro acrocéntrico, proximais ao centrémero
(Figura 1 f). Esta forma cariotipica foi detectada nos espécimes provenientes dos
rios Verde (bacia do Rio Tibagi) e Agungui (bacia do rio Ribeira), nas imedia¢des da
cidade de Castro. Para a populacao do rio Verde, o par acrocéntrico numero 21
mostrou-se polimérfico quanto a um grande bloco heterocromatico na extremidade
distal do brago longo, detectado em alguns individuos da populagdo em condigcéo

heterozigota (Figura 1 b).

Cariotipo B

Este caridtipo também apresentou 2n=50 cromossomos, organizados em
8m+18sm+10st+14a (Figura 2 a). A heterocromatina constitutiva foi localizada na
regido centromérica de todos os cromossomos e na regido intersticial ou telomérica
de alguns pares (Figura 2 b; Tabela Il). As Ag-RONs também foram evidenciadas
nas regides teloméricas, com variagdes intraindividuais e intrapopulacionais, porém
com um numero bem mais reduzido do que no citétipo A (Tabela Il), caracter este
também confirmado pela presenca de apenas 4 sitios de rDNA 18S, detectados por
FISH (Figura 2 c). A dupla coloragdo CMA3/DAPI mostrou bandas CMA3; positivas e
DAPI negativas, em sitios conspicuos coincidentes ao rDNA 18S (Figura 2 d, e
respectivamente). O rDNA 5S foi localizado em dois pares cromossémicos, um

metacéntrico e outro acrocéntrico, proximais ao centrémero (Figura 2 f). Esta forma
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cariotipica foi encontrada nos espécimes provenientes do rio Santo Anténio (bacia

do rio Jaguariaiva).

Cariotipo C

Diferentemente de A e B, o caridtipo C apresentou 2n=48 cromossomos,
agrupados em 10m+16sm+10st+12a (Figura 3 a). A heterocromatina constitutiva foi
localizada na regido centromérica de todos os cromossomos, na regiao telomérica
de alguns pares, além de algumas conspicuas marcagdes intersticiais em
cromossomos acrocéntricos (Figura 3 b). As Ag-RONs também foram multiplas,
variando entre dois a cinco sitios (Tabela Il). Contudo, 8 sitios de rDNA 18S foram
detectados por FISH, sempre em localizagdo telomérica (Figura 3 c). A dupla
coloracdo CMAs/DAPI, mostrou bandas CMA; positivas e DAPI negativas, em sitios
conspicuos coincidentes ao rDNA 18S (Figura 3 d, e respectivamente). O rDNA 5S
foi localizado em dois pares cromossémicos, um metacéntrico e outro acrocéntrico,
proximais ao centrdbmero (Figura 3f). Esta forma cariotipica foi encontrada na
populagdo do rio Jaguariaiva, ocorrendo também em simpatria e sintopia com o

carioétipo B no cérrego Santo Anténio.

Discusséo

O numero dipléide 2n=50 cromossomos mostrou-se o mais frequiente, sendo
encontrado em trés das quatro populagbes de Astyanax estudadas (rios Verde,
Acungui e Santo Antdnio). O mesmo numero cromossémico foi também observado
na grande maioria das populagcbes estudadas do complexo de espécies A.

scabripinnis (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; MANTOVANI et al., 2000; NEO
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et al., 2000; FERRO et al., 2001; MAISTRO et al., 2000, 2001; MOREIRA-FILHO et
al., 2001; FERRO et al., 2003).

Embora os caridtipos 2n=50 sejam semelhantes em sua macroestrutura
(8m+18sm+10st+14a), com algumas poucas variagdes na distribuicdo e localizagao
da heterocromatina, foi possivel diferencia-los em duas formas distintas: cariotipo A,
encontrado nas populagdes do rio Verde e rio Agungui, caracterizado por 13 sitios
de rDNA 18S, dois deles localizados em ambos os telémeros de um mesmo
cromossomo (RONSs biteloméricas), e cariétipo B, encontrado na populagao do rio
Santo Antdnio, caracterizado por apresentar 4 sitios de rDNA 18S (Tabela Il). Uma
terceira forma cariotipica (cariétipo C), foi caracterizada pela presenga de um
numero dipldide menor (2n=48 cromossomos), uma formula cariotipica também
diferenciada (10m+16sm+10st+12a) e 8 sitios de rDNA 18S. Espécimes portadores
deste caridtipo foram encontrados no rio Jaguariaiva, além de sua ocorréncia
simpatrica e sintdpica com espécimes portadores do cariétipo B, no rio Santo
Antbénio (Tabela Il).

A analise comparativa dos cariétipos B (2n=50) e C (2n=48), dos espécimes
do rio Santo Anténio, mostra que eles provavelmente mantém uma homeologia dos
seus pares cromossOmicos, exceto pela auséncia de dois pares cromossOmicos
pequenos (1sm e 1a) no caridtipo C e consequente presenga de um par
metacéntrico grande (par 2). A similaridade morfoldégica indica que os pares
metacéntricos 1, 2, 3 e 4 dos cariétipos A e B devem ser homedlogos aos pares 1, 3,
4 e 5 do citétipo C, respectivamente. Assim sendo, o par metacéntrico numero 2 do
caridtipo C (2n=48) pode ter sido originado por um evento de translocagao

Robertsoniana ou fusdo entre dois cromossomos pequenos, um submetacéntrico e
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outro acrocéntrico, a partir de uma populagdo com 2n=50 cromossomos € com um
cariotipo semelhante ao da forma B.

A ocorréncia de 2n=48 cromossomos ja foi descrita para algumas populagdes
de A. scabripinnis, pertencentes a bacia do alto rio Parana (MOREIRA-FILHO &
BERTOLLO, 1991; SOUZA et al., 1996; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1998;
MAISTRO et al.,, 2000; MANTOVANI et al., 2000; ALVES & MARTINS-SANTOS,
2002). Além da diferenga numérica, essas popula¢des geralmente diferem daquelas
com 2n=50 cromossomos pela presenca de um par diferenciado de cromossomos
subtelocéntricos (MANTOVANI et al., 2000), ou submetacéntricos (MAISTRO et al.,
2000). No entanto, nenhuma dessas populagcbes com 2n=48 apresentou um
cromossomo metacéntrico como o par numero 2 do cariétipo C. Assim, a presenca
desse carater apomorfico, por ora exclusivo da populagéo de Astyanax do rio Santo
Antdnio, evidencia que diferentes caminhos de evolugdo cariotipica estariam
originando populagbes com 2n=48 cromossomos. Assim sendo, a forma cariotipica
C do rio Santo Antdnio estaria mais estreitamente relacionada a forma cariotipica B
dessa mesma bacia, do que com os demais espécimes de Astyanax com 2n=48
cromossomos, descritos por MANTOVANI et al. (2000) e MAISTRO et al. (2000).
Nenhum dos exemplares amostrados apresentou uma férmula cariotipica hibrida,
sugerindo um provavel isolamento reprodutivo entre as formas B e C. Além disso,
pequenas diferencas na localizacdo dos blocos de heterocromatina nos
cromossomos acrocéntricos, bem como a ocorréncia de numeros distintos de sitios
de rDNA 18S (Tabela Il), condizem com a possivel existéncia de dois taxa
diferentes. Esses dados também sugerem um modelo de especiagdo alopatrica
entre essas duas formas cariotipicas as quais, apds a quebra de barreiras

geograficas, teriam se tornado simpatricas, como também proposto para algumas
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outras espécies do complexo scabripinnis (SOUZA et al., 1995; MAISTRO et al.,
2000).

Ag-RONs multiplas foram observadas em todas as populagdes analisadas,
com variagdes numéricas intra- e interpopulacional. A analise dos sitios de rDNA
18S permitiu localizar esses sitios sempre na regido telomérica dos cromossomos,
em concordancia com as Ag-RONs. A dupla coloragao por fluorocromos GC e AT
especificos, cromomicina Az e DAPI respectivamente, mostrou regides de DNA GC
positivas e AT negativas em sitios conspicuos, coincidentes ao rDNA 18S. A
presenca de um cromossomo subtelocéntrico com NORs biteloméricas foi
constatada apenas nas populagdes portadoras do caridtipo A. Este dado, aliado ao
maior numero de RONs presente nessas populagdes, reforcam uma relacéo
filogenética mais estreita entre os portadores da forma cariotipica A, ou seja, as
populagdes do rio Verde (bacia do rio Tibagi) e do rio Agungui (bacia do rio Ribeira).
Uma possivel dispersdo por “captura de cabeceiras” (termo usado para designar
quando a cabeceira de um dado rio € incorporada em um outro rio pertencente a
uma bacia hidrografica adjacente), poderia explicar o conservadorismo entre os
espécimes dessas duas bacias hidrograficas diferentes, sendo as poucas diferengas
observadas na distribuicdo da heterocromatina (Tabela Il) resultante da restricdo do
fluxo génico atualmente existente. Este modelo de captura de cabeceiras e de
dispersao € aplicavel para outras espécies de peixes dessas mesmas bacias, como
€ o0 caso de Hoplias malabaricus (VICARI et al., 2005) e Geophagus brasiliensis
(VICARI et al., 2006), tendo sido também utilizado para explicar a simpatria
observada entre diferentes espécies de Characidium (CENTOFANTE et al., 2001).

Sitios de rDNA 5S mostraram-se conservados em dois pares cromossémicos,

um metacéntrico e outro acrocéntrico, na regidao proximal ao centrdbmero, em todas
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as populagdes amostradas. A manutencdo desses dois pares cromossdémicos, com
sitios de rDNA 5S na mesma posicao, foi também verificada em outras espécies de
Astyanax e do complexo A. scabripinnis (FERRO et al., 2001; ALMEIDA-TOLEDO et
al.,, 2002; MANTOVANI et al., 2005), evidenciando ser esta caracteristica uma
sinapomorfia para essas espécies de Astyanax.

Os dados cariotipicos apresentados sao subsidios importantes para os
estudos taxondmicos em Astyanax. Neste sentido, nossa proposta € que a forma
cariotipica A corresponde a espécie A. paranae, por ser encontrada no centro de
distribuicao de sua localidade tipo (regido de Castro, Parana, Brasil), a partir da qual
teria atingido, por capturas de cabeceiras, a bacia do rio Ribeira. Por sua vez, as
formas cariotipicas B e C encontradas na bacia do rio Jaguariaiva,
citogeneticamente diferenciadas entre si e da forma A, no entanto, morfologicamente
semelhantes, representam outras espécies pertencentes ao complexo de espécies
A. scabripinnis. Estes dados citogenéticos podem vir a somar aos estudos
taxondmicos e indicar que o complexo de espécies A. scabripinnis possa ser
constituido por 17 representantes, duas espécies a mais do aceito por BERTACO &

LUCENA (2006).
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Figura 1. Cari6tipos do complexo de espécies Astyanax scabripinnis: (A, B) Cariétipo
A do rio Verde; (C, D) Cariotipo B do rio Santo Anténio; (E, F) Cariétipo C do
rio Santo Antdénio. (A, C, E) coloragédo conventional por Giemsa e (B, D, F)

bandamento C sequencial, respectivamente. A barra representa 10 um.
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Figura 2. Metafases de Astyanax paranae (Cari6tipo A) evidenciando em (A, B) os
cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo cromomicina As
mostrando sitios GC-positivos e sequencialmente corados com o
fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-negativos, (E) os sitios de

rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A barra representa 10 um.
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Figura 3. Metafases de Astyanax sp (Caridtipo B) evidenciando em (A, B) os
cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo cromomicina As
mostrando sitios GC-positivos e sequencialmente corados com o
fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-negativos, (E) os sitios de

rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A barra representa 10 um.
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Figura 4. Metafases de Astyanax sp (Cariétipo C) evidenciando em (A, B) os
cromossomo portadores das Ag-RONs, (C) fluorocromo cromomicina As
mostrando sitios GC-positivos e sequencialmente corados com o
fluorocromo DAPI (D) mostrando os sitios AT-negativos, (E) os sitios de

rDNA 18S, e (F) os sitios de rDNA 5S. A barra representa 10 um.
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Tabela I. Numero de exemplares estudados de Astyanax pertencentes as formas

cariotipicas A, B e C.

Rios Car n.9 n. & Total
Verde A 31 13 44
Acungui A 11 6 17
Santo Antbnio B 34 10 44
Santo Antébnio C 13 6 19
Jaguariaiva C 0 6 6

Total 89 41 130

Car = Caridtipos; n. Y = numero de fémeas; n. & = nimero de machos



Resultados e discussao 89

Tabela Il. Dados cariotipicos de Astyanax do rio Verde (bacia do rio Tibagi), rio
Acungui (bacia do rio Ribeira), rio Santo Antdnio (bacia do rio Jaguariaiva) e

rio Jaguariaiva.

Formula Cariotipica  Varia- No. No.

Rios Car 2n ¢do Ag- Sitios  Sitios Phaerteesr (ia)
m sm st a RONs 18S 5S o
Verde A 50 8 18 10 14 2-7 13 4 19e 20
Acungui A 50 8 18 10 14 2-10 13 4 19e 20
Santo B 50 8 18 10 14 1-4 4 4 20
Antonio
Santo C 48 10 16 10 12 2-5 8 4 20e 21
Antonio
Jaguariai C 48 10 16 10 12 2-4 8 4 20e 21
-va
Car = Caridtipos; Pares (a) heter. |. = pares acrocéntricos com heterocromatina

intersticial.
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4.5 Astyanax janeiroensis da bacia do rio Ribeira

CO-LOCALIZACAO, ESTRUTURA E COMPOSICAO DE DNAS SATELITES NOS
DOMINIOS HETEROCROMATICOS DE Astyanax janeiroensis (Teleostei,
insertae sedis).

(Em preparacgao).
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Resumo

As heterocromatinas do peixe Astyanax janeiroensis foram analisadas com
diferentes marcadores cromossémicos convencionais, fluorocromos base
especificos e por hibridagao in situ fluorescente com sondas de rDNA e do DNA
satélite As51, possivelmente derivado de um elemento transponivel de DNA. Trés
classes de DNAs repetitivos, relacionados a heterocromatina, puderam ser
detectadas: (1) a heterocromatina centromérica, presente em todos os cromossomos
do caridtipo; (2) a heterocromatina associada com as RONs, marcadamente GC-rica
(heterocromatina GC/rDNA18S); (3) a heterocromatina presente em regides
intersticiais e teloméricas de 14 pares subtelo/acrocéntricos, composta por uma
mescla do DNA satélite As51 inter-espagado por regides de rDNA 18S, detectada
por dupla FISH. Essa heterocromatina ndo responde ao fluorocromo cromomicina A3
e também responde negativamente ao fluorocromo DAPI, AT-especifico
(heterocromatina As51/rDNA18S/DAPI’). Sao discutidos os papéis do DNA satélite
As51 na evolugdo do genoma de A. janeiroensis a partir de uma hipétese de
elemento transponivel de DNA, as respostas discordantes dos fluorocromos base
especificos ao conteudo de bases presente em dominios heterocromaticos e a
presenca de caracteres cromossémicos que podem ser considerados sinapomorfias
entre A. janeiroensis e A. scabripinnis, indicando uma forte relacdo de parentesco

entre essas duas espécies.
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Introducéo

Uma importante fragdo do genoma dos eucariotos é representada por uma
classe de DNA que é repetida varias vezes e que pode variar no tamanho e
composicao (ELDER & TURNER, 1995). Esta classe de DNA pode estar dispersa no
genoma, ou organizada em tandem, formando um loco caracteristico definido como
DNA satélite. Unidades monoméricas repetidas sdao comumente detectadas nos
centrémeros e teldmeros dos cromossomos formando blocos heterocromaticos
(TYLER-SMITH & WILLARD, 1993). Em geral, o bandamento C tem sido utilizado
para caracterizar a localizacido destes blocos nos cariétipos. No entanto, como a
composicao da heterocromatina pode variar bastante (para uma revisdo ver
(VERMA, 1988; SUMNER, 1990), o emprego de fluorocromos base especificos,
como os que identificam regides AT ou GC ricas sao uteis na caracterizagdo dessas
regides cromossémicas, assim como, € por meio do isolamento, seqliienciamento e
localizagdo destes DNAs satélites in situ que regides cromossémicas
heterocromaticas podem ser melhor caracterizadas.

A origem de muitas familias de DNA satélite € desconhecida, algumas delas
podem ter sido derivadas de elementos transponiveis ou ter um componente maior
que é relatado como sendo parte de um elemento mével (EVGEN'EV et al., 1982;
ZELENTSOVA et al., 1986; HEIKKINEN et al., 1995; KAPITONQV et al., 1998).
MESTRINER et al. (2000) isolou um DNA satélite do peixe Astyanax scabripinnis
que apresentava repeticoes de 51 pares de bases (As51) e estava presente nas
heterocromatinas distais, nas RONs e no cromossomo B da populacdo estudada.
Essa sequéncia satélite de A. scabripinnis apresentou 58,8% de similaridade com
uma porgéao do retrotransposon RT2 de Anopheles gambiae e menor homologia com

0 gene da transposase do transposon TN4430 do Bacillus thuringiensis, sugerindo
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que essa sequéncia pode ter surgido a partir de um elemento transponivel de DNA.
Sendo assim, este DNA satélite pode ter sido transferido para os espagadores do
rDNA 45S na populacéo estudada. MANTOVANI et al. (2004) estudando duas outras
populagdes de A. scabripinnis mostraram que os blocos de heterocromatina distais
com homologia para a sequéncia As51, encontrados em ambas populagdes,
apresentavam respostas discordantes para os fluorocromos base especificos que
nao poderiam ser atribuidos a composicao de bases do DNA.

O caridtipo de Astyanax janeiroensis € caracteristico por apresentar grandes
blocos de heterocromatina em cromossomos subtelo/acrocéntricos (CARVALHO et
al., 2002). Assim, este trabalho visou uma melhor caracterizagao da heterocromatina
presente no cariétipo de A. janeiroensis empregando fluorocromos base especificos
e FISH com sondas de rDNA e do DNA satélite As51, inter-relacionando e discutindo
a composicao e estrutura dos dominios heterocromaticos na evolugdo do genoma

desta espécie.

Material e Métodos

Foram analisados os cariétipos de 32 espécimes de A. janeiroensis, 18 (7
machos e 11 fémeas) provenientes do rio Socavao, Castro, PR (24° 53" 31” S; 49°
35" 37" W) e 14 espécimes (5 machos e 9 fémeas) provenientes do rio Agungui, S&o
Luis do Puruna, PR (25°44’89” S; 49°67°44” W), ambos pertencentes as cabeceiras
do rio Ribeira no estado do Parana. Exemplares testemunhos foram depositados no
Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL 3835).

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,

1978). As regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) com o emprego do Nitrato
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de Prata (HOWELL & BLACK, 1980), e a heterocromatina constitutiva foi analisada
pelo bandamento C (SUMNER, 1972), bem como por dupla coloragdo com emprego
dos fluorocromos cromomicina Az + DAPI (SCHWEIZER, 1980), que sao indicativos
das regides GC e AT ricas, respectivamente.

A hibridacao fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os genes
de rDNA e do DNA satélite As51 nos cromossomos. Foram utilizadas as sondas de
rDNA 18S (cerca de 1.800 pb), obtida peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA &
GALETTI Jr. 2004); uma sonda de rDNA 5S obtida a partir da espécie Leporinus
elongatus (MARTINS & GALETTI Jr., 1999) e; uma sonda do DNA satélite As51
isolada apartir do DNA gendémico do peixe A. scabripinnis (MESTRINER et al.,
2000). As sondas 18S e 5S foram marcadas com biotina 14-dATP por “nick
translation”, seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System —
Invitrogen). A deteccédo e amplificagdo do sinal foram realizadas com os seguintes
componentes: “TSA Kit with HRP.streptavidin and Alexa Fluor 488 tyramide”
(Molecular Probes) para a sonda 18S; e sistema avidina-FITC conjugado — anti-
avidina biotina conjugada (Sigma) para a sonda 5S. O DNA satélite As51 foi
marcado por “nick translation” utilizando o composto “ChromaTide Alexa Fluor 546-
14-dUTP” (Molecular Probes) e utilizado em dupla hibridagdo com a sonda de rDNA
18S. O procedimento geral de hibridagao seguiu o protocolo descrito por PINKEL et
al. (1986). A analise foi realizada em microscépio de epifluorescéncia Olympus
BX50. As figuras cromossémicas foram capturadas com a utilizagdo do sistema
CoolSNAP-pro, Image Pro Plus, 4.1 (Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m), submetacéntrico
(sm), subtelocéntrico (st) e acrocéntrico (a), dependendo da sua razdo de bragos

(LEVAN et al., 1964), e arranjados em decréscimo de tamanho nos cariétipos.



Resultados e discussao 95

Resultados

O caridtipo de A. janeiroensis esta organizado em 2n=50 cromossomos,
diferenciados em 6m+14sm+14st+16a, sem heteromorfismo de cromossomos
sexuais (Figura 1). A heterocromatina foi localizada na regidao centromérica dos
cromossomos, na regiao telomérica de alguns pares, bem como em grandes blocos
na regido intersticial do par acrocéntrico numero 18 e na regido telomérica dos
cromossomos subtelocéntricos 11, 12, 13, 14 e acrocéntricos 19, 22 e 23 (Figura
1b). As regides organizadoras de nucléolos, evidenciadas pelo nitrato de prata, (Ag-
RONSs) sdo multiplas, variando entre trés a sete sitios sempre com localizagao
terminal (Figura 2a, b). A dupla marcacédo pela hibridagdo fluorescente in situ
(Double FISH), com sonda de rDNA 18S e DNA satélite As51, mostrou 22 sitios de
rDNA 18S (Figura 3a) e 14 sitios de DNA repetitivo As51 (Figura 3b). Entretanto, os
14 sitios As51 compartilham localizacdo com o rDNA 18S, constituindo dominios
cromosdmicos As51/rDNA 18S (Figura 3c, f). Oito sitios sdo constituidos de apenas
rDNA 18S (Figura 3c, f) e estes todos podem mostrarem-se ativos. A coloragdo com
o fluorocromo DAPI mostrou 8 bandas DAPI negativas coincidentes aos sitios de
rDNA 18S, bem como 14 bandas DAPI negativas aos dominios As51/rDNA 18S
(Figuras 3d e 4a). A dupla coloragcdo CMA3/DAPI evidenciou 22 bandas DAPI
negativas e 13 bandas GC positivas (Figura 4a, b). Os 8 sitios constituidos de
apenas rDNA 18S sdo CMA; positivos/DAPI negativos (Figura 4a, b). O rDNA 5S foi
localizado em um unico par cromossémico acrocéntrico, em posi¢cao proximal ao

centrébmero, no brago longo (Figura 4c).

Discussao
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A estrutura cariotipica de A. janeiroensis €& similar a encontrada por
CARVALHO et al. (2002) para uma outra populagcdo dessa mesma espécie. No
entanto, o presente estudo mostrou que entre os 16 grandes blocos
heterocromaticos, 14 compartiiham a organizagdo com duas classes de DNAs
repetitivos (As51 e rDNA 18S) e dois apresentaram apenas o rDNA 18S,
marcadamente um par de cromossomos subtelocéntricos. Os demais sitios de rDNA
18S estdo espalhados pelo complemento cromossédmico em  blocos
heterocromaticos menores. A presenga de mais de uma familia de DNA satélite em
um mesmo dominio heterocromatico ja € bem documentado em humanos (SHIELS
et al., 1997), na cevada (RAMSAY et al., 1999), em drosofilideos (WILDER &
HOLLOCHER, 2001) e no peixe Prochilodus lineatus (JESUS et al., 2003).

Em A. janeiroensis o DNA satélite As51 tem uma alta similaridade para
elementos transponiveis, sugerindo desta forma que essa familia de DNA em
tandem pode ter derivado de um elemento mével de DNA. Elementos transponiveis
sdo potentes agentes mutagénicos com potencial de produzir uma ampla variagéo
no genoma do seu hospedeiro (KIDWELL & LISCH, 2000; 2001). A gama de
mutagdes induzidas pela atividade dos elementos transponiveis vai desde
modificagdes no tamanho e organizagédo de genomas inteiros até substituicao,
delecéao e insergdo de um simples nucleotideo (KIDWELL, 2002). Em adigéo, detém
habilidade para aumentar o genoma em tamanho por transposi¢gdes, induzem
rearranjos cromossdmicos tais como dele¢des, duplicagdes, inversbes e
translocagdes reciprocas. No genoma de A. janeiroensis hipotetizamos que a
sequéncia As51 invadiu alguns espacadores do rDNA maior e em seguida, por
inumeras transposic¢oes, carreou segmentos do rDNA maior para grandes dominios

heterocromaticos As51. Ainda, o mecanismo de recombinagao ectdpica entre copias
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de elementos transponiveis da familia As51 em cromossomos nao homaélogos, como
também descrito por (GRAY, 2000) podem ter auxiliado a espalhar a combinagéo
As51/rDNA maior pelo genoma de A. janeiroensis. Permanece desconhecido o
motivo de n&o ter ocorrido uma invasédo do As51 em todos dominios de rDNA maior,
no entanto, muito provavelmente, deve ser uma estratégia do genoma da espécie
para evitar o silenciamento génico de todos sitios rDNA.

Uma andlise citogenética detalhada da composigéo, conteudo e localizagao
das heterocromatinas presentes nessa espécie de peixe permitiu identificar trés
classes de DNAs repetitivos associados a heterocromatina: (1) uma heterocromatina
centromérica presente em quase todos os cromossomos do cariétipo; (2) uma classe
de heterocromatina em associagao com os sitios de RONs, marcadamente GC ricas
(heterocromatina GC/rDNA 18S) e; (3) uma classe de heterocromatina presente em
regides intersticiais e teloméricas de alguns dos pares cromossémicos
subtelo/acrocéntricos, composta por uma mescla de DNA repetitivo As51
interespacado por regides de rDNA 18S. Essa heterocromatina ndo responde ao
fluorocromo cromomicina As, no entanto, responde negativamente ao fluorocromo
DAPI, AT especifico (heterocromatina As51/rDNA 18S/DAPI’).

Nos peixes teledsteos os sitios de rDNA 18S tendem a conter grandes
fragdes de DNA GC rico (AMEMIYA & GOLD 1986; SCHMID & GUTTENBACK
1988, ARTONI & BERTOLLO, 1999; PHILLIPHS & REED, 2000; MANTOVANI et al.,
2004), indicando que os genes ribossomais estdo provavelmente interespagados
pela heterocromatina (PENDAS et al., 1993 a,b; ABUIN et al., 1996). A associacéo
da heterocromatina GC com o rDNA 18S, encontrada em A. janeiroensis, possui
atividade transcricional mostrando uma grande variagao intra- e interindividual de

sitios Ag-RONSs. Por outro lado, nenhum sitio Ag-RON foi coincidente a classe de
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heterocromatina As51/rDNA 18S/DAPI. E possivel que o grande numero das
repeticoes As51, nessa classe de heterocromatina, possam estar promovendo um
silenciamento na expressdao do rDNA ali contidos, semelhante ao mecanismo de
silenciamento génico por elementos transponiveis propostos em outros grupos
(DORER & NENIKOFF, 1994; FANTI et al., 1998). O numero de sitios GC positivos
(13 sitios) é superior ao numero de sitios que apresentaram apenas o rDNA 18S (8
sitios). Assim, & possivel que exista uma outra classe de heterocromatina GC rica,
nao coincidente com as RONs, como também descrito por ARTONI et al. (1999) no
peixe Liposarcus anisitsi, ou que alguns sitios de rDNA 18S GC ricos tenham uma
localizagdo adjacente e contigua aos dominios As51/rDNA 18S/DAPI’, ndo sendo
resolutivos pela dupla FISH.

MESTRINER et al. (2000) localizaram o DNA repetitivo As51 em um sitio
coincidente com a RON, no cromossomo numero 10 de A. scabripinnis, além de
blocos com apenas As51 em regido distal de alguns cromossomos acrocéntricos e
na regiao intersticial do cromossomo B dessa espécie. Contudo, nesse caso, 0 DNA
repetitivo As51 apresentava-se com o menor numero de copias, interespacado em
um sitio ativo de RON. ABEL et al. (2006) também localizaram a familia de DNA
repetitivo As51 nos blocos de heterocromatina distais em outras populagdes de A.
scabripinnis e em A. fasciatus. Estes autores consideram que a diversificagdo do
DNA satélite As51 em A. scabripinnis em termos de quantidade, posicionamento e
conformacgao estrutural reforgca a proposta que este grupo constitui um complexo de
espécies (MOREIRA-FILHO& BERTOLLO, 1991).

A terceira classe de heterocromatina detectada em A. janeiroensis mostrou-se
constituida por duas familias de DNAs repetitivos: As51 + rDNA 18S. O DNA

repetitivo As51 é 59% rico em AT (MESTRINER et al., 2000), enquanto que o rDNA
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18S geralmente é GC rico nos peixes (AMEMIYA & GOLD 1986; SCHMID &
GUTTENBACK 1988, ARTONI & BERTOLLO, 1999). No entanto, a dupla coloragao
pelos fluorocromos cromomicina Az (GC especifico) e DAPI (AT especifico) mostrou
que essa classe de heterocromatina apresentou apenas bandas DAPI negativas.

Alguns estudos tém procurado apresentar explicagdes para resultados
discordantes entre conteudo de bases de DNA e suas respostas aos fluorocromos
base especificos (COMINGS & DRETS, 1976; SAITOH & LAEMMLI, 1994,
MANTOVANI et al., 2004). O fluorocromo DAPI é DNA ligante, no entanto, sua
fluorescéncia é significantemente aumentada em dominios AT ricos (LIN et al.,
1977). COMINGS & DRETS (1976), COMINGS (1978) e JOHNSTON et al. (1978)
descreveram que o antibiético Daunomicina somente emite fluorescéncia quando o
conteudo AT rico ultrapassa os 65%. Dessa forma, € possivel que o baixo numero
de sitios AT ricos, detectados por fluorocromos especificos entre os peixes, possa
ser explicada pela auséncia de DNA repetitivo AT rico superior a este percentual. Em
A. janeiroensis dois diferentes fatores poderiam talvez estar atuando para formar
sitios DAPI negativos na classe de heterocromatina As51/rDNA 18S (1) a falta de
fluorescéncia associada a estes DNAs repetitivos de natureza rica AT ou GC pode
ser devida a organizagdo estrutural dessas sequéncias heterocromaticas no
arcabougo cromossémico, como descrito por SAITOH & LAEMMLI (1994), e/ou a
interacdo entre essas duas classes de DNAs repetitivos promove um efeito de
competicdo, gerando uma resposta aos fluorocromos discordante ao conteudo de
bases daquela regidao heterocromatica.

Em A. scabripinnis SOUZA et al. (1996) verificaram que grandes blocos de
heterocromatina também mostravam-se DAPI negativos e nao respondiam ao

fluorocromo mitramicina (GC especifico), admitindo que esses resultados poderiam
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ser devido a competicdo entre o contracorante distamicina e o fluorocromo DAPI,
como modelo proposto por ZIMMER et al. (1971). MANTOVANI et al. (2004),
estudando duas outras populagdes do complexo de espécies A. scabripinnis, uma
com 2n=50 e outra com 2n=48 cromossomos, verificaram que sitios de
heterocromatina, portadores do DNA repetitivo As51, apresentavam-se negativos a
coloracdo Distamicina/DAPlI e sem nenhuma resposta ao emprego apenas da
coloragcdo DAPI. Com a coloracdo Distamicina/Mitramicina obtiveram bandas
positivas para a populacdo de 2n=50 cromossomos e nenhuma resposta para a
populacdo com 48 cromossomos. Assim, os blocos de heterocromatina distais com
homologia para a sequéncia As51, encontrados em ambas populagdes,
apresentavam respostas discordantes para os fluorocromos base especificos que
nao poderiam ser atribuidos a composicdo de bases do DNA. Os autores
consideraram a possibilidade da presenga de uma segunda familia de DNA satélite,
GC rica, ao lado da familia As51, no mesmo dominio heterocromatico.

Nossos resultados em A. janeiroensis, somados aqueles encontrados para A.
scabripinnis, permitem identificar que os DNAs repetitivos (As51 e rDNA 18S) podem
compartilhar dos mesmos dominios heterocromaticos, muito possivelmente o DNA
satélite As51 é derivado de um elemento mével de DNA que tém promovido a
diversificagdo do genoma destas espécies. As respostas discordantes, apresentadas
para os fluorocromos base especificos, podem depender de varios fatores, como o
numero de repeticoes de cada uma dessas familias de DNA, competicdo dos
fluorocromos pelos sitios de ligagdo ou mesmo pela organizagao e ligacdo desse
dominio heterocromatico no arcabougo cromossdmico.

Enquanto que um grande numero de sitios de rDNA 18S ocorrem em A.

janoeirensis, apenas um par cromossOmico acrocéntrico mostrou-se portador do sitio
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de rDNA 5S, na regidao proximal do bragco longo. Esse par cromossdmico &
provavelmente homedlogo a um par acrocéntrico similar, encontrado em populagdes
de A. scabripinnis (FERRO et al. 2001; ALMEIDA TOLEDO et al.,, 2002;
MANTOVANI et al., 2005). Por sua vez, o cromossomo subtelocéntico portador de
rDNA 18S em ambos os teldbmeros (RON bitelomérica) também ja foi encontrado em
populagdes de A. scabripinnis (MANTOVANI et al.,, 2000). Esses fatos, aliado ao
compartilhamento dos dominios heterocromaticos acima descritos, reforcam uma
relacdo de proximidade entre A. janeiroensis e A. scabripinnis, com varios caracteres

cromossomos mantidos em sinapomorfia.
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Figura 1. Caridtipo de A. janeiroensis da bacia do rio Ribeira. Em (A) coloragao
convencional por Giemsa; em (B) bandamento C sequencial. A barra

representa 5 um.
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b

Figura 2. Metafases de A. janeiroensis da bacia do rio Ribeira, tratadas com nitrato

de Prata, mostrando variacdo numérica das RONSs: (a) 3 sitios de Ag-
RONSs (setas); (b) 5 sitios de Ag-RONSs (setas). A barra representa 5 ym.
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Legenda na proxima pagina.




Resultados e discussao 105

Figura 3. Cromossomos de A. janeiroensis, da bacia do rio Ribeira, submetidos a
dupla FISH, com sondas de rDNA 18S e DNA repetitivo As51 e coloracao
com DAPI: (a) sitios de rDNA 18S (setas); (b) sitios de DNA repetitivo
As51 (cabeca de setas); (c) dupla marcacdo rDNA 18S e DNA repetitivo
As51, as setas indicam sitios com apenas rDNA 18S, as cabecas de setas
indicam os dominios cromossémicos As51/rDNA 18S; (d) coloragdo com
DAPI mostrando as regides DAPI negativas; as setas indicam as regides
DAPI negativas referentes aos sitios de rDNA 18S; as cabecas de setas
indicam as regides DAPI negativas referentes aos dominios As51/rDNA
18S; (e) sinais fluorescentes obtidos por sondagem de rDNA 18S; as setas
indicam sitios com apenas rDNA 18S, as cabegas de setas indicam os os
dominios cromossOmicos As51/rDNA 18S; (f) sobreposicdo de sinas
fluorescentes obtidos por sondagem com rDNA 18S e DNA repetitivo
As51; as setas indicam os sitios com apenas rDNA 18S, as cabecas de
setas indicam os dominios cromossémicos As51/rDNA 18S. A barra

representa 5 um.
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Legenda na préxima pagina.
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Figura 4. Cromossomos de A. janeiroensis, da bacia do rio Ribeira: (a) coloragao por
fluorocromo DAPI; as setas e cabecgas de setas mostram os sitios DAPI
negativos; (b) coloracdo pelo fluorocromo CMAg3, evidenciando regides ricas
em pares de bases GC, correspondentes as regides DAPI negativas
mostradas pelas setas em (a); (c) FISH com sonda de rDNA 5S,
evidenciando sua localizagdo em apenas um par de cromossomos (setas).

A barra representa 5 pm.



Resultados e discussao 108

4.6 Characidium sp. cf. C. gomesi da bacia do rio Tibagi

UMA HIPOTESE SOBRE A DIVERSIFICAQAO E EVOLU(;AO DE UM SISTEMA
DE CROMOSSOMOS SEXUAIS ZZ/ZW EM PEIXES NEOTROPICAIS DO
GENERO Characidium.

(Em preparacgao).
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Resumo

Foram analisados os cromossomos da espécie Characidium sp. cf. C.
gomesi do cérrego Quebra Perna, sub-afluente das cabeceiras do rio Tibagi, PR,
com metodologias citogenéticas convencionais (coloragdo por Giemsa, Ag-RONs e
bandamento C) e moleculares (hibridagao in situ fluorescente com sondas de rDNA
18S e 5S). Esta populagdo apresentou um cariétipo com 2n=50 cromossomos,
organizados em 32 m + 18 sm nos machos e 31m + 18 sm + 1st nas fémeas,
representando assim um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW. Foram
evidenciadas RONs multiplas e sitios de rDNA 5S localizados em um unico par
cromossOmico. O sistema de cromossomos sexuais ZW é comparavel com o de
outras trés populacdes e/ou espécies de Characidium portadoras desse mesmo
sistema, sendo caracteristico de alguns representantes de um clado diferenciado
neste género, também diagnosticado pela filogenia morfolégica. Dados de
biogeografia também corroboram uma origem comum para o sistema ZW de
Characidium. Dessa forma, a ocorréncia deste sistema de cromossomos sexuais
provavelmente representa uma sinapomorfia em um clado diferenciado de

Characidium.
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Introducéo

A ictiofauna Neotropical de peixes de agua doce € a mais diversificada do
mundo, com mais de 4000 espécies descritas (REIS et al., 2003). O numero atual de
espécies, entretanto, pode chegar a 8000 de acordo com algumas estimativas
(SCHAEFER, 1998; VARI & MALABARBA, 1998), devido a uma ampla gama de
ambientes inexplorados. As razdes para esta pronunciada diversidade sao
comumente atribuidas a eventos histéricos e ecolégicos ao longo de milhdes de

anos de evolugao desde a separacdo de Gondwana até o presente.

Os peixes Crenuchidae foram removidos da familia Characidae, onde
constituiam a subfamilia Crenuchinae e, recentemente, considerados como uma
nova familia monofilética (BUCKUP, 1998). Esta unidade monofilética apresenta 80
espécies nominais, das quais 71 sao consideradas validas (BUCKUP, 1993a), sendo
que uma hipétese de relagao filogenética encontra-se disponivel para a maioria dos
taxa (BUCKUP, 1993c). Characidium é o género mais diversificado dos Crenuchidae
e amplamente distribuido por sistemas de agua doce entre o Panama e Argentina,
incluindo 59 espécies, das quais 48 sédo consideradas validas (BUCKUP, 1993c).
Contudo, esse género ainda é pobremente diagnosticado e varias espécies néo
estdo descritas ou tiveram suas descricbes realizadas recentemente, como C.

stigmosum (MELO & BUCKUP, 2002) e C. longum (TAPHORN et al., 2006).

Os dados citogenéticos disponiveis mostram que a diversificagdo de
Characidium €& acentuada principalmente no que se refere a presengca de
cromossomos sexuais heteromorficos. Embora a maior parte das populagdes e/ou
espécies dos Characidium analisadas até o momento nido possua sistema de

cromossomos sexuais heteromorficos, ocorrem espécies que detém um sistema do
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tipo ZZ/ZW bem diferenciado (MAISTRO et al., 1998; 2004; CENTOFANTE et al.,

2001, 2003).

O principal objetivo deste artigo é descrever o cariotipo, caracteristicas
cromossOmicas e o sistema de cromossomos sexuais heteromérfico ZZ/ZW na
espécie Characidium sp. cf. C. gomesi de uma populagdo do alto rio Tibagi, PR,
abordando também aspectos da evolugdo desse grupo com base na citogenética,

filogenia morfologica e biogeografia.

Material e Métodos

Foram analisados os cariotipos de 17 espécimes de Characidium. sp. cf. C.
gomesi, (8 machos e 9 fémeas) provenientes do corrego Quebra Perna, Parque
Estadual de Vila Velha (25° 14’ 09” S; 50° 00’ 17” W) pertencente as cabeceiras do
rio Tibagi no estado do Parana. Exemplares testemunhos (Figura 1) foram
depositados no Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ 29183).

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,
1978). As regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) com o emprego do nitrato
de prata (HOWELL & BLACK, 1980), e a heterocromatina constitutiva foi analisada
pelo bandamento C (SUMNER, 1972).

A hibridacéo fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os genes
de rDNA nos cromossomos. Foram utilizadas as sondas de rDNA 18S obtida do
peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA & GALETTI Jr. 2004) e uma sonda de
rDNA 58S obtida a partir da espécie Leporinus elongatus (MARTINS & GALETTI Jr.,

1999). As sondas 18S e 5S foram marcadas com biotina 14-dATP por “nick
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translation”, seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System —
Invitrogen). A deteccédo e amplificagdo do sinal foram realizadas com os seguintes
com os compostos avidina-FITC conjugado — anti-avidina biotina conjugada (Sigma).
O procedimento geral de hibridacdo seguiu o protocolo descrito por PINKEL et al.
(1986). A analise foi realizada em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX50.
As figuras cromossémicas foram capturadas com a utilizagdo do sistema CoolSNAP-
pro, Image Pro Plus, 4.1 (Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m), submetacéntrico
(sm), e subtelocéntrico (st) dependendo da razédo de bracos (LEVAN et al., 1964), e

arranjados por decréscimo de tamanho nos cariétipos.

Resultados e Discusséo

Estrutura cariotipica

Characidium sp. cf. C. gomesi apresentou 2n=50 cromossomos e um
sistema de cromossomos sexuais heteromoérficos do tipo ZZ/ZW, onde o
cromossomo Z € um meédio m, e o cromossomo W €& um st um pouco maior em
tamanho que o Z. Desta forma, os machos apresentaram uma férmula cariotipica de

32m + 18 sm e as fémeas 31m + 18 sm + 1st (Figura 2).

Apesar de aparentar uma estrutura cariotipica relativamente estavel,
mostrando 2n=50 cromossomos de dois bracos, usualmente meta-submetacéntricos
0 género Characidium tem demonstrado uma série de divergéncias inter-especificas
e interpopulacionais (Tabela 1) como a ocorréncia de cromossomos B (MIYAZAWA
& GALETTI Jr., 1994; MAISTRO et al., 1998), sistemas de cromossomos sexuais

com heterogametia feminina (MAISTRO et al., 1998; CENTOFANTE et al., 2001;
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2003), triploidia natural (CENTOFANTE et al., 2001) e uma variagao na localizagao e
numero dos sitios de rDNA (MAISTRO et al.,, 1998; 2004; CENTOFANTE et al.,
2001, 2003; SILVA & MAISTRO; 2006). Condi¢cdes de simpatria e sintopia entre
espécies distintas também tem sido verificada algumas vezes nesse género

(CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO; 2006).

O numero dipldide 2n = 50 cromossomos € detectado em todas espécies do
género e a macroestrutura cariotipica de 32m + 18 sm € a situagdo mais comumente
verificada em Characidium, com excegéo de C. pterosticum (MIYAZAWA & GALETTI
Jr., 1994) e C. lauroi (CENTOFANTE et al., 2003), ambas pertencentes a bacia do
Leste, que apresentam um par st e poucas diferengas no numero de cromossomos
m e sm (Tabela 1), evidenciando que rearranjos cromossémicos tais como inversdes
e translocagdes poderiam ter desempenhado um papel importante na diversificagéo

cariotipica destas espécies.

Sitios de rDNA

Characidium sp. cf. C. gomesi do presente estudo possui multiplos sitios de
rDNA maior, mostrando uma variagdo de 2-7 Ag-RONs ativas (Figura 3a). A
hibridagao in situ evidenciou 10 sitios de rDNA 18S todos nas regides terminais dos
cromossomos. Dentre eles, foi possivel identificar um grande par sm com o sitio de
RON na regiao telomérica do braco longo (Figura 3a, b). Este par cromossémico é
homedlogo a outras espécies de Characidium que apresentam RONs simples
(MAISTRO et al., 1998; 2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO;
2006).

A localizagao e o numero de sitios de rDNA tém sido espécie-especifico para

algumas espécies de peixes neotropicais (JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000;
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VICENTE et al., 2001; ARTONI et al., 2006) podendo estar também associado com a
diferenciagado de sistemas de cromossomos sexuais (BORN & BERTOLLO, 2000;
ARTONI et al., 2001; ARTONI & BERTOLLO, 2002; VICARI et al., 2003). No género
Characidium a localizagdo dos sitios de rDNA mostrou-se variavel entre algumas
espécies (Tabela 1), podendo ser um marcador espécie-especifico em alguns casos.
CENTOFANTE et al. (2003), propuseram que as espeécies de Characidium com
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW (C. gomesi e Characidium sp. cf. C. alipioi)
sao mais relacionadas entre si do que as espécies sem tais sistemas, considerando
também uma comparagao com a filogenia morfolégica e a posigao telomérica do
sitio de rDNA em um par sm grande, nao relacionado ao sexo. Recentemente SILVA
& MAISTRO (2006) estudaram outra populagdo de C. gomesi que possui o sitio de
rDNA em posicao telomérica de um cromossomo sm grande e que, no entanto, ndo
apresenta sistema de cromossomos sexuais heteromorficos. Estes mesmos autores
consideram que esta populacéo identificada como C. gomesi poderia, na realidade,
representar uma nova espécie para o género. Characidium sp. cf. C. gomesi do
presente estudo, alem de apresentar um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW
diferenciado, possui multiplos sitios de rDNA maior incluindo o grande par sm com o
sitio na regidao telomérica do braco longo (Figura 3b). Nossos dados, associados a
aqueles disponiveis para o género, sugerem que o rDNA maior dos Characidium
possui uma diversificacdo independente da diferenciagdo dos cromossomos sexuais
Z e W no género, e que estes continuam seus processos evolutivos
independentemente. Characidium sp. cf. C. gomesi também apresentou um unico
par cromossOmico m portador do sitio ribossomal 5S, em posicdo proximal ao
centrébmero, no brago curto (Figura 3c), condigdo considerada plesiomérfica entre os

peixes Neotropicais (MARTINS & GALETTI Jr., 1999).



Resultados e discussao 115

Heterocromatina e diferenciacdo do cromossomo sexual W

Characidium sp. cf. C. gomesi apresenta blocos heterocromaticos
centroméricos e/ou pericentroméricos, na maioria dos cromossomos, além de alguns
sitios teloméricos (Figura 2 b, d), situacao ja verificada no género (MAISTRO et al.,
1998; 2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO; 2006). Além
disso, Characidium sp. cf. C. gomesi apresentou uma pequena banda
heterocromatica proximal no brago longo do cromossomo Z, assim como o
cromossomo W totalmente heterocromatico (Figura 2d), situagdo também
diagnosticada para todas espécies de Characidium que possuem sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW heteromorficos, embora estes cromossomos possam
variar em morfologia e tamanho. Nas populagées de Characidium sp. cf. C. gomesi
do rio Pardo e rio da Quinta, descritas por MAISTRO et al. (1998) como C. cf.
fasciatum, o par sm pequeno n° 19 foi considerado o par sexual ZW, portanto sem
diferenca quanto ao tamanho do Z e do W. CENTOFANTE et al. (2001) consideram
o cromossomo Z sendo o m numero 2 e o cromossomo W sendo um m menor em
tamanho em uma populagéo de C. gomesi do cérrego Paiol Grande. Por sua vez, em
Characidium sp. cf. C. alipioi, do cérrego Ribeirdao Grande, o primeiro par
metacéntrico € considerado o par sexual ZW, também sem diferenca de tamanho
entre 0 Ze o W (CENTOFANTE et al., 2003). No presente estudo, Characidium sp.
cf. C. gomesi do cérrego Quebra Perna apresentou um cromossomo Z m,
correspondente ao oitavo par no cariétipo e, um cromossomo W st, um pouco maior
em tamanho que o cromossomo Z.

Dessa forma, se os cromossomos Z e W de Characidium foram inicialmente

um par homodlogo, a heterocromatinizagdo parece constituir um passo decisivo na
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diferenciagdo do cromossomo W, seguido por modificacdes estruturais tais como
delecbes e/ou inversdes, conforme mostrado no idiograma comparativo dos
cromossomos sexuais das espécies portadoras desse sistema (Figura 4c). Nessa
proposta, ndo somente o W estaria modificando em forma e tamanho, como também
o0 cromossomo Z poderia ter sofrido redugcbes em tamanho em relacdo a possivel
condicdo ancestral. Este mecanismo esta de acordo com o modelo para a evolugao
de cromossomos sexuais heteromérficos (MULLER, 1964; CHARLESWORTH, 1978;
GREEN, 1990). Nesse modelo, o cromossomo Y (ou W) é protegido da presenca
constante do cromossomo X (ou Z), que é evolutivamente confinado a
homozigosidade em um dos sexos, e restrito quanto a habilidade para
recombinagdo. Assim, é possivel para o cromossomo Y (ou W) progredir de uma
condigdo inicial de homomorfismo com o cromossomo X (ou Z) para um
cromossomo diferenciado, podendo mesmo tornar-se pequeno e heterocromatico,
com poucos locos funcionais.

Em outros grupos de peixes Neotropicais a presenga de um sistema de
cromossomos sexuais heteromoérficos também surge como uma condigédo
sinapomorfica, por vezes presente em todas espécies do género, como em
Triportheus (ARTONI & BERTOLLO, 2002) ou em alguns de seus representantes,
como no género Leporinus (GALETTI Jr. & FORESTI, 1986) e familia Parodontidae

(CENTOFANTE et al., 2002; VICARI et al., 2006).

Dados citogenéticos associados a filogenia morfolégica e biogeografia das espécies
estudadas
CENTOFANTE et al. (2003) ja consideraram que as trés espécies de

Characidium, que até entao apresentavam cromossomos sexuais ZW, faziam parte
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de um subconjunto derivado de Characidiinae devido a presenca de algumas
sinapormorfias morfolégicas e, que foram agrupadas como membros do clado 2
diagnosticado por BUCKUP (1993b). Verificaram também que a auséncia de
cromossomos sexuais ZW (condigéo considerada plesiomorfica) na espécie C. zebra
(MIYAZAWA & GALETTI Jr., 1994; MAISTRO et al., 1998; CENTOFANTE, et al.,
2001), corroborava os dados morfolégicos de BUCKUP (1993b) onde essa espécie é
considerada mais primitiva, ocupando uma posicdo basal na filogenia de
Characidium.

Além das evidéncias citogenéticas correspondentes as morfoldgicas, dados
de distribuicdo e da biogeografia histérica podem auxiliar na compreensdo da
diversificagcdo de Characidium. O género é conhecido por apresentar espécies
estritamente de cabeceiras de rios e com baixo deslocamento. CENTOFANTE et al.
(2001) propdem que eventos de captura de cabeceiras de rios poderiam explicar a
ocorréncia simpatrica de espécies de Characidium com e sem sistemas de
cromossomos sexuais. Nesse sentido, a presenga de um sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW em uma das espécies simpatricas reforgaria o isolamento reprodutivo
entre as mesmas tornando-se uma vantagem evolutiva para a diversificagdo do
género.

Por outro lado, as formas que exibem o cromossomo W s&o alopatricas e,
por vezes situadas em sistemas hidrograficos diferentes (Figura 4). Este atual estado
de alopatria poderia explicar a diferenciacdo independente dos cromossomos Z e W
encontrados entre estas espécies e/ou populagdes (CENTOFANTE et al., 2001;
2003). Characidium sp. cf. C. gomesi do rio pardo e rio da Quinta, C. gomesi do
cérrego Paiol Grande e Characidium sp. cf. C. gomesi do cérrego Quebra Perna

fazem parte do sistema hidrografico do alto rio Parana, porém isoladas nas
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cabeceiras dos rios Paranapanema, Grande e Tibagi, respectivamente. Estas trés
populagdes sao identificadas como possivelmente pertencentes a espécie C. gomesi
por ndo apresentarem caracteres morfologicos suficientes para diagnostica-las como
entidades diferentes. No entanto, citogeneticamente estas populagdes apresentam
cromossomos W em estados avancados de diferenciagdo. Nesse sentido, o atual
estado de diferenciagcdo de cada sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW destas
populagdes sao resultantes da falta de fluxo génico entre elas e poderiam
representar um potente mecanismo de isolamento reprodutivo tornando cada
populagao, embora morfologicamente semelhante, uma espécie diferente.

Os trés rios citados acima tém suas nascentes em regides limitrofes com as
nascentes da bacia do Leste no Brasil. Characidium sp. cf. C. alipioi ocorre no
cérrego Ribeirdo Grande, nascentes do rio Paraiba do Sul (bacia do Leste) em area
adjacente a bacia do rio Grande (sistema do rio Parana). RIBEIRO (2006) descreve
baseado em processos geoldgicos relacionados aos eventos cladogenéticos que os
padrbes de distribuicao e filogenéticos sugerem uma intima associagao dos rios que
correm para o Atlantico (bacia do Leste) e os adjacentes das terras altas do escudo
cristalino (sistema do alto rio Parana) com inumeros exemplos de fauna inclusiva
entre as cabeceiras dos rios costeiros (Ribeira do Iguape e Paraiba do Sul) e
nascentes dos rios Iguacu, Tieté e Paranapanema. Dessa forma, essa area
apresenta um intercambio de fauna entre os rios de terras altas e drenagens
costeiras, e vice versa (RIBEIRO, op cit.). Essa regido se sobrepbe a area de
ocorréncia de sistemas de cromossomos ZW heteromérficos em Characidium,
podendo assim auxiliar no entendimento dos processos de dispersdo entre as
espécies. A hipotese mais provavel é que a ocorréncia de espécies sintdpicas e

simpatricas, algumas vezes uma apresentando sistema de cromossomos sexuais
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heteromorficos enquanto outra ndo possui nenhum dimorfismo de cromossomos
relacionados ao sexo é baseada em eventos de capturas de cabeceiras de rios, com
consequente inclusao de fauna e colocando estas espécies em simpatria.

Assim, a presenga de sistema de cromossomos sexuais heteromorficos surge
como uma sinapomorfia em um clado diferenciado do género Characidium
sustentada pelas evidéncias citogenéticas, filogenia morfolégica do grupo e por

dados de biogeografia.
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Figura 1. Espécime de Characidium sp. cf. C. gomesi do cérrego Quebra Perna,

subafluente do rio Tibagi, PR. Barra = 90 mm
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Figura 2. Cari6tipos de Characidium sp. cf. C. gomesi do corrego Quebra Perna. (a)
cariétipo de macho com coloragdo convencional por Giemsa; (b)
bandamento C sequencial; (c) cariétipo de fémea com coloragao
convencional por Giemsa; (d) bandamento C sequencial. A barra

representa 5 um.
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Figura 3. Metafases de Characidium sp. cf. C. gomesi do corrego Quebra Perna. (a)
coloragao por nitrato de prata, as setas representam os sitios Ag-RONs
ativos; (b) hibridacao in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S em
metafase de fémea, sendo identificado o cromossomo W e os sitios de
rDNA 18S (setas); (c) hibridagao in situ fluorescente com sonda de rDNA
5S em metafase de fémea, sendo identificado o cromossomo W e os sitios
de rDNA 58S (setas). A barra representa 5 um.
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Figura 4. Mapa hidrografico da América do Sul (a); A = sistema hidrografico do rio
Parana, B = conjunto de rios costeiros que compdéem a bacia do Leste, C =
bacia do rio Sao Francisco e D = bacia Amazonica; em (b) detalhe parcial
da margem leste do sul e sudeste do Brasil; a area em destaque mostra a
regido de abrangéncia de espécies de Characidium que até o presente
momento apresentam cromossomos sexuais heteromorficos, 1 ribeirdo
Grande (Characidium sp. cf. alipioi e C. lauroi), 2 cérrego Paiol Grande (C.
gomesi e C. zebra), 3 rio Pardo (Characidium sp cf. C. gomesi), 4 rio da
Quinta  (Characidium sp cf. C. gomesi), 5 corrego Quebra Perna
(Characidium sp cf. C. gomesi), 6 reserva Jatai (C. zebra e C.
lagosantensis), 7 rio Passa Cinco (C. zebra), 8 rio Piracicaba (C. zebra), 9
Reserva Carlos Botelho (C. pterosticum) e 10 rio Machado (C. zebra e C.
gomesi); em (c) idiograma sobre a hipotese proposta da diversificagdo do
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em Characidium: 1 Characidium
sp. cf. alipioi do ribeirdo Grande, 2 C. gomesi do cérrego Paiol Grande, 3
Characidium sp cf. C. gomesi do rio Pardo, 4 C. sp cf. C. gomesi do rio da

Quinta, 5 Characidium sp. cf. C. gomesi do cérrego Quebra Perna.
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Tabela 1 — Dados cromossémicos para as espécies de Characidium da bacia do rio
Parana e suas localidades. m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st =
subtelocéntrico; a = acrocéntrico; CS = cromossomos sexuais; B =

cromossomos B; T = terminal; | = intersticial; Ref. = referéncias; Simp. =
Simpatricas.
e Formula Cariotipica Pares sitios sitios
Species m  sm st a €S B RAOgI\]s 18S 5S Localidade Ref.
C. zebra 32 18 - - - - 25(T) - - Reserva Jatai 1
SP
C. zebra 32 18 - - - 1 25 (T) - - Rio Passa Cinco  1-2
SP
C. zebra 32 18 - - - - 25(T) - - Rio Piracicaba 1
SP
C. zebra 32 18 - - - - 23 () - - Cérrego Paiol 4
Grande SP
C. zebra 32 18 - - - - 23 (T) - - Rio Machado 7
MG
C. lagosantensis 32 18 - - - - - - - Reserva Jatai 1
SP
C. pterosticum 32 16 2 - - - - - - Reserva Carlos 1
Botelho SP
C.lauroi 24 24 2 - - - 5e23 - - Ribeirdo Grande 5
(T) SP
C. gomesi 32 18 - - - - 17 (T) - - Rio Machado 7
MG
C. gomesi 32 18 - - 2Z]1Z\WN - 18 (T) - - Cérrego Paiol 4
Grande SP
Characidium sp. cf. 32 18 - - ZZ/ZW 04 17(T) 2(T) - Rio Pardoeda 3,6
C. gomesi Quinta SP
Characidiumsp.cf. 332 18 - - zz - varios 10(T) 2(I) Rio Quebra 8
C. gomesi @31 18 1 ZW (T) Perna PR
C. sp. cf C. alipioi 30 20 - - Z2ZIZW - 16 (T) - - Ribeirdo Grande 5
SP

Referéncias : 1. Miyazawa & Galetti Jr. (1994); 2. Miyazawa (1991); 3. Maistro et al. (1998); 4. Centofante et al.
(2001); 5. Centofante et al. (2003); 6. Maistro et al. (2004); 7. Silva & Maistro (2006); 8. Presente estudo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou uma analise citogenética para algumas espécies de
peixes de pequeno porte coletadas nas cabeceiras das bacias dos rios Jaguariaiva,
Ribeira e Tibagi. Algumas espécies tiveram uma analise citogenética populacional
comparativa entre diferentes bacias, enquanto em outras foram abordados
problemas especificos inerentes apenas a uma populagdo. Assim, este trabalho
discutiu principalmente aspectos de citogenética, citotaxonomia, biogeografia e de
biologia evolutiva das populagdes de Corydoras paleatus, Corydoras ehrhardti,
Apareiodon sp., Geophagus brasiliensis, Cichlasoma facetum, Astyanax “complexo
scabripinnis”, Astyanax janeiroensis e Characidium sp. cf. C. gomesi.

O género Corydoras foi considerado composto por cinco grupos de espécies
(OLIVEIRA et al.,, 1992), cada um deles se caracterizando por similaridades
cariotipicas e de conteudo de DNA. Na bacia do Leste, OLIVEIRA et al. (1993a)
consideram que a simpatria de diferentes espécies de Corydoras ocorre entre
grupos cariotipicos distintos, possivelmente em decorréncia da possivel evolugéo
polifilética.

As espécies simpatricas C. paleatus e C. ehrhardti, da lagoa Dourada, bacia
do alto rio Tibagi, sdo do mesmo grupo cariotipico (2n=44 cromossomos). Assim, as
condicdes especiais de vicariancia e distribuicdo das espécies litoraneas, proposta
por WEITZMAN et al. (1988) parecem se aplicar, no caso do género Corydoras,
apenas para a regiao costeira, enquanto no interior do continente a distribuigdo atual
das espécies desse género pode representar eventos historicos de especiacéo e
biogeografia mais complexos, mesmo porque C. ehrhardti ndo realiza migragao
enquanto C. paleatus migra a curtas distancias (WINEMILLER, 1989; BURGESS,

1989).
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Na familia Parodontidae, a nova espécie aqui estudada, Apareiodon sp.,
proveniente do rio Verde, bacia do alto rio Tibagi, € morfologicamente semelhante a
Apareiodon ibitiensis. No entanto, enquanto que Apareiodon sp. apresenta um
sistema cromossémico simples de determinacido do sexo do tipo ZZ/ZW bem
diferenciado, em A. ibitiensis nenhum heteromorfismo de cromossomos sexuais foi
encontrado (MOREIRA-FILHO et al., 1984; 1985; JESUS & MOREIRA-FILHO,
2000). Além disso, a ocorréncia de sistemas de cromossomos sexuais simples
(ZZ/ZW) era uma situagdo que, até entdo, parecia exclusiva do género Parodon
entre os parodontideos (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS & MOREIRA-FILHO,
2000; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003). Assim sendo, a existéncia
do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW no género Apareiodon, como
apresentado neste trabalho, gera alguns questionamentos quanto ao agrupamento
das espécies pertencentes a familia Parodontidae. Uma provavel origem em comum
para os sistemas ZZ/ZW na familia Parodontidae € uma hipotese plausivel de ser
testada por uma filogenia mais robusta e por mapeamento dos dados
citotaxonémicos.

Dentre os Perciformes, foram estudadas amostras comparativas de trés
populagdes de G. brasiliensis (bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi), assim
como uma populagdo de C. facetum (bacia do rio Tibagi). Essas populag¢des
apresentaram numero cromossémico considerado basal para Perciformes, 2n=48
cromossomos (GALETTI Jr. et al.,, 2000). No entanto, o numero fundamental
encontrado para ambas espécies pode ser considerado derivado (NF=54 em G.
brasiliensis e NF=58 em C. facetum). Mecanismos de inversao pericéntrica podem
explicar a variagao do NF encontrado entre os Perciformes (GALETTI Jr. et al., 2000;

AFFONSO & GALETTI Jr., 2005). Ainda, essas espécies e populagdes mostraram
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pares cromossdmicos homeologos portadores de sitios de rDNA maior e menor. A
analise da heterocromatina pelo bandamento C evidenciou pequenas diferencas de
blocos intersticiais presentes na populagado de G. brasilensis do rio Jaguariaiva, os
quais nao foram visualizados para as populagdes dos rios Ribeira e Tibagi. Assim,
as diferencas constatadas quanto ao padrdo de bandamento C evidencia que a
populagdo do rio Jaguariaiva se apresenta diferenciada em relagdo as demais no
tocante a esse carater, possivelmente como consequéncia da restricdo ao fluxo
génico entre elas ao longo da sua historia geoldgica e evolutiva.
Populagdes do complexo de espécies Astyanax scabripinnis também tiveram
uma analise citogenética comparativa entre as bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e
Tibagi. Nesta andlise foram identificadas trés formas cariotipicas, denominadas de
cariotipo A (2n=50 cromossomos, sendo 8m+18sm+10st+14a e com treze sitios de
rDNA 18S); cariétipo B (2n=50 cromossomos, sendo 8m+18sm+10st+14a e com 4
sitos de [rDNA 18S; e caridtipo C (2n= 48 cromossomos, sendo
10m+16sm+10st+12a e com oito sitios de rDNA 18S). A forma cariotipica A,
identificada como A. paranae, ocorre no centro de distribuigdo da localidade tipo da
espécie, nas proximidades da cidade de Castro (rio Verde, bacia do Tibagi) e pode
ter atingido, por dispersao promovida por eventos de capturas de cabeceiras de rios,
a bacia do rio Ribeira (cabeceiras do rio Agungui). As formas cariotipicas B e C séo
simpatricas e sintopicas, ocorrendo somente na bacia do rio Jaguariaiva sem
nenhuma evidéncia de formas hibridas. Os dados obtidos s&o importantes para a
citotaxonomia de A. paranae, assim como para a elaboragédo de hipéteses sobre a
evolugdo do caridtipo de espécies do complexo A. scabripinnis.
Os resultados obtidos para as diferentes populacbes do complexo de

espécies A. scabripinnis das bacias dos rios Jaguariaiva, Ribeira e Tibagi reforcam a
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proposta que eventos de vicariancia, provavelmente por capturas de cabeceiras de
rios, podem ter sido responsaveis pela mistura de faunas e distribuicao atual de A.
paranae nas bacias dos rios Ribeira e Tibagi, conforme também proposto em
estudos anteriores nessa regidao com a espécie Hoplias malabaricus (VICARI et al.,
2005) e Geophagus brasiliensis (VICARI et al., no prelo). Os resultados de
hibridacdo in situ quanto ao numero e localizagdo do rDNA 18S, bem como a
presenca do citétipo B de 2n=48 cromossomos na populagdo do rio Jaguariaiva,
permitem identificar uma ictiofauna do complexo de espécies Astyanax scabripinnis
mais relacionadas entre si nas populagbes da bacia do rio Jaguariaiva do que
aquelas populagdes de A. paranae das bacias dos rios Ribeira e Tibagi,
possivelmente como consequéncia de um provavel isolamento entre elas. Esses
resultados sao concordantes com aqueles apresentados por G. brasiliensis nas
mesmas localidades (VICARI et al., no prelo).

Em Astyanax janeiroensis foi aplicado um amplo estudo de citogenética
molecular no intuito de buscar um melhor entendimento da localizagcao, composicao
e natureza dos grandes dominios heterocromaticos presentes no cariétipo da
espécie. A. janeiroensis tem um cariétipo constituido por 2n=50 cromossomos,
RONs multiplas e grandes blocos de heterocromatina presentes em cromossomos
subtelo- acrocéntricos, como também encontrado por CARVALHO et al. (2002). O
estudo relaciona o possivel papel do DNA satélite As51 na evolugdo do genoma de
Astyanax janeiroensis a partir de uma hipotese de elemento transponivel de DNA.
Foram identificadas trés classes de heterocromatinas, presentes no cariétipo, sendo
uma delas centromérica, uma outra constituida por heterocromatina GC/rDNA 18S e
uma terceira classe composta por uma mescla do DNA satélite As51/rDNA 18S que

respondeu negativamente ao fluorocromo DAPI (heterocromatina As51/rDNA
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18S/DAPI’). Questdes quanto a composi¢cao e emisséo de fluorescéncias desses
dominios heterocromaticos foram abordadas na tentativa interpretar os dados
obtidos.

Foi também possivel identificar uma estreita relacdo filogenética de A.
janeiroensis com A. scabripinnis, por meio de marcadores citogenéticos, como o
compartilhamento de um mesmo par cromossémico portador de rDNA 5S, RONs
multiplas, presenca de um cromossomo subtelocéntrico com RONSs biteloméricas e
presenca do DNA satélite As51 e blocos heterocromaticos distais.

Na espécie Characidium sp. cf. C. gomesi do cérrego Quebra Perna,
subafluente do rio Tibagi, PR foi demonstrada a ocorréncia de um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW. Este sistema €& comparavel para as outras trés
populacdes e/ou espécies de Characidium que apresentam cromossomos sexuais
heteromorficos. Essas espécies que compartilham o sistema ZZ/ZW fazem parte de
um clado diferenciado no género, pela filogenia morfolégica proposta por Buckup
(1993b). Dados de biogeografia mostram a ocorréncia destas espécies em regides
limitrofes das cabeceiras do rio Paraiba do Sul (bacia do Leste) e rios Grande,
Paranapanema e Tibagi (sistema do alto rio Parand). Esta sendo proposto que a
presenca deste sistema de cromossomos sexuais surge como uma sinapomorfia em
um clado diferenciado do género Characidium, com base nas evidéncias
citogenéticas, na filogenia morfolégica do grupo e na biogeografia.

Alguns rios de terras altas do escudo cristalino do sul-sudeste do Brasil
mostram um intercambio de faunas com drenagens costeiras (RIBEIRO, 2006). Sao
elas: as cabeceiras dos rios Ribeira de Igupe, Iguacu, Paranapanema e uma porgao
do alto rio Tieté. Essas areas apresentam caracteristicas geoldgicas interessantes,

onde um complexo sistema de falhas e movimentos verticais de blocos impuseram
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uma aceleracdo do dinamismo fluvial. Na regido das cabeceiras dos rios
Paranapanema, Iguagu e Ribeira de Iguape a mais proeminente caracteristica
geoldgica é o arco de Ponta Grossa. O arco consiste de uma elevagao da formagéao
cristalina na porcao leste da bacia do Parana atuando como um atual divisor de
aguas entre os rios costeiros e do sistema do rio Parana (PETRI & FULFARO,
1983). O Arco de Ponta Grossa € visivel nos mapas geoldgicos como uma curvatura
para o oeste da porgcédo sudeste da bacia do Parana (RAPOSO, 1995) dispondo de
um intricado sistema de profundas falhas e fraturas. Esse sistema de falhas pode ter
canalizado um imenso fluxo de lava da bacia do Parana, no Cretaceo, de uma regiao
formada por diques de magma intrusivo a esquerda do arco de Ponta Grossa,
conhecido como formagédo da Serra Geral. Alguns autores tém apontado uma
tendéncia de elevagao do Arco de Ponta Grossa (ALMEIDA & CARNEIRO, 1998) o
qual teve grande atividade tectdnica durante o Cenozéico (ALMEIDA & CARNEIRO,
1998; SOUZA & SOUZA, 2002). A atividade tectdnica do Arco de Ponta Grossa pode
ter resultado em uma aceleragcéo do dinamismo fluvial entre sistemas de drenagens
adjacentes, acelerando o compartiihamento de fauna entre elas (RIBEIRO, 2006).
No arco de Ponta Grossa, as falhas controlam o relevo e os padrées de drenagem
(MELO, 2002). Movimentos verticais entre blocos falhados e evolugao erosiva dos
rios ao longo desta regido promoveram uma mistura entre drenagens adjacentes, o
que poderia facilitar o compartilhamento de fauna que ocorre entre a bacia costeira
do Ribeira de Iguape e as cabeceiras dos rios Paranapanema e Iguagu (RIBEIRO,
2006).

A ocorréncia de ictiofauna compartilhada entre estes rios ja havia sido
detectado citogeneticamente por VICARI et al. (2005) estudando populagdes de

Hoplias malabaricus entre areas adjacentes das cabeceiras dos rios Iguagu, lvai,
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Tibagi e Ribeira. No presente estudo, a analise comparativa de populagdes das
espécies Geophagus brasiliensis e Astyanax paranae também permitiram detectar
esse compartilhamento entre as cabeceiras do rio Tibagi e Ribeira de Iguape, nas
imediagdes do Arco de Ponta Grossa. A presenca de espécies endémicas da bacia
do Leste ou do rio Iguagu (entre elas: Hyphessobrycon sp. cf. H. griemi,
Mimagoniates microlepis, Trichomycterus davisi) nas cabeceiras do rio Tibagi, nos
permite identificar um incurso de fauna para esta regidao. Por outro lado, a bacia do
rio Jaguariaiva parece nao ter participado deste processo de fauna, onde G.
brasiliensis e espécies do complexo A. scabripinnis possuem cariotipos mais
diversificados em relagdo aqueles encontrados nas cabeceiras dos rios Tibagi e
Ribeira de Iguape. Possivelmente esta regido apresente uma fauna mais endémica,
justificando a sua alta prioridade para inventario ictiolégico pelo Ministério do Meio

Ambiente (2000).

O relatério do Ministério do Meio Ambiente “Avaliacdo e agdes prioritarias
para a conservacao da biodiversidade da Mata Atlantica e Campos Sulinos” (2000)
indicou areas prioritarias para estudos de peixes em grandes regides aquaticas,
consideradas unidades ecolégicas/biogeograficas basicas, agregando comunidades
que tém em comum a maioria das espeécies, a mesma dinamica e condicdes
ambientais idénticas. Entre elas, estavam presentes as regides de Mata Atlantica
que incluem as cabeceiras do rio Iguagu-PR e cabeceiras do rio Ribeira-PR, e as
cabeceiras do rio Paranapanema, parcialmente incluidas tanto na Mata Atlantica

como nos Campos Sulinos.

Assim, o presente estudo procurou também comparar citogeneticamente

peixes de cabeceiras de trés rios paranaenses incluidos nestas areas: 1 cabeceiras
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dos rios Ribeira de Iguape incluso em uma area de Mata Atlantica Densa, PR; 2
cabeceiras do rio Tibagi, pertencente a regiao dos Campos Gerais, PR e; 3
cabeceiras do rio Jaguariaiva, PR, parcialmente incluso nestas duas areas, com
finalidade de verificar se ha uma intima relagdo destes biomas com os niveis de
endemismo e dispersdo de espécies de peixes nestas areas. MENEZES (1998)
considera o alto grau de endemismo o tragco mais marcante da ictiofauna regides,
resultante do processo de evolugdo histérica das espécies em uma area
geomorfolégica isolada das outras areas onde se localizam as demais bacias
hidrograficas brasileiras. Entretanto, apesar destas drenagens adjacentes
corresponder a areas de grande significado biogeografico, apresentando um alto
grau de endemismo em sua fauna de peixes decorrente do isolamento geografico
histérico entre elas, nas regides de cabeceiras dos rios Ribeira de Iguape e Tibagi
parece existir um intercurso de faunas como resultado de captura de rios de terras
altas pelas drenagens costeiras, e vice-versa, tendo como consequéncia a dispersao
de espécies endémicas e nao endémicas nos sub-afluentes destas areas
adjacentes. Dessa forma, o isolamento histérico destes biomas tem papel
preponderante no endemismo destas ictiofaunas, enquanto que eventos geologicos
posteriores podem estar atuando no compartiihamento da fauna em regides

adjacentes, onde o relevo tem sido alvo de constantes modificacoes.

Em resumo, as populagdes de peixes das cabeceiras dos rios Jaguariaiva,
Ribeira e Tibagi apresentam particularidades citogenéticas, biogeograficas e de
biologia evolutiva que podem ser aplicadas ao entendimento da biodiversidade de

nossa ictiofauna e a sua conservacgao.
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