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RESUMO

Estudos citogenéticos basicos e moleculares foram realizados em algumas
espécies de peixes da familia Parodontidae: Apareiodon ibitiensis, A. piracicabae, A.
affinis, A. vladii, Apareiodon sp. Parodon nasus e Parodon hilarii coletados em distintas
bacias hidrograficas, com énfase em uma &rea de transposicdo de rio - o rio Piumhi.
Apareiodon. ibitiensis do alto Parana e Apareiodon sp. A do Sao Francisco apresentaram
as mesmas caracteristicas cromossdmicas, assim como A. piracicabae em relagdo a
Apareiodon sp. B. A presenca de cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW foi
verificado em A. ibitiensis e em Apareiodon sp. , onde a presenca da heterocromatina
que originou o cromossomo W foi identificada pelo bandamento C corado com
Iodeto de Propidio. Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com DNas ribossémicos
18S e 55 foram realizadas em A. affinis, A. piracicabae e A. ibitiensis, resultando em
apenas um par cromossdmco marcado com DNAr 55 nas trés espécies, todos em
pares cromossdmicos distintos. O DNAr 18S também esta presente em um par em A.
affinis e A. piracicabae, mas apresentou-se polimorico entre populagdes de A. ibitiensis.
Enquanto o DNAr 18 se encontra mais conservado nas espécies de Parodontidae, o
DNAr 55 pode ser considerado um caréter citotaxonémico para o grupo. FISH com
DNA satélite pPh2004 isolado de P. hilarii também foi realizado em A. piracicabae, A.
ibitiensis, A. vladii, A. affinis, Apareiodon sp. e P. nasus, mas marcagdes foram
encontradas apenas em e P. nasus. e A. affinis. Quando comparado as outras espécies
onde o FISH com pPh2004 foi feito, dois agrupamentos sdao formados: 1) a presenca
deste DNA em todas espécies do género Parodon e 2) a auséncia em quase a
totalidade das espécies analisadas do género Apareiodon, sugerindo a manutencao

destes géneros. Apds a caracterizacdo cromossdmica e confirmacdo das espécies
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Apareiodon ibitiensis, Apareiodon piracicabae, além de Parodon nasus em distintas
localidades da bacia do rio Sao Francisco (regides de Trés Marias e de transposicao
do rio Piumhi), foi possivel fazer um rastreamento citogenético das espécies de
Parodontidae nesta bacia hidrogréfica, que pode ser justificada através de conexdes
naturais (Pantanal do Piumhi) e antrépicas (transposi¢do do rio Piumhi) entre as
bacias do alto rio Parana e do rio Sao Francisco. Além dos Parodontidae, espécies de
Gymnotiformes - Eigenamnnia virescens e Gymnotus sylvius também descritas para a
bacia do alto Parana encontraram-se distribuidas na bacia do Sao Francisco, no qual a
transferéncia deve ter ocorrido pelo Pantanal ou pela transposicdo. Analises
citogenéticas com um maior nimero de ferramentas na familia Parodontidae foi
importante para uma melhor compreensao da evolugdo deste grupo de peixes, além
de ter sido uma importante ferramenta na comparacao de espécies alopatricas de
Parodontidae, Gymnotidae e Sternopigydae presentes nas bacias do alto Parand e

Sao Francisco.
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Abstract

Basic and molecular cytogenetic studies were carried out in a few fish species

from family Parodontidae: Apareiodon ibitiensis, A. piracicabae, A. affinis, A. vladii,
Apareiodon sp. Parodon nasus and Parodon hilarii. All were collected in distinct
hydrographic basins, with emphasis in a river transposition area, more specifically of
the Piumhi River. Apareiodon. ibitiensis from the Upper Parana River and Apareiodon
sp. A from the Sao Francisco River presented the same chromosomal characteristics,
as also observed in A. piracicabae in relation to Apareiodon sp. B. The presence of
simple sex chromosomes of the ZZ/ZW type was verified in A. ibitiensis and
Apareiodon sp., where the presence of the heterochromatin that originated the W
chromosome was identified through C-band staining with propidium iodide.
Fluorescent in situ hybridizations (FISH) with 185 and 5S ribosomal DNAs were
performed in A. affinis, A. piracicabae and A. ibitiensis, resulting in a single
chromosome pair marked with 55 rDNA in the three species, all in distinct
chromosome pairs. The 185 rDNA is also present in one pair in A. affinis and A.
piracicabae, but was polymeric among A. ibitiensis populations. While the 185 rDNA is
more conserved in the Parodontidae species, the 55 rDNA may be considered a
cytotaxonomical character for the group. FISH with pPh2004 satellite DNA isolated
from P. hilarii was also performed in A. piracicabae, A. ibitiensis, A. vladii, A. affinis,
Apareiodon sp. and P. nasus, but markings were only found in P. nasus. and A. affinis.
When compared to other species where FISH with pPh2004 was carried out, two
groups form: 1) the presence of this DNA in all the Parodon species, and 2) the
absence in almost of the analyzed Apareiodon species, suggesting the maintenance of

these genera. After the chromosomal characterization and confirmation of the species
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Apareiodon ibitiensis and Apareiodon piracicabae, besides Parodon nasus in distinct
localities of the Sdo Francisco River basin (regions of the Trés Marias and the Piumhi
River transposition), a cytogenetic tracking of the Parodontidae species in this
hydrographic basin was made possible, which can be justified through natural
(Piumhi Pantanal) and anthropogenic (Piumhi River transposition) connections
between the Upper Parand and the Sao Francisco River basins. Besides the
Parodontidae species, Gymnotiformes species (Eigenamnnia virescens and Gymnotus
sylvius) also described for the Upper Parana basin are distributed in the Sdo Francisco
basin, and the transfer probably occurred through the Pantanal or the transposition.
Cytogenetic analyses with a larger number of tools in the family Parodontidae was
important for a better understanding of the evolution of this fish group, besides
having been an important tool in the comparison of allopatric Parodontidae,
Gymnotidae and Sternopigydae species present in the Upper Parand and Sao

Francisco River basins.



INTRODUCAO

I - Lspecies Invasoras

Espécie invasora consiste em um termo com varias defini¢des. Para sua
designacao sao utilizados termos tais como: i) espécies nao indigenas (ENI), ii)
alienigenas, iii) ndo nativas, iv) estrangeiras, v) exoéticas, vi) transplantadas, e vii)
aloctones. Entretanto, dependendo da zona geogréfica de origem da espécie, dois
tipos de termos sao reconhecidos: exdtico, para designar os organismos provenientes
de outro pais, e transplantado (Fuller et al 1999) ou aléctone (Agostinho & Jalio Jr
1996), que se refere aos organismos deslocados de sua zona geogréfica nativa, dentro
do mesmo pais (Shafland & Lewis 1984, Fuller et al 1999, Richardson et al 2000).
Dependendo do autor, este termo pode ter uma conotagdo ambigua, relacionando-se
tanto aos impactos causados pela espécie como pela sua dispersao e estabelecimento
no novo ambiente. Esta falta de consenso faz com que este termo seja confuso e de
dificil interpretacdo (Espinola & Julio Jr 2007).

Para que os organismos invasores se adaptem ao novo ambiente, se
estabelecam e, algumas vezes, desloquem espécies nativas, devem ser consideradas

tanto as caracteristicas das espécies invasoras que as tornam bem sucedidas, como as
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caracteristicas dos ambientes invadidos, suscetiveis ao estabelecimento (Espinola &
Jalio Jr 2007, Hayes & Barry 2008).

Estudos revelam que espécies invasoras podem ser diferenciadas de espécies
nativas apenas por suas caracteristicas (Kolar & Lodge 2001), assim como outras
espécies compartilham um subconjunto de caracteristicas invasoras com as espécies
nativas, indicando que a invasdo envolve interacdes complexas, dificilmente
categorizadas (Thebaud et al 1996, Reichard & Hamilton 1997, Kolar & Lodge 2001).
Caracteristicas invasoras comuns incluem rdpido crescimento, rapida reprodugao,
elevada habilidade de dispersdo, plasticidade fenotipica, tolerdncia a mudancas
ambientais, associagdo com seres humanos e a capacidade de sobreviver a baixas
densidades populacionais antes que se torne potencialmente invasora (Williams &
Meffe 1998, Ewell et al 1999, Sakai et al 2001). Quanto ao ambiente, como o0s sistemas
ecoldégicos sao muito complexos, é extremamente dificil predizer onde as espécies
introduzidas serdo bem sucedidas (Espinola & Jalio Jr 2007). Geralmente as
principais caracteristicas dos ambientes invadidos incluem: isolamento geogréfico e
histérico, baixa diversidade de espécies nativas, altos niveis de distarbio por
atividades antrdpicas e auséncia de inimigos co-adaptados, incluindo competidores,
predadores, parasitas e doencas (Elton 1958, Blatz & Moyle 1993, Wolfe 2002, Bohn et
al 2004).

Como conseqtiéncias, apds obter sucesso as espécies invasoras podem alterar o
comportamento dos nativos em varios aspectos. Segundo Parker et al (1999), este
impacto pode ser medido em cinco niveis - individual (incluindo taxas demograficas
como mortalidade e crescimento); genético (introgressdo, hibridizagao); populacional

(abundancia, crescimento populacional); de comunidade (riqueza de espécies,
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diversidade) e ecossistema (disponibilidade de nutrientes, produtividade primaria).
Desta forma, as invasdes causam vérios transtornos, podendo ser ecolégico, genético,

ou ainda, econdmico.

1.1 - Invasdes de Peires

A integridade dos ecossistemas aquaticos vem sendo desafiada mundialmente
pelas espécies invasoras. Desta forma ha uma necessidade crescente de compreender
os processo de invasdo e as diferencas ecoldgicas entre as espécies nativas e
invasoras, e assim predizer seus efeitos (Moyle & Light 1996, Alcaraz et al 2005). A
fauna de agua doce encontra-se confinada por barreiras geograficas, nos sistemas
hidrogréficos, e as alteracdes que ocorrem nas bacias e seus tributarios por motivos
naturais ou por agao antrépica influenciam todo o ecossistema, tornando peculiar a
histéria natural das populacdes que as compdem (Kavalco 2003). Desta forma, os rios
sao considerados um dos ecossistemas mais intensamente degradados pelos
humanos, principalmente pela intensa industrializacdo urbana (Oberdorff et al 2002)
e tem sido o recipiente de muitas invasdes, principalmente por espécies de peixes
(Coop et al 2005, Garcia-Berthou et al 2005).

Um dos mais conhecidos casos sobre invasdo e que trouxe conseqiiéncias
desastrosas para o ambiente invadido foi a da introducao da perca do Nilo no lago
Vitéria, um dos maiores lagos da Africa. Antes da invasdo, o lago Vitéria
compreendia mais de 300 espécies que ocupavam os mais variados nichos (Witte et al

1992). No comeco da década de 50, algumas espécies de peixes foram introduzidas
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visando reverter o drastico declinio da populacdo de peixes autdctones, em
decorréncia da sobrepesca. Em 1954, perca do Nilo também foi introduzida, mas
somente muitos anos depois, na década de 80, foi observado um aumento explosivo
deste predador (Goldschmidt et al 1993). Nesta década, o complexo ecossistema do
Lago Vitéria foi irreversivelmente destruido, com a extin¢do de centenas de espécies
devido a predacdo pela perca do Nilo, além da super-exploracdo humana (Huges
1983, Barel et al 1985, Witte & Goudswaard 1985).

O Brasil destaca-se pela riqueza e diversidade de sua fauna de peixes,
registrando mais de 2.500 espécies validas pertencentes a familias que ocorrem
exclusivamente em ambientes de 4gua doce (Buckup et al 2007). De maneira geral,
pode-se afirmar que cada bacia fluvial brasileira possui sua prépria fauna de peixes,
com um nudmero maior ou menor de formas semelhantes (Menezes 1970). Esta
particularidade originou-se de uma série de fatores historicos, determinando quais
espécies sdo aptas para colonizar e persistir em um determinado local.

As atividades antrépicas tém proporcionado varios caminhos pelos quais os
peixes podem ultrapassar as barreiras naturais, incluindo a pesca, o escape de
tazendas pesqueiras e a transferéncia de corpos d’agua pela construcao de barragens
(Elvira & Almodévar 2001, Rahel 2002). Uma das mais conhecidas quebras de
barreiras foi a extincdo das grandes cachoeiras de Sete Quedas (Guaira, PR) apos
construcao da barragem de Itaipu, em 1982. Esta construcdo uniu duas provincias
ictiofaunisticas, as do alto e Baixo rio Parand, e conseqiientemente, vérias espécies de
peixes do Baixo rio Parana colonizaram com sucesso o novo habitat (Agostinho et al

1994). Entre estas espécies estdo Serrasalmus marginatus (Agostinho et al 1994), um
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citotipo de Hoplias malabaricus (Pazza & Julio Jr 2003) e Gymnotus pantanal (Margarido
et al 2007).

Em alguns casos, a introdugdo de espécies invasoras pode alterar o ambiente
de tal forma que espécies nativas tem seu numero drasticamente reduzido
(Agostinho et al 2002, Strecker 2006) No caso das espécies S. marginatus e G. pantanal,
que invadiram a bacia do Alto rio Parand através da construcdo de Itaipu, estas
obtiveram tal sucesso que causaram uma reducao nas espécies nativas, pois parecem
ser mais agressivas (Agostinho & Julio Jr 2002, Margarido et al 2007). Outras vezes,
as invasdes podem até mesmo causar eventos de extingdo (Barel 1985, Goldshmidt et
al 1993). Entretanto, existem exemplos de invasores que se estabeleceram de tal
forma que ndo provocaram a extingdo de organismos nativos e parecem terem sido

integrados a biota local (Moyle & Light 1996).



II - Conexdes entre bacias hidvogrdficos

A regidao Neotropical exibe um padrao biogeografico complexo, e varias
hipéteses baseadas em diferentes processos tem sido propostas para explicar a
origem da riqueza das espécies tropicais e o seu padrao de distribuicdo ao longo da
América do Sul. Entre estas hipoteses, quatro delas predominaram na regido: a
hipétese palaeogeografica, que consistiu na diferenciacao alopatrica através de
mudangas geoldgicas resultantes do soerguimento da cordilheira dos Andes durante
o Terciario; a hipotese dos rios, que consistiu na fragmentacao das biotas ap6s o final
do estabelecimento dos canais principais dos rios da América do Sul; a hipotese de
“museu”, significando que espécies se originaram por diferenciacdo alopatrica
resultante de incursdes marinhas durante o Mioceno e finalmente, a hipotese de
hidrogeologia, que resultou em especiacdo alopatrica pés dispersdo resultante de
multiplos eventos de capturas de cabeceiras ou conexdes temporais entre sistemas de
drenagens (Hubert & Renno 2006).

Estudos referentes a biogeografia histérica de peixes da América do Sul tem
sido cada fez mais freqiientes, revelando que existiram varias regides de trocas de
peixes entre distintas bacias hidrograficas, onde algumas delas ainda existem

atualmente. Hubert & Renno (2006) investigaram o padrao biogeogréfico de peixes
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da ordem Characiformes na América do Sul, e segundo estes autores, foram
identificadas pelo menos sete rotas de dispersdo que conectaram distintas bacias,
favorecendo a semelhanca ictiofaunistica atual entre estas. Uma das conexdes mais
conhecidas é do rio Casiquiare (Lovejoy & Aratjo 2000, Sivasundar et al 2001, Turner
et al 2004). O rio Casaquiare conectava e ainda conecta o alto rio Negro (Amazonas)
ao alto rio Orinoco. Apesar desta conexdo existir até o presente, para algumas
espécies de peixes, este canal parece estar recentemente fechado para transferéncia
(Lovejoy & Aratjo 2000). Entretanto, uma regido de conexdo denominada savana
inundada de Rupununi, que liga o rio Branco (Amazonas) e o rio Essequibo (Guiana)
ainda atua como rota de dispersao.

Recentemente, sdo as agdes antrépicas que tem causado a mistura de
ictiofaunas entre bacias hidrograficas distintas. Dentre estas a¢des, com certeza a
mais impactante é a construgao de usinas hidrelétricas com a conseqiiente quebra das
barreiras naturais, como saltos e quedas. No Brasil, uma das mais bem investigadas
quebra de barreiras foi a extingdo dos Saltos de Sete Quedas (Guaira, PR) pela
construcdo da barragem de Itaipu em 1982, que levou a unido das provincias
ictiofaunisticas do alto e do baixo rio Parand (Agostinho et al 1994). De acordo com

Agostinho et al (1994), 17 espécies de peixes do baixo Rio Parand colonizaram com

sucesso 0 novo héabitat.

II.1 - Trawsposicdo do-Rio- Puumhis



8

A cabeceira do rio Piumhi estd localizada na divisa entre municipios de
Vargem Bonita e Piumhi, na regido centro oeste do estado de Minas Gerais (Figura 1).
Sua cabeceira é formada pela juncdo dos corregos Destérro, Jorca e Confusdo
aproximadamente ha 930 metros de altitude. Antes de 1963, o rio Pimhi era um
tributério direto da bacia do rio Grande, que juntamente com o rio Paranaiba forma o
rio Parana, um dos importantes rios que banham a regidao Sul do Brasil, parte do
Paraguai e norte da Argentina. As dguas do rio Piumhi flufam inicialmente na
direcdo nordeste, em seguida para o Sudeste e finalmente para o Sul. Em parte de seu
percurso atravessava uma regido de planicie alagada com mais de 38 Km de
extensdo, denominada antigamente como o Pantanal do rio Piumbhi. A margem
esquerda desse rio esta localizada a cidade de Capitdlio, onde as aguas do Piumhi
continuavam rumando ao Sul, por volta de 760m de altitude, onde se situava sua foz,

na margem direita do rio Grande (Moreira-Filho & Buckup 2005).

Segundo as folhas cartograficas de Vargem Bonita, Piumhi e Capitélio (escala
1.50.000), os principais afluentes do rio Piumhi, a margem direita, sdo cérregos da
Jorca, da Confusdo e da Estiva, ribeirdo dos Pavdes, cérregos dos Bois, da Onga, do
Servo, Campao Grande, do Fumo, Mutuca, Penedo, ribeirdo da Cachoeira e cérregos
Agua Limpa, dos Soares e Araujo Quinze. Os afluentes da margem esquerda sao
corrego das Almas, ribeirdo dos Almeidas, cérrego Capao da Olaria, ribeirdo das
Minhocas e os corregos Pari Velho e Engenho da Serra Sete. Ressalta-se que até o
inicio dos anos 60 os cérregos Capao da Olaria, dos bois, da Onga, do Servo, Campao
Grande, do Fumo e Mutuca nao desaguavam diretamente nas margens do rio
Piumhi, mas sim no grande pantanal por onde percorria o rio Piumbhi.

(www.transpiumhi.ufscar.br).
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Fig. 1 - Mapa da América do Sul, destacando o estado de Minas Gerais. O
circulo indica a localizagao de transposicao do rio Piumhi.

. Minas Gerais

II.1.1 - A transposicdo

Entre o final da década de 50 e inicio dos anos 60 estava sendo concluida a
grande represa de Furnas, sobre o rio Grande, pertencente a bacia do Alto Parana. A
construcdo da barragem da usina resultou numa represa que alagou uma grande

extensdo de terra (Moreira-Filho 2006).
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A hidrelétrica de Furnas esta localizada perto dos municipios de Sdo José da
Barra, Passos e Capitélio, na regido centro oeste de Minas Gerais. Quando as
comportas da usina hidrelétrica fossem fechadas, o nivel da 4gua da represa seria de
tal monta que alagaria a cidade de Capitdlio, em Minas Gerais, e as aguas da represa
escoariam pela regido do pantano do rio Piumbhi, até atingir a bacia do rio Sao
Francisco, conectando assim duas bacias hidrograficas: a do rio Parand e a do rio Sdo
Francisco. Para solucionar parte desse problema e nao alagar a cidade foi construido
um dique (Figura 2) para conter as dguas da represa de Furnas, nas imediacées do
municipio de Capitélio (Dique de Capitélio). Entretanto, esse dique também
represou as aguas do rio Piumhi, que naquela época era um dos afluentes da
margem direita do rio Grande. Aproveitando a topografia da regido do pantanal -
por onde corria o leito do rio Piumhi, suas lagoas marginais e seus 22 afluentes - foi
efetuado um sistema de drenagem, com a construcao de aproximadamente 18 km de
canais, alterando o curso do rio Piumhi (Figura 3), desviando as suas 4guas e as do
pantano para o cérrego Agua Limpa, que desdgua na margem esquerda do ribeirdo

Sujo, um dos afluentes da margem direita do rio Sdo Francisco (Moreira-Filho 2006).

Para efetuar o desvio, foi necessério alterar o leito do cérrego Agua Limpa
(afluente da margem esquerda do ribeirdo Sujo), que foi totalmente dragado e
alargado para receber todo o volume de 4guas vindas do rio Piumhi, de seus
afluentes e da drenagem do pantano. O mesmo procedimento teve de ser feito em
parte do leito do ribeirdo Sujo. Na parte inferior da bacia do rio Piumhi, na regido do
dique formaram-se sucessdes de grandes lagos interligados, cuja as aguas também

foram desviadas para um dos canais do rio Piumhi - canal de refluxo, que juntou-se
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ao canal construido sobre o cérrego de Agua Limpa (Moreira-Filho & Buckup 2005,

Moreria-Filho 2006).

Fig. 2 - Dique de Capitdlio separando as aguas do rio Grande (lado esquerdo) e as aguas do
rio Piumhi (lado direito).
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Fig. 3 - Hidrografia da regido de transposicio do rio Piumhi, mostrando em (a) antes de 1963 e (b) depois de
1963.

I1.1.2 - Impactos causados pela transposicao

O projeto da hidrelétrica de Furnas causou um grande impacto na
configuracdo dos ambientes aquaticos. O segmento de 4gua na parte inferior do rio
Piumhi, préximo a cidade de Capitodlio foi invertido. A porcdo sul do rio Piumhi,
préoximo a represa ficou estagnado em um grande lago, enquanto que a porgao norte
foi drenada por um canal artificial até o cérrego de Agua Limpa. O cérrego de Agua
Limpa e parte do ribeirdo Sujo foram dragados e o volume de dgua aumentou
enormemente para a fluéncia do rio Piumhi. O impacto ambiental mais significativo
foi a drenagem do grande pantano que originalmente estava associado ao rio Piumhi,
que se tornou uma &rea de terra. As mudancas hidrolégicas e a destruicdo da
vegetacdo ciliar na drenagem do rio Piumhi resultaram em um aumento de
sedimentos transportados para dentro do ribeirdo Sujo, levando ao seu acaimulo em

grandes bancos perto da boca do rio Sao Francisco (Moreira-Filho & Buckup 2005).



13

Todas estas mudangas também tiveram, certamente, um impacto na biota
aquatica local, podendo ainda envolver uma alteracdo permanente da composicao da
biota ao longo do rio Sao Francisco. A importancia do estudo da transposicdao do rio
Piumhi para a biodiversidade torna-se evidente, considerando que é improvavel que
o ribeirdo Sujo mantenha a soma de espécies que ocorrem tanto neste rio como as
espécies presentes no rio Piumhi. Se as duas faunas, da bacia do rio Piumhi (original
da bacia do rio Parand) e do rio Sao Francisco forem forcadas a coexisténcia com esta
conexao, é provavel que algumas espécies pudessem ser conduzidas a uma redugdo
drastica ou até mesmo a extingdo, devido & provaveis competicdes e predagdes.
Entretanto, é provavel que espécies que obtenham sucesso e sobrevivam, se

transformando em organismos invasores no novo sistema de drenagem (Moreira-

Filho & Buckup 2005).

Portanto, inevitavelmente, a transposicdo de dguas colocou em contato peixes
de distintas bacias hidrogréficas, que estavam separados ha milhdes de anos. Assim,
toda a ictiofauna do rio Piumhi, que representava uma parcela da ictiofauna do
sistema hidrico-alto Parang, foi transferida para a bacia do rio Sao Francisco. Dentre
todos os impactos ambientais ocasionados pela transposicdo do rio Piumhi para a
bacia do rio Sdo Francisco, a mistura das duas ictiofaunas, sem dtavida alguma, é o

que mais chama a atencdo dos ictiologistas. (www.transpiumhi.ufscar.br).

11.1.3 - O Pantanal do rio Piumhi
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Antes da transposi¢ao do rio Piumhi existia um pantanal associado a esse rio
com uma extensdo aproximada de 20.000 ha, denominado pantanal do Piumhi ou
pantanal do Cururu (Figura 4). Alguns dos tributarios do rio Piumhi, como os rio da
Onca, Mutuca e do Cervo, ndo desaguavam diretamente no curso principal do rio
Piumhi, mas fluiam dentro da grande &rea deste Pantanal (Moreira-Filho e Buckup
2005).

Andlises de antigas cartas cartograficas efetuadas da regido, antes da
transposicdo, demonstram que as nascentes de alguns tributarios da margem
esquerda do rio Piumhi e do antigo Pantanal apresentavam uma distancia de 400m a
1 km dos afluentes da margem direita do Sdao Francisco, além de apresentarem

altitudes similares, com cerca de 800 metros.

Deste modo, é perfeitamente plausivel que, em épocas de cheias, tenham
ocorrido conexodes entre as bacias do alto Parana e Sao Francisco através do Pantanal,
pois estas duas bacias possuem um divisor de dguas ténue e uma forma de relevo

semelhante, possibilitando uma provavel rota migratdria para os peixes.



>
%,
%
[+
s,
“O@
rio Sao Francisco
C b 03.59
a
&
%
2
3
io Piumhi CS
rio Fiumni . @ . >
iumhi A %
(1]
ribeirdo Minhoca
@Capitolio
rio Grande
P 4

Fig. 4 — Hidrografia da regido anterior a transposicédo do rio Piumhi, evidenciando o antigo
Pantanal ali existente e alguns tributarios dos rios Sao Francisco e Piumhi. (a) Cérrego da
Mamona; (b) Cérrego do Balsamo; (¢) Cérrego do Varador; (d) Ribeirdo dos Almeidas; (e)
Cérrego Capéo da Olaria; (f) Pantanal do Cururu.
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III - Oy Chawaciformes

Os Characiformes sao, sem duvida, a ordem notavelmente mais numerosa e
diversa entre os Ostariophysi. Apresentam uma grande variedade na forma do
corpo, estrutura mandibular, denticdo e anatomia interna. O comprimento maximo
pode chegar a 1.4 metros, alcangcado por Hydrocynus goliath do Congo, e o minimo,
aproximadamente 13 milimetros; alguns membros desta ordem sdo extremamente
coloridos, apesar da maioria ser prateado; muitas espécies sdo pescadas para
confeccionarem aquarios (como os tetras) e, na América do Sul, espécies como Brycon
sdo muito importantes na pesca alimenticia (Nelson 2006).

Dentre as caracteristicas morfolégicas marcantes dos Characiformes, os dentes
costumam ser desenvolvidos (a maioria sdo carnivoros), o corpo geralmente é
coberto por escamas (raramente ausentes em espécies sul-americanas), as nadadeiras
pélvicas estdo presentes (com 5-12 raios), a nadadeira anal varia de curta a
moderadamente longa (com cerca de 45 raios), a linha lateral é geralmente obliqua,
os barbilhdes sdo ausentes, e possuem cerca de 19 raios na nadadeira caudal (Nelson

1994).
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Segundo Nelson (2006), a ordem Characiformes é composta por 1674 espécies
de Characiformes, 270 géneros e 18 familias: Distichodontidae, Citharinidae,
Parodontidae, Curimatidae, Prochilodontidae, Anostomidae, Chilodontidae,
Crenuchidae, = Hemiodontidae,  Alestiidae, = Gasteropelecidae, Characidae,
Acestrorhynchidae, Cynodontidae, Erythrinidae, Lebiasinidae, Ctenolucidae e
Hepsetidae.

Quanto a ocorréncia, apresenta-se como um grupo estritamente de dgua doce
e tem sido foco de interesse para o desenvolvimento de hipéteses sobre a histéria
biogeografica de faunas de dgua doce. Uma vez que, em geral o modelo de
tectonismo explica a evolugdo continental, o confinamento de muitos grupos de
Characiformes na Africa e regidao Neotropical tém sido associados com o suposto
isolamento da Gondwana e Eurésia, além do que a divergéncia dos Characiformes
africanos e neotropicais tém sido associadas a abertura do Oceano Atlantico, que

ocorreu entre 115-100 milhdes de anos atras (Buckup 1998).

III.1 - Famidiov Pavrodontidae

A familia Parodontidae Eigenmann, 1910, é considerada relativamente
pequena quando comparada a outras familias de Characiformes (Pavanelli 2003).
Conhecidos popularmente como “canivetes” ou “charutos” no Brasil e como
“virolitos” ou “rollizos” em outras localidades da América Latina onde sao
encontrados (Pavanelli 2003), estes peixes caracteristicos de riachos montanhosos sao

tipicamente encontrados em altitudes que variam de 100 a 1000 metros e estdo
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distribuidos, segundo Roberts (1974), no leste do Panamad, nas costas pacificas e
caribenhas da Colombia e costa pacifica do Equador, nas bacias do Orinoco e
Amazonas, nas Guianas e ao sul incluindo a bacia do Prata. Em muitos rios
formadores das bacias do Leste ainda nado foi encontrado nenhum representante
dessa familia. As espécies de Parodontidae estdo inseridas em trés géneros: Parodon
Valenciennes, 1850; Apareiodon Eigenmann, 1916 e Saccodon Kner, 1964 (Roberts 1974;
Pavanelli 2003).

De maneira geral, estas espécies sdo caracterizadas por serem robustas, com
fortes nadadeiras peitorais, ventral e caudal, um corpo fusiforme, com o perfil dorsal
mais arqueado do que o ventral. A cabeca possui harmonia com o corpo, o focinho é
acarneirado e a boca localizada na porcao inferior (Travassos 1957).

Os Parodontidae possuem uma mandibula em forma de uma pa de bordo
reto, sem dentes na borda anterior, e o pré-maxilar é bordeado por uma fileira de
dentes delicados, cuspidados, com ctspides arredondadas (Britski 1972). A estrutura
dentaria nestes peixes é um dos importantes caracteres morfolégicos que auxiliam na
identificagdo dos trés géneros (Garavello 1977). O género Parodon apresenta
pequenos dentes laterais na mandibula, enquanto Apareiodon e Saccodon ndo possuem
tais dentes. Enquanto o ntimero de ctuspides dos dentes pré-maxilares é um forte
carater para a diagnose das espécies dos géneros Parodon e Apareiodon, este carater
nao pode ser considerado para as espécies que compdem o género Saccodon, o qual
apresenta acentuado polimorfismo dentério (Garavello 1977).

Parodon foi o primeiro género a ser descrito por Valenciennes (1850) e Saccodon

o segundo género, por Kner (1864). O género Apareiodon s6 foi descrito em 1916, por
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Eigenmann que o diferenciou de Parodon pela auséncia de dentes laterais (Pavanelli
1999).

Alguns trabalhos importantes sobre descricdo morfologica e sobre
comportamento foram realizados na presente familia. Estudos realizados por
Travassos (1952), em Apareiodon mogiguaguensis. do rio Mogi-Guacu, MG,
demonstraram um perfil geral (dorsal e ventral) retilineo, com escamas grandes e
linha lateral nitida. A coloracdo de maneira geral é amarela e lateralmente possui
manchas escuras formando faixas irregulares. Travassos (1957) também faz
consideragdes sobre a espécie Apareiodon machrisi do rio Tocantins, em Goiés.

A descricdo de uma nova espécie Apareiodon vittatus proveniente do rio
Iguagu, PR, foi realizada por Garavello (1977), demonstrando uma grande relagao
com A. piracicabae, diferindo principalmente no ntimero de faixas longitudinais sobre
o tronco.

Caracteres meristicos e alguns dados biolégicos foram descritos para
Apareiodon affinis e Parodon tortuosus, ambos do rio Mogi-Guacu, em Pirassununga,
SP, por Nomura et al (1978) e Nomura (1979). Segundo estes autores, o canivete é
ili6fago e herbivoro, e dentro de cada classe de idade, os machos apresentam
comprimento total menor que o das fémeas, e estas se mostram mais pesadas do que
os machos dentro de cada classe de comprimento.

Estudos etoldgicos realizados por Sazima (1980) nas espécies A. piracicabae e A.
ibitiensis demonstraram que, além de possuirem nadadeiras peitorais e pélvicas bem
desenvolvidas, sdo encontradas em daguas correntes relativamente rasas, sobre
substrato rochoso ou fundo pedregoso, apoiando-se em suas nadadeiras peitorais e

pélvicas com a cabeca orientada contra a correnteza. Eles sdo nadadores dgeis, muito
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rapidos e poderosos saltadores. Em dguas muito rasas, eles se movem com a ajuda de
suas nadadeiras. Neste trabalho, Sazima também descreve sobre a coloracdo que é
varidvel para cada espécie, mas é basicamente composta por faixas, barras e
manchas, resultando em efeito interativo com o ambiente, formado por rochas
presentes nas corredeiras. O hébito alimentar é diurno e exames dos contetidos
intestinais de alguns exemplares revelam a presenca de algas verdes e azuis,
diatomdceas, pedacos de plantas vasculares, animais pequenos e particulas
organicas. Estes alimentos sdo obtidos principalmente fixos a pedras ou no fundo,
ou ainda fixos a plantas submersas (Sazima 1980).

Moreira-Filho (1983) realizou estudos integrando aspectos citogenéticos e
ecologicos de quatro espécies de Parodontidae (A. ibitiensis, A. affinis, A. piracicabae e
P. tortuosus) que se encontravam em simpatria e sintopia no rio Passa-Cinco, SP.
Segundo este autor, hd uma redugdo do potencial competitivo entre estas espécies
que pode ser explicada pela ocorréncia de uma variacdo sazonal quanto a sua
abundancia relativa; por possuirem épocas reprodutivas distintas; pela diferenca
quanto as distribui¢cdes espaciais em termos de abundancia relativa, apesar da
simpatria e sintopia; pela seletividade de alimentos, embora o habito pareca ser o
mesmo, e por uma maior exigéncia ou preferéncias seletivas em relacdo a
determinados componentes abiéticos (Oz, por exemplo). Alguns destes fatores
poderiam estar juntamente com as particularidades cariotipicas de cada uma destas
quatro espécies (por exemplo, A. affinis possui um sistema de cromossomos sexuais
multiplos diferenciados), atuando no seu isolamento reprodutivo, possibilitando a

convivéncia simpatrida e sintépica de forma aparentemente equilibrada.
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O comportamento reprodutivo foi analisado por Barbieri et al (1983, 1985)
para as espécies A. affinis, A. ibitiensis e P. tortuosus encontradas em sintopia no rio
Passa-Cinco, SP, demonstrando que estas trés espécies possuem periodos
reprodutivos varidveis, sem sobreposicdo. Em P. tortuosus, a época de reprodugao se
estende por longos periodos com maior incidéncia de fémeas maduras no bimestre
de novembro/dezembro (Azevedo et al 1988).

Desde 1849, 34 espécies de Parodontidae foram descritas (13 Apareiodon, 18
Parodon e 3 Saccodon). Os estudiosos Carl Eigenmann e Henry Fowler descreveram o
maior nimero de espécies de Parodontidae (Pavanelli 2003). Uma revisao realizada
por Pavanelli (2003) reorganizou a familia em 23 espécies validas (10 Apareiodon, 10
Parodon e 3 Saccodon), além de outras 6 novas espécies de Apareiodon descritas por
Pavanelli & Britski (2003), Pavanelli (2006) e Taphorn et al (2008) totalizando 15
espécies para o género Apareiodon . Recentemente Ingenito e Buckup (2005)
descrevem mais uma espécie de Parodon (P. morerai) e atualmente sdo reconhecidas
11 espécies para este género. As espécies Aparieodon vladii e Parodon moreirai foram
descritas gracas a andlises citogenéticas, cujos dados foram primordiais na
diferenciacdo das demais espécies (Centofante et al 2002, Rosa et al 2006).

Com base nestes trabalhos, as espécies consideradas validas sao:

Género: Apareiodon Eigenmann, 1916
Espécies: Apareiodon affinis (Steindachner, 1879)
Apareiodon argenteus Pavanelli & Britski, 2003
Apareiodon cavalcante Pavanelli & Britski, 2003
Apareiodon davisi Fowler, 1941
Apareiodon gransabana Stanes & Schindler, 1993
Apareiodon hasemani Eigenmann, 1916

Apareiodon ibitiensis Campos, 1944
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Apareiodon itapicuruensis Eigenmann & Henn, 1916

Apareiodon machrisi Travassos, 1957

Apareiodon orinocensis Bonilla, Machado-Alison, Silveira, Chernoff,
Lopez & Lasso, 1999

Apareiodon piracicabae (Eigenmann, 1907)

Apareiodon tigrinus Pavanelli & Britski, 2003

Apareiodon vittatus Garavello, 1977

Apareiodon vladii Pavanelli 2006

Apareiodon agmatos Taphorn et al 2008

Parodon Valencienes, in Curvier & Valencienes, 1850
Parodon apolinari Myers, 1930
Parodon bifasciatus Eigenmann, 1912
Parodon buckleyi Boulenger, 1887
Parodon caliensis Boulenger, 1895
Parodon carrikeri Fowler, 1940
Parodon guyanensis Géry, 1959
Parodon hilarii Reinhardt, 1866
Parodon nasus Kner, 1859
Parodon pongoensis (Allen, 1942)
Parodon suborbitalis Valenciennes, 1850

Parodon moreirai Ingenito e Buckup (2005)

Saccodon Kner, 1863
Saccodon dariensis (Meek & Hildebrand, 1913)
Saccodon terminalis (Eigenmann & Henn, 1914)

Saccodon wagneri Kner, 1863

No que diz respeito as relacdes de parentesco entre as espécies e géneros de

Parodontidae, pouco se conhece até o momento. Estas relacdes nunca foram



23

discutidas em conjunto, havendo apenas sugestdes de possiveis relacionamentos
entre algumas delas (Ingénito 2008).

Ingenito & Buckup (2005) analisando uma nova espécie de Parodontidae - P.
moreirai, sugeriram que tanto os caracteres fornecidos por Starnes & Schindler (1993)
quanto os caracteres tradicionais ndo sdo adequados para enquadrar sua nova
espécie em nenhum destes dois géneros, o que requereria a realizacdo de estudos
tilogenéticos sobre a familia Parodontidae. Ao descreverem essa espécie, indicaram
que o padrao de coloragdo sugeriria uma relagdo mais préoxima desta com as espécies
de Apareiodon, embora caracteres osteologicos e dentarios a posicionassem no género
Parodon.

Moreira (2007) ao estudar as relagcdes filogenéticas de Characiformes
examinou trés espécies de Parodontidae (Apareiodon piracicabae, Parodon nasus e
Saccodon wagneri). Os resultados desse autor sugeriram que Saccodon é grupo irmao de
Parodon e Apareiodon, sendo compativel a hipétese de Starnes & Schindler (1993).
Entretanto, como Moreira (2007) examinou apenas trés exemplares diafanizados, um
de cada género, esses resultados podem ser subestimados (Ingénito 2008).

Ingénito (2008) realizou uma analise filogenética da familia Parodontidae
através do método cladistico de parcimonia, examinando caracteres osteolégicos e de
morfologia externa de todas as 28 espécies vélidas de Parodontidae, além de uma
espécie nao descrita de Parodon e 17 espécies de Characiformes pertencentes ao grupo
externo. Segundo este autor, Saccodon é realmente grupo irmdo dos demais
parodontidae, entretanto, as espécies tradicionalmente alocadas nos géneros Parodon
e Apareiodon aparecem mescladas ao longo do cladograma, considerando entdo

Apareiodon como sinonimia de Parodon, ja que este foi descrito primeiramente. Ainda,
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a auséncia de dentes mandibulares, caracteristica tradicionalmente utilizada para
diagnosticar Saccodon e Apareiodon tem multiplas origens, j4 que outras espécies de

Parodontidae podem ou nao apresentar dentes mandibulares (Ingénito 2008).

Parodon Apareiodon
s pré-maxilar N
dentes :
ot gy +——— dO —_— P
pré-maxilar
dentes \
mandibulares —4 04
o \
S mandibula 7
Bl i
Saccodon

dentes
do —
pré-maxilar

Fig. 5 - Diferencas na estrutura bucal em Parodon, Apareiodon e Saccodon.



25

IV- Oy Gymnotiformes

Os “knifefishes” ou peixes elétricos Neotropicais (Gymnotiformes)
respresentam um importante componente da ictiofauna noturna das aguas
continentais das Américas Central e Sul. Sdo conhecidos popularmente como tuviras
ou sarap6s (Oyakawa et al 2006) e provavelmente o mais conhecido seja o poraqué
(Eletrophorus electricus). Estdao distribuidos desde os Pampas na Argentina até o
Chiapas, no México (Albert & Miller 1995). No Brasil, a bacia Amazodnica é a area
com maior diversidade de Gymnotiformes (Albert & Campos-da-Paz 1998).

Dentro de seus limites, os Gymnotiformes habitam uma vasta ordem de
ambientes aquaticos, incluindo canais de rios principais, pequenos riachos e lagoas,
varzeas, igap0s, florestas inundadas, rachaduras de substratos rochosos, 4guas
caidas, bancos arenosos e barrentas piscinas formadas durante a estacdo seca e em
estudrios de alta condutibilidade. Algumas espécies, tais como Eigenmannia virescens,
Apteronotus albifrons e Gymnotus carapo parecem ter uma distribuicdo geografica
muito ampla. Sem duvida, outras sdo tdo raras que a amostragem tem sido
esporddica e a taxonomia pouco conhecida (Bullock et al 1979, Albert & Campos-da-

Paz 1998, Albert et al 2005).
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Os Gymnotiformes possuem habitos noturnos e parecem ser carnivoros
alimentando-se de insetos e crustaceos, embora as espécies maiores predem peixes
(Bullock et al 1979, Albert & Campos-da-Paz 1998). A natacdo ocorre pela ondulagao
da nadadeira anal que se estende pela maioria da margem ventral do corpo (Albert
2001).

Morfologicamente, sao totalmente diferentes dos demais peixes Neotropicais e
sdo facilmente identificaveis. Seus representantes possuem um corpo alongado e
comprimido lateralmente (Gymmnotus e Eletrophorus sdo mais cilindricos), escamas
cicléides, nadadeiras dorsal e caudal ausentes (nadadeira caudal é pequena em
Apteronotidae), nadadeira anal muito longa com mais de 150 raios, olhos pequenos e
geralmente recobertos por pele, 6rgao internos compactados na porgao anterior do
corpo e o anus localizado na altura das nadadeiras peitorais (Alves-Gomes 1998). A
porcao caudal do corpo é alongada e a postura rigida em toda a porcao pos-cranial
do corpo é mantida por numerosos ossos intermusculares (Albert & Campos-da-Paz
1998, Oyakawa et al 2006).

Apesar de todas as caracteristicas marcantes que singularizam esta ordem,
provavelmente a especializagdo mais notavel dos Gymnotiformes estd na sua
habilidade de gerar e detectar sinais elétricos no ambiente por meio de 6rgaos
elétricos e diversos tipos de células especializadas, os eletroreceptores. Este sistema
eletrogénico e eletrosensorial (SEE) é utilizado para orientacdo e comunicagdo
simultaneamente, e desta forma, depende de um conjunto de operacdes sensoriais e
motoras para a realizacdo de suas atividades didrias. Os 6rgaos de descarga elétrica
(ODEs) podem ser classificados como sendo do tipo “onda” ou “pulso”, dependendo

da taxa de repeticdao (Alves-Gomes 1998). Devido as suas caracteristicas incomuns,
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mas relativamente simples, o SEE dos Gymnotiformes tem sido alvo de diversos
estudos, principalmente sobre neurobiologia e ecologia (Heiligenberg 1990, Stopa &
Hoshino 1999, Stoddard 2002).

A ordem Gymnotiformes é composta por 30 géneros e aproximadamente 134
espécies (Albert & Crampton 2005), a maioria podendo ser encontrada no Brasil
(Buckup et al 2007). Esse grupo de peixes vem sendo discutido com referéncia a
propostas de classificacdo e suas relagdes de parentesco em geral desde Linnaeus até
o presente. Segundo Nelson (2006), os Gymnotiformes sdo compostos por cinco
familias: Gymnotidae, Rhamphichthydae, Hypopomidae, Sternopygidae e

Apteronotidae.

IV.1 - Famidiov Gymmnotidae

A familia Gymnotidae, conhecida popularmente como naked-back knifefishes,
é composta por dois géneros: Eletrophorus, com uma Unica espécie - Eletrophorus
eletricus; e Gymnotus, com 32 espécies (Albert et al 2005, Oyakawa et al 2006). Estes
dois géneros caracterizam-se morfologicamente por possuirem um corpo mais
cilindrico e cabeca achatada. Gymnotus é o género de Gymnotiformes mais
amplamente distribuido e é encontrado na sua maioria em aguas continentais da
América do Sul, principalmente na bacia amazonica, com 18 espécies (Albert et al
2005). Todas as espécies de Gymmnotus possuem escamas cicléides, boca grande e
prognata e sdo fracamente elétricos, enquanto Eletrophorus, por outro lado, ndo

possue escama, a boca é terminal e quando adultos sdo capazes de descargas elétricas



28

de até 600 volts. Os gymnotideos sdo predadores noturnos agressivos e podem exibir
um comportamento territorialista e de cuidado com os filhotes. Eles também podem
respirar o ar atmosférico, onde Gymnotus sdo capazes de usar parte de seu sistema de
bexiga-natatoria em certas ocasides, enquanto que Eletrophorus é considerado
obrigatoriamente ar-atmosférico, tem um o6rgao respiratério oral vascularizado
(Campos-da-Paz 2003).

O género Gymnotus possui ainda outra caracteristica interessante: muitas de
suas espécies podem ser encontradas em simpatria em diversas bacias hidrogréficas.
Além de algumas diferencas morfolégicas, sua capacidade de detectar e gerar
impulsos elétricos no ambiente aquatico por meio de 6rgdo especializados permite
que estes peixes se comuniquem, locomovam, alimentem-se e orientem-se, e por
serem espécie-especificos, possam ainda reconhecer seus parceiros para o
acasalamento. Todos estes fatores possibilitam a coexisténcia local, podendo ser

encontradas até oito espécies em simpatria e sintopia no rio Tefé, na bacia Amazonica

(Crampton e Albert 2005, Albert et al 2005).

IV.2 - Famidiow Stenopygidae

A familia Sternopygidae, composta por seis géneros e trinta espécies vélidas,
sdo conhecidas como “glass knifefishes” ou “rattail knifefish” e possuem uma
combinagdo Unica de caracteristicas entre os Gymnotiformes: dentes viliformes em
ambas maxilas, olhos grandes, nadadeira anal originada no istmo, sem papila

urogenital, nadadeira caudal ou érgdo dorsal. Os sternopygideos possuem um 6rgao
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de descarga do tipo tom, caracterizado por uma hiperpolarizagio monofésica
negativa. Muitas espécies sao altamente comprimidas lateralmente e translacidas em
vida (por exemplo Eigenmannia, Rhabdolichops) (Albert 2003).

Os Sternopygidae estdo confinados a regido Neotropical amida, estendendo-se
desde o rio do Prata (Argentina) até o rio Tuira (Panamd). No Brasil, estdo
amplamente distribuidos na bacia Amazonica (Albert 2001). O género Eigenmannia é
composto por oito espécies validas e sdo consideradas ecologicamente importantes
em varios sistemas ribeirinhos, constituindo grande proporcdo da biomassa e

formando a base alimentar nos rios amazonicos (Lundberg et al 1987).
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OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Britski (1988) descreveu duas espécies de Apareiodon para a bacia do rio Sdo
Francisco, na regido de Trés Marias - Apareiodon sp. A e Apareiodon sp. B, muito
semelhantes & Apareiodon ibitiensis e Apareiodon piracicabae, respectivamente, descritas
para a bacia do alto rio Parand. Entretanto, Pavanelli (2003, 2007) cita que A. ibitiensis
e A. piracicabae j4 existem na bacia do rio Sdo Francisco. Através do conhecimento
sobre a histéria da transposigao do rio Piumhi, o presente estudo tem como objetivo
geral verificar, através de ferramentas citogenéticas, se houve a transferéncia de
espécies de Parodontidae da bacia do alto rio Parand para a bacia do rio Sao
Francisco.

Os dados obtidos neste trabalho, juntamente com os dados citogenéticos
disponiveis na literatura para outras espécies de Parodontidae poderdao responder
varias questdes, como (1) a de possiveis hibrida¢des pela mistura das ictiofaunas, (2)
consequiéncias da coexisténcia em simpatria de espécies proximas que durante muito
tempo ocorriam em alopatria, (3) a possivel existéncia de espécies “invasoras”
transpostas do sistema do alto Parand com espécies altamente endémicas do Sao

Francisco, e (4) a comprovagdo se as espécies tidas como novas na bacia do Sao



31

Francisco sdo realmente distintas ou seriam espécies transpostas do rio Grande (Alto

Parana).

Além de verificar a transferéncia de espécies de Parodontidae, o presente

trabalho tem como objetivos especificos:

- Esclarecer através de técnicas citogenéticas as reais identidades de Apareiodon
sp. A e Apareiodon sp. B presentes na bacia do rio Sdo Francisco, regido de Trés

Marias;

- Confirmar a suspeita da presenca de um sistema de cromossomos sexuais em

A. ibitiensis;

- Aplicar a técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) utilizando as
sondas de DNA ribossdmico 5S e 18S, buscando identificar a localizacdo e nimero
destes sitios dentro do complemento cromossomico em espécies ainda nao

submetidas a tais técnicas

- Aplicar a técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) utilizando a
sonda de DNA satélite pPh2004 de P. hilarii (Parodontidae) nas demais espécies de
Parodontidae a fim de realizar comparacdes quanto a distribuicdo deste DNA

repetitivo.



32

- Analisar através de técnicas citogenéticas espécies da familia Gymnotidae e

Sternopigydae (Gymnotiformes) presentes em uma regiao de transposicao de rios.
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MATERIAL

I- Espécies analisadas e locais de coletow

As espécies coletadas foram:

Ordem Characiformes: Familia Parodontidae

Bacia do rio Sao Francisco - Estados de Minas Gerais, Brasil (Figura 6)

Apareiodon piracicabae (Figura 7a): foram analisados 10 exemplares (5 machos e
5 fémeas) coletados no rio Piumhi, municipio de Piumhi e 10 machos e 8 fémeas

coletados no riacho Barreiro Grande, municipio de Trés Marias.

Apareiodon ibitiensis (Figura 7b): analisaram-se 16 exemplares (11 machos e 5
fémeas) coletados no Ribeirdo das Araras (Figura 9), no municipio de Piumhi e 6
fémeas e 4 machos foram analisados, coletados no riacho Frio, municipio de Trés

Marias.
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Parodon nasus (Figura 7c): foram analisadas 4 fémeas coletadas na calha
principal do rio Piumhi, préximo a sua nascente (Figura 10) e 2 machos

coletados no Ribeirdo Araras, municipio de Piumbhi.

Parodon hilarii (Figura 7d): analisaram-se 12 exemplares de P. hilarii (5 machos
e 7 fémeas) coletados no Ribeirdo das Araras, afluente da margem direita do rio

Piumhi, no municipio de Piumhi.

Bacia do alto rio Parana - Estado de Sao Paulo, Brasil (Figura 6)

Apareiodon affinis (Figura 7e): foram analisadas 15 exemplares (5 fémeas e 10
machos) coletados no rio Passa-Cinco (afluente do rio Piracicaba), no municipio

de Ipetna (Figura 11).

Apareiodon piracicabae: 12 machos e 6 fémeas foram analisados, coletados no

rio Mogi Guagu, municipio de Pirassununga (Figura 12).

Apareiodon ibitiensis: analisaram-se 12 exemplares (7 fémeas e 5 machos)
coletados no rio Passa-Cinco (afluente do rio Piracicaba), no municipio de

Ipetina.

Parodon nasus: foram analisadas 20 exemplares (8 fémeas e 12 machos)
coletados no rio Passa-Cinco (afluente do rio Piracicaba), no municipio de

Ipetna.
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Ordem Gymnotiformes: Familia Gymnotidae

Bacia do rio Sao Francisco - Minas Gerais, Brasil (Figura 6)

Gymnotus sylvius (Figura 8a): foram analisados 16 exemplares (13 machos e 3
fémeas) coletados no Ribeirdo Minhoca (Figura 13), confluéncia com o calha
principal do rio Piumhi, no municipio de Capitélio; 10 exemplares (6 machos e 4
fémeas) do Ribeirao dos Patos, afluente da margem direita do rio Sdo Francisco e

2 exemplares (1 macho e 1 fémea) no antigo Pantanal.

Ordem Gymnotiformes: Familia Sternopygidae

Bacia do rio Sao Francisco - Minas Gerais, Brasil (Figura 6)

Eigenmannia virescens (Figuras 8b e 8c): analisaram-se 7 exemplares (4 machos e
3 fémeas) coletados no Ribeirdo Minhoca, municipio de Capitélio e 19
exemplares (4 machos e 15 fémeas) no Ribeirdo dos Patos, afluente da margem

direita do rio Sao Francisco.



Legenda

1- rio S0 Francisco, regido do municipio de Trés Marias
2- rio Sdo Francisco, regido de transposigdo do rio Piumhi
3- rio Mogi-Guagu
4- rio Piracicaba

Fig. 6 - Mapa indicando as regides de coletas nas bacias do alto rio Parana
e rio S&o Francisco.



Fig. 7 - Espécies coletadas de Parodontidae: (a) Apareiodon piracicabae, (b) Apareiodon
ibitiensis, (c) Parodon nasus, (d) Parodon hilarii, () Apareiodon affinis. A barra significa
1cm.
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Fig. 8 - Espécies de Gymnotiformes coletados: (a) Gymnotus sylvius e Eigenmannia
virescens (b) citétipo A e (c) citotipo B. A barra significa1 cm.
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Fig. 9 - Ribeirdo Araras, MG.

Fia. 10 - Cachoeira do rio Piumhi. A nescente do rio Piu
localiza acima da cachoeira.
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Fig. 11 - Rio Passa-Cinco, SP.

Fig. 12 - Rio Mogi-Guacu, SP.
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Fig. 13 - Ribeirdo Minhoca, MG.
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METODOLOGIA

I - Preparacio de cromossomos mitdticos

O 6rgao utilizado para a obtengdo de metafases mitoticas foi a porcao anterior
do rim, uma vez que esta possui funcdo hematopoiética. Para a preparacdo e
obtencao de cromossomos mitéticos foi utilizada a técnica adaptada por Bertollo et al
(1978), que consiste na extracdao, homogeinizacao e hipotonizacdo do rim, seguido de
sucessivas centrifugacdes e lavagens com fixador (metanol/acido acético, 3:1),
descartando-se o sobrenadante. O material fixado foi acondicionado em tubos de
“Eppendorf” e armazenado em freezer, para posterior andlise. Alternativamente,
também foram utilizadas técnicas de preparagao in vitro (Moreira-Filho & Bertollo
1990 e Gold et al 1990).

Para uma boa analise cromossomica, é necessaria a obtencao mais consistente
de células metafasicas, tanto em qualidade como em quantidade. Para isto, foi
utilizada a inducao do aumento na freqiiéncia mitética nas células de defesa através
da injecdo de uma suspensao de levedura, segundo Lee & Elder (1980).

Para se determinar o numero e morfologia dos cromossomos, foi utilizada a
coloragao convencional por Giemsa e andlise em microscépio 6ptico.

I.1 - Técnica de suspensao celular - preparacao direta in vivo (Bertollo et al 1978)
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1- Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na propor¢ao 1 mL/100 g de
peso animal durante 30-40 minutos ap6s o qual sacrifica-se o animal e retira-se

o rim anterior.

2- Colocar o material, previamente lavado em solugao hipotdnica, em uma cuba
de vidro contendo 7-10 mL de solucao hipotonica de KC1 0,075M.
3- Dissociar o material com pingas de dissecacdo para separar as células,

completando o processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4- Incubar o material em estufa a 37°C durante 25-30 minutos.

5- Pingar 5-10 gotas de fixador METANOL-ACIDO ACETICO (3:1),
ressuspender o material, e centrifuga-lo durante 10 minutos a 900 rpm.

6- Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, retirar o sobrenadante e acrescentar 7-
10 mL de fixador. Ressuspender o material e centrifuga-lo durante 10 minutos.
7- Repetir o passo niimero 6 mais duas vezes.

8- Apos a ultima centrifugacdo e eliminagdo do sobrenadante, adicionar 1-2 mL
de fixador, dependendo da quantidade de material, e ressuspender o material.
9- Acondicionar o material em tubos de plasticos do tipo Eppendorf e guardé-lo

no refrigerador.

I.2 - Técnica alternativa - preparacao in vitro (Moreira-Filho & Bertollo 1990)

1- Sacrificar o animal e retirar o rim anterior.

2- Colocar o material, previamente lavado em solugdo hipotdnica, em uma cuba
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de vidro contendo 7-10 mL de solugdo hipotonica de KCl 0,075M.
3- Dissociar o material com pincas de dissecagdo para separar as células,

completando o processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4- Incubar o material em estufa a 37°C. Ap6s passar 10 minutos, pingar 1-2
gotas de solucdo aquosa de colchicina 0,0125%. Deixar na estufa por mais 15-20
minutos, apds o qual pinga-se 5-10 gotas de fixador, ressuspendendo o material.
5- Centrifugar durante 10 minutos a 900 rpm.

6- Retirar o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta Pasteur e proceder a

fixacdo segundo a técnica de suspensao celular.

I.3 - Técnica alternativa - preparacao in vitro (Gold et al 1990)

Alternativamente ainda, fracdes do rim anterior sdo colocadas em solugao de

Hanks, dissociadas e incubadas por 20-40 minutos a 37°C’, com 1-2 gotas de solucio
de colchicina 0,0125%. Apds esse procedimento, o material é hipotonizado e fixado

segundo a técnica de suspensao celular.

II- Inducao- de awmento- do- niumero- de mitoses

Faz-se necessario a obtencdo mais consistente de células metafasicas, tanto em

qualidade como em quantidade. Uma vez que o 6rgado utilizado, o rim anterior,
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possui funcdo hematopoiética, ou seja, produzir células sangiiineas, tanto as de

defesa como as de transporte de O,/CO,, foi utilizado a indugdao de aumento na

frequiéncia de mitoses nas células de defesa (suspensao de levedura).

IL.1 - Suspensao de levedura (Lee & Elder 1980)

Injetar intraperitonialmente suspensdo de levedura (0,5 g de fermento de

padaria + 1,5 g de dextrose + 6 mL de H,0) na proporcao de 1 mL/ 100 g de peso

animal durante 24 horas, apds o qual processa-se o material para a preparacdo de

cromossomos mitoticos.

III - Preparo-de laminas

1- Pingar 1-3 gotas de suspensdo celular sobre uma lamina limpa, levemente
aquecida, deixando-a secar ao ar.

2- Corar a lamina com Giemsa 5%, diluida em tampao fosfato (Na,HPO, x 12
H,O + Na,HPO, x 12H20), pH=6,8 , por 7 minutos, ou tratar a ldmina segundo
as técnicas de bandas-C, impregnagao por prata, fluorocromos ou hibridizagao

in situ.
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IV - Detecgiio- de Regides Organigadoras de Nucléolos (Howell &

Black 1980)

1- Colocar sobre uma lamina previamente preparada 2-3 gotas de solugdo
aquosa de gelatina (1 g de gelatina incolor + 50 mL de H,O + 0,5 mL de acido
férmico).

2- Adicionar sobre cada gota de gelatina 1 gota de dgua destilada e 2 gotas de

AgNO3 50%.

. L [e] .
3- Cobrir com laminula e colocar em estufa a 60 C durante 3-6 minutos.
4- Deixar a laminula escorrer debaixo de 4gua corrente.

5- Secar a lamina e observar ao microscépio.

V - Deteccio da distribuicdio- da heterocromatina covstitutiva

(Sumwwner 1972)

Para a deteccdao de heterocromatina constitutiva (bandas-C), foi utilizada
técnica convencional de Sumner (1972), com algumas adaptacdes.
1- Tratar a ldmina com HCI 0,2N por 15 minutos a temperatura ambiente.

2- Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar.
3- Colocar a lamina em solugdo aquosa de Ba(OH), 5% a 42°C durante 1 minuto

e meio.

4- Mergulhar a lamina trés vezes em HCI 0,2N, lavar em agua corrente e deixar
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secar.

AL s ~ . o .
5- Colocar a lamina em solugdo salina 2xSSC a 60 C por 30 minutos.
6- Lavar a lamina em agua corrente, deixar secar e corar com Giemsa 6%

durante 5 minutos.

Observacdo: Em alguns casos, as metafases foram coradas com Iodeto de Propideo,

misturando por lamina 25ul de antifading e 1l de lodeto de Propidio (50 pg/ ml).

VI- Coloracgio- cromossémica com fluorocromo- Cromomicina A, +

DistamicinawA (Schimid 1980)

A coloracao com Cromomicina As;, fluorocromo GC-especifico, utilizando
como contracorante a Distamicina A, foi realizada conforme o método de Schmid
(1980):

1- Colocar 150 pL da solucdo de Distamicina A (0,3mg/mL sobre a ldmina),
cobrir com laminula e deixar agindo por 15 minutos; escorrer a laminula e lavar
em tampao Mcllvaine; deixar secar por alguns minutos;

2- Acrescentar 150 uLL da solucdo de Cromomicina A3, sobre a lamina, cobrir
novamente com laminula e deixar corando por 60 minutos no escuro;

3- Escorrer a laminula e lavar o material em trés banhos sucessivos no tampao
Mcllvaine, por aproximadamente 1 minuto cada;

4- Deixar secar ao ar e montar com laminula utilizando como meio uma solucdo

de sacarose saturada, filtrada antes do uso;
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5- Deixar a ldamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo
15 dias;
6- Analisar em fotomicroscopio de epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm

(zona de excitacdo do azul).

VII - Técnica de localigacio- cromossémica de genes ribossémicos
18S, 55 e DNA satélite Pph2004 por hibridigacio in sifew com

sondas fluorescentes (FISH) (Pinkel et al 1986) com alguwmas

I acd I3

VIIL.1 - Sondas

Para as andlises de Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH) foram utilizados
sondas de DNAr 185, 55 e de DNA satélite pPhi2004. Estas sondas j& se encontram
disponiveis no Laboratério de Citogenética da Universidade Federal de Sao Carlos,
que foram obtidas a partir das espécies Leporinus elongatus - Pisces Anostomidae -
para DNAr 55 (Martins & Galetti 1999); Prochilodus argenteus- Pisces,
Prochilodontidae - para DNAr 18S (Hatanaka & Galetti 2004) e Parodon hilarii -

Pisces, Parodontidae - para DNA satélite pPh2004 (Vicente et al 2004).

VII.2 - A técnica
Primeiro dia:

Preparacao da sonda:
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a- ul de H>O mili-Q autoclavada
5ul de dNTP Mix
ul de sonda (a quantidade necessaria p/ 1,0 pg de DNA sonda)

5ul de enzima

50pl (Volume final de solugao)
b- homogeneizar com uma micropipeta, levar ao banho-maria (isopor) por 1 hora
e 45 minutos a 15-16°C.
c- Adicionar 2,5ul de stop buffer (do kit) para finalizar a reagao.
d- Precipitar o DNA com acetato de s6dio 3M (1/10 do volume total) mais etanol

100% gelado (2x o volume), de preferéncia overnight.

Segundo dia:

Sonda
1- Centrifugar em velocidade méxima por 15 minutos; descartar o sobrenadante
vertendo o tubo p/ baixo;
2- Lavar o material com 50ul de etanol 70% gelado;
3- Centrifugar em velocidade méaxima por 15 minutos; descartar o sobrenadante
vertendo o tubo p/ baixo; secar em estufa a 37°C até o comeco da tarde.

4- Pingar as laminas.

Preparacao das Laminas (tarde):

Tratamento com RNAse

1- Incubar as laminas em 90 pl de RNAse (O,4% RNAse/2xSSC) sob laminula, a

37°C por uma hora em camara timida com 4dgua e 2xSSC
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2- Lavar 2x por 5 min em 2xSSC com agitacao.

3- Incubar as laminas em 2xSSC a 72,5°C por 45 minutos.

4- Desidratar as laminas em série de 70% etanol e 100% por 5 minutos cada a
temperatura ambiente.

5- Secar ao ar.

6- Denaturar as laminas em 0,05N NaOH/2xSSC por 3 minutos exatos.

7- Desidratar as laminas em série de etanol 70% e 100% por 5 minutos cada a
temperatura ambiente.

8- Secar ao ar.

Hibridacao
Adicionar ao tubo com a sonda:
12ul de H2O mili-Q
6ul de 20xSSC
30ul de formamida

12ul de sulfato dextrano 50%

60ul (Volume final de solucdo/ladmina)

1- A solucdo de hibridacdo deve ser colocada no banho-maria a 100°C por 10
minutos para desnaturar a sonda;

2- Retirar do banho-maria e colocar imediatamente no gelo;

3- Colocar 58ul de solugcdo de hibridacdo em laminula para cada lamina.
Arrumar as laminas em camara umida e incuba-las a 37°C por 12 horas

(overnight). A camara timida deve ser preparada com 2xSSC e H>O.
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Terceiro dia
1- Lavar as laminas em 1xSSC por 5 minutos a 37°C com agitacao.
2- Lavar as laminas em 1xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente com
agitacgao.
3- Lavar as laminas em 0,05% /4xSSC 2x por 5 minutos cada com agitacéo.
4- Incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos
5- Lavar 2x 5min com Tween 0,05% /4xSSC, ambiente (sob agitacao).
6- Incubar as laminas com 90 pl de FITC (0,1ul de FITC + 90ul 5%
NFDM/4xSSC por lamina) durante 30 min em cdmara tmida e escura, a
temperatura ambiente.
7- Lavar 3x 5min com Tween 0,05% /4xSSC, ambiente (sob agitacao);
8- Incubar com 90 pl de anti-avidina-biotina conjugada (1,0ul anti-avidina +89ul
5% NFDM/4xSSC por lamina durante 30 min em cadmara Gmida e escura, a
temperatura ambiente.
9- Lavar 3x 5min com Tween 0,05% /4xSSC, ambiente (sob agitacao).
10- Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,1ul de FITC + 90ul 5%
NFDM/4xSSC por lamina) durante 30 min em cdmara damida e escura, a

temperatura ambiente

Montagem da Lamina

As ldminas foram montadas com dois fluorocromos distintos:
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a- Iodeto de Propidio - Misturar, por lamina, 25ul de antifading e 1ul de
Iodeto de Propidio (50 pg/ ml).
b- DAPI - Misturar, por lamina, 25pl de antifading e 0,025pul de DAPI
(0,2mg/ml)

Cobrir com laminula e guardar no escuro.

VIII - Estudoy cariotipicoy

As preparacoes (Giemsa convencional, banda-C e AgRONSs) foram analisadas
em microscopio Optico. As contagens cromossdmicas e observagdes mais detalhadas
foram feitas com a objetiva de imersdo, num aumento de 1000 vezes. As melhores
metéafases foram fotografadas em filme Kodak Imagelink (ou similar), preto e branco,
ASA 25. As laminas de FISH foram analisadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia sob filtro apropriado (450-490nm de comprimento de onda).

As fotografias dos cromossomos foram recortadas e, em seguida, os
homologos pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico,
subtelocéntrico e acrocéntrico). A classificagdo cromossdmica seguiu o proposto por
Levan et al (1964) adotando-se os seguintes limites para a relacdo de bragos (RB):

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

Na determinagdo do nudmero fundamental (NF), os cromossomos
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metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com 2 bragos
cromossOmicos.

As medicbes foram feitas com o auxilio de um paquimetro € 0S cromossomos

dispostos em pranchas, separados de acordo com a sua morfologia e tamanhos.
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Resultados

Capitulo 1 - Cromossomos sexuais ZZ/ZW diferenciados em
Apareiodon ibitiensis (Teleostei, Parodontidae): Citotaxonomia e

biogeografia.

Resumo

Analises cromossdmicas convencionais e moleculares foram realizadas em trés
populacdes de Apareiodon ibitiensis amostradas nas bacias hidrograficas do rio Sao
Francisco e do alto rio Parana. Os resultados obtidos para as trés populacdes
mostraram um numero dipléide (2n=54 cromossomos) conservado, férmula
cariotipica composta por (50m-sm+4st) e um sistema de cromossomos sexuais
Z7Z/ZW antes ndo identificado para a espécie. A andlise do bandamento-C
submetido a coloragdo com iodeto de propidio evidenciou bandas centroméricas e
terminais localizadas nos cromossomos dos exemplares das trés populagdes, além de
permitir a identificacdo do heteromorfismo de regides heterocrométicas nos
cromossomos Z e W. O nimero de sitios de rDNA 18S localizados pela hibridagao in
situ fluorescente (FISH) foi varidvel entre as populacdes da bacia do rio Sao Francisco

e alto rio Parand. A localizacdo dos sitios de rDNA 5S se mostraram comparaveis em
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um par de cromossomos metacéntrico. Assim, neste trabalho é proposta a presenga
de um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW também para a espécie A. ibitiensis
entre os Parodontidae, bem como, apresentada uma hipétese a cerca dos possiveis
estagios de diferenciacdo do cromossomo W nesta espécie por acimulo de DNA,
evidenciando variacdes geogrédficas para este cardter possivelmente como

conseqiiéncia do isolamento geografico reprodutivo ente elas.

Palavras-Chave: citogenética de peixes; evolucdo gendmica, heterocromatinizacao;
diversificagado cariotipica.

Introducao

Uma extraordinaria diversidade de mecanismos de determinacdo sexual tem
sido estudada nas tltimas décadas, onde as espécies podem responder tanto a fatores
ambientais quanto a mecanismos genéticos. Os répteis, por exemplo, possuem
determinacdo do sexo dependente da temperatura, contudo, outros grupos
apresentam mecanismos genéticos, isto é, cromossomos sexuais que incluem os
sistemas XX/XY em mamiferos e ZZ/ZW em péssaros (Vallender & Lahn 2006). J4 a
determinacdo do sexo em peixes apresenta uma ampla diversidade de sistemas e
mecanismos, sujeito a eventos ambientais, genéticos, fatores comportamentais e
tisiologicos (Devlin & Nagahama 2002).

Considerando os estudos sobre cromossomos sexuais, 0s peixes sdo
caracterizados por uma notével variabilidade de sistemas, envolvendo cromossomos
homologos diferenciados e indiferenciados, sistemas simples ou multiplos, com
ocorréncia de heterogametia masculina ou feminina (Almeida-Toledo & Foresti
2001). Apesar da maioria das espécies de peixes ndo apresentar cromossomos sexuais

distintos, nove sistemas envolvendo heterogametia masculina (XY, X0, XiX2Y e
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XY1Y2), heterogametia feminina (ZW, Z0 e ZWi1W, Z1Z.7,7,/7:1ZoW1W,) e um
sistema ndo usual WXZ ja foram descritos (Moreira-Filho et al 1993; Devlin &
Nagahama 2002; Oliveira et al 2008).

A familia Parodontidae é composta por trés géneros: Apareiodon Eigenmann,
Parodon Valenciennes e Saccodon Kner, os quais sdo diferenciados por poucos e
frageis caracteres morfolégicos (Pavanelli & Britski 2003). Possuem uma ampla
distribuicdo geografica pela América do Sul e parte do Panamad, exceto em algumas
bacias litoraneas e Patagonia. Andlises citogenéticas em Parodontidae tem indicado
um ndmero dipléide conservado de 54 cromossomos. Entretanto, uma grande
diversidade tem sido observada entre os marcadores cromossdmicos de férmula
cariotipica, heterocromatina e localizacdo do DNA satélite pPh2004, atividade das
regides organizadoras de nucléolo (Ag-RONs), ntiimero e localizagdo de sitios de
rDNA 18S e 5S, cromossomos supranumerdrios e presenca ou auséncia de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados (Moreira-Filho et al 1993;
Jesus & Moreira-Filho 2000; Centofante et al 2002; Vicente et al 2003; Bellafronte et al
2005; Rosa et al 2006; Vicari et al 2006). Até o presente momento, dois sistemas
distintos de cromossomos sexuais heteromorficos foram descritos na familia
Parodontidae: um sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo ZZ/ZW1W> em
Apareiodon affinis (Moreira-Filho et al 1980) e um sistema simples do tipo ZZ/ZW
para Parodon hilarii (Moreira-Filho et al 1993), P. moreirai (citado como Parodon sp. por
Centofante et al 2002), Apareiodon vladii (citado como Apareiodon sp. por Rosa et al
2006) e Apareiodon sp. (Vicari et al 2006). Jesus & Moreira-Filho (2000) estudaram
diferentes espécies do género Apareidon onde ndo relataram a ocorréncia de

cromossomos sexuais em Apareiodon ibitiensis. Posteriormente, Vicari et al (2006)
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analisaram uma populacao de Parodontidae semelhante a A. ibitiensis, identificada
até o momento como uma espécie ainda ndo descrita (Apareiodon sp.), o que foi
reforcado pela verificagdo da existéncia de um sistema de cromossomos sexuais do
tipo ZZ/ZW.

Em algumas espécies de Parodontidae, caracteres morfologicos sdo pouco
concistentes para a identificacdo taxondmica. Nestes casos a citogenética tem sido
uma importante ferramenta na diferenciacdo das populacdes e espécies. A espécie A.
ibitiensis foi primeiramente descrita apenas para a bacia do alto rio Parana.
Entretanto, Pavanelli (2003, 2007) considera A. ibitiensis também para a bacia do rio
Sdo Francisco. Com base neste cendrio, o presente trabalho apresenta novas
caracterizagdes cariotipicas para diferentes populacdes de Apareiodon ibitiensis e

discute o estado de diferenciagdo de cromossomos sexuais nesta espécie.

Material e Métodos

Estudos cromossomicos foram realizados em populagdes de A. ibitiensis de trés
localidades, pertencentes a duas bacias hidrograficas distintas: (1) Bacia do alto rio
Parand - 12 exemplares (5 machos e 7 fémeas) coletados no rio Passa-Cinco
(municipio de Ipetna, estado de Sao Paulo, Brasil), afluente do rio Tieté; (2) Bacia do
rio Sao Francisco -17 exemplares (8 machos e 9 fémeas) coletados no Ribeirdo Araras
(municipio de Capitdlio, estado de Minas Gerais, Brasil), afluente do rio Sao
Francisco e 10 exemplares (4 machos e 6 fémeas) coletados no riacho Frio (municipio
de Trés Marias, estado de Minas Gerais, Brasil), também afluente do rio Sao

Francisco (Figura 1).
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Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células da porgao anterior do rim
de acordo com a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978). A heterocromatina foi
localizada pela técnica de bandamento-C (Sumner 1972). A coloragdo pelo
bandamento C foi realizada com Iodeto de Propideo 50 ng/ ml. As regides
organizadoras de nucléolos foram detectadas pela técnica de nitrato de Prata (Ag-
RONs), de acordo com Howell & Black (1980). A técnica de Fluorescent in situ
hibridization (FISH) foi utilizada para mapear os sitios de rDNA 185 e 5S nos
cromossomos. Foram utilizadas as sondas de rDNA 18S obtida de Prochilodus
argenteus (Hatanaka & Galetti 2004) e rDNA 5S isolada de Leporinus elongatus
(Martins & Galetti 1999). As sondas foram marcadas com biotina por nick translation
segundo as recomendacdes do fabricante (Bionick labelling system -Invitrogen). A
deteccido do sinal foi realizada com o anticorpo Avidina FITC (Sigma). O
procedimento geral da FISH sob alta condicdo de estringéncia (2,5 ng/uL sonda, 50%
formamida, 2XSSC, 10% sulfato dextrano) seguiu o procedimento geral descrito por
Pinkel et al (1986). Regides cromossomicas GC especificas foram determinadas pelo
fluorocromo cromomicina Az de acordo com Schmid (1980). As imagens
cromossdmicas foram capturadas em microscépio de epifluorescéncia BX51 acoplado
a camera CCD DP 71 (Olympus). As imagens fluorescentes do bandamento C foram
invertidas e convertidas em escala de cinza utilizando o software Image Pro-Plus
(Olympus). Os cromossomos foram classificados de acordo com a relacao de bragos
(Levan et al 1964) e organizados no cariétipo em dois grupos: meta-submetacentrico

(m-sm) e subtelo-acrocéntrico (st-a).

Resultados
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Todas as populagdes analisadas citogeneticamente apresentaram nidmero
dipléide 2n=54 cromossomos sendo 50 meta-submetacéntricos (m-sm) e 4
subtelocéntricos (st) com ntimero fundamental FN=108 para ambos os sexos (Figuras
2 e 3). Entretanto, os machos apresentaram 25 pares de meta-submetacéntricos e as
fémeas 24 pares meta-submetacéntricos mais um cromossomo metacéntrico pequeno
e um submetacéntrico médio, ambos sem homologos. Este par heteromoérfico ocorre
em 100% das células no cariétipo das fémeas. Desta forma, o par cromossdémico
metacéntrico 18 corresponde aos cromossomos ZZ nos machos, e nas fémeas este par
é representado por um cromossomo Z e um cromossomo submetacéntrico W um
pouco maior em tamanho relativamente ao cromossomo Z (Figuras 2 e 3).

O bandamento C evidenciou regides heterocromaéticas centroméricas na
maioria dos cromossomos do complemento, além de algumas bandas terminais, com
algumas pequenas diferengas entre o cariétipo dos exemplares das populacdes das
bacias do Sao Francisco e do alto Parana. [Figuras 2(b), (d), (f) e 3(b), (d), (f)]. Em
todas as populacdes o cromossomo Z apresenta uma regido heterocromatica na
regido proximal e outra na regido terminal, ambas no brago curto [Figuras 2(b), (d),
(f) e 3(b), (d), (f)]. O cromossomo sexual W apresenta o braco longo praticamente
todo heterocromatico, com uma regido heterocromatica mais densa que se estende a
partir da regido proximal, fica menos condensada a medida que avanga para a regiao
intersticial do brago longo e torna a ser mais condensada na regido terminal [Figura
3(b), (d), (f)]. As regides organizadoras de nucléolos (RONs) coradas com o nitrato de
Prata e confirmadas pela FISH com localizacdo de sondas DNAr 185 demonstraram
diferencas no nimero de marcagdes entre as populagdes estudadas de A. ibitiensis das

bacias do alto rio Paranéa e Sao Francisco. Em A. ibitiensis do ribeirdo Araras e riacho
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Frio (bacia do Sao Francisco) foram encontrados sitos de Ag-RONs confirmados pela
FISH com sonda de rDNA 18S na regido terminal do braco longo dos pares
cromossdmicos 6 e 26 [Figura 4(a), (d)]. Ja em A. ibitiensis do rio Passa Cinco, bacia do
alto rio Parand foram localizados até quatro cromossomos com sitios Ag-RONs na
regido terminal do braco longo [Fig. 4(e)], enquanto a FISH com sonda de rDNA 185
evidenciou 8 cromossomos com sitios na regido terminal do braco longo
correspondente aos 6, 14, 15 e 26 [Fig. 4(e)]. As regides GC ricas caracterizadas pela
cromomicina Az apresentaram sitios fluorescentes em regides coincidentes as RONs
em todas as populacoes estudadas [Fig. 4(f), (g)]. A FISH com sonda de DNAr 55
revelou apenas um par cromossdmico marcado, na regido pericentromérica do brago

curto do par 9 em todos os citétipos analisados [Fig. 4(c)].

Discussao

P

A familia Parodontidae é caracterizada citogenéticamente por apresentar
2n=54 cromossomos e indmeras divergéncias em marcadores cromossomicos.
Algumas espécies sao homomorficas em relagdo a presenca de cromossomos sexuais
ao lado de outras que possuem sistemas heteromoérficos ZZ/ZW e ZZ/ZWiW»
(Tabela I). As espécies P. hilarii, P. moreirai, A. viadii e Apareiodon sp. do rio Verde
(bacia do alto rio Tibagi) apresentam sistema de cromossomos sexuais simples com
heterogametia feminina ZZ/ZW. Outras espécies de Parodontidae ja estudadas
citogeneticamente nao apresentaram sistemas heteromoérficos de cromossomos
sexuais, entre elas P. nasus, P. pongoensis, A. piracicabae, A. vitattus e A. ibitiensis
(Moreira-Filho et al 1984, 1985; Jesus & Moreira-Filho 2000, Vicente et al 2001;

Centofante et al 2002; Bellafronte et al 2005).
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A localizacao da heterocromatina constitutiva mostrou blocos nas regides
centroméricas de quase todos os cromossomos do complemento, blocos terminais em
um grande numero de cromossomos, além de blocos adjacentes as RONs como
também demonstrado em vérias outras espécies de Parodontidae (Jesus & Moreira-
Filho 2000, Vicente et al 2001; Centofante et al 2002; Vicente et al 2003; Bellafronte et
al 2005; Rosa et al 2006; Vicari et al 2006). As trés populacdes de A. ibitiensis
estudadas, rio Passa Cinco, ribeirdo Araras e riacho Frio apresentaram um sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW por heteromorfismo da regido heterocromaética
proximal ao centromero do par 18 nestas populacdes. Marcadamente o cromossomo
W sofreu um processo de heterocromatinizacao e acimulo de sequencias repetitivas
na diferenciacdo em relacdo ao cromossomo Z. A heterocromatinizacao e acimulo de
sequencias no W ocorreram a partir de uma pequena regido heterocromadtica
proximal do brago curto presente no cromossomo Z, a qual, no cromossomo W
diferenciado é maior e corresponde ao braco longo deste cromossomo. Esta hipotese
de diferenciacdo é a mesma utilizada para explicar os cromossomos sexuais ZZ/ZW
de P. moreirai, P. hilarii, A. vladii, e Apareiodon sp. do rio Verde (Centofante et al 2002;
Vicente et al 2003; Rosa et al 2006; Vicari et al 2006).

Em Parodontidae o acimulo de DNA repetitivo do cromossomo W constitui
um passo decisivo na diferenciagdo do cromossomo W, seguido por modificagdes
estruturais no cromossomo Z e W. Dessa forma, os cromossomos sexuais Z e W
estariam modificando em forma e tamanho entre as populacgdes/espécies de
Parodontidae de acordo com o modelo classico proposto para a evolucdo de

cromossomos sexuais heteromérficos (Muller 1964; Charlesworth 1978; Green 1990).
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Uma espécie de Parodontidae estudada citogeneticamente por Vicari et al (2006) foi
identificada provisoriamente por especialistas como Apareiodon sp. proveniente do
rio Verde (alto rio Tibagi; bacia do alto rio Parana). Na época, Pavanelli CS
(comunicagdo pessoal), relatou que esta populacdo possui caracteristicas
morfolégicas muito semelhantes as de A. ibitiensis, porém podiam ser diferenciadas
por caracteres cromossOmicos como aqueles descritos por Vicari et al (2006),
principalmente em relagdo a presenca de um sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos ZZ/ZW em Apareiodon sp. O presente trabalho apresenta uma analise
cariotipica para trés populagdes distintas de A. ibitiensis, pertencentes as bacias
hidrograficas do alto rio Parana e Sao Francisco. Estas trés populacdes apresentaram
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, identificado tanto por diferencas
morfolégicas quanto de localizacdo da heterocromatina, muito semelhante ao
verificado por Vicari et al. (2006) em Apareiodon sp. O emprego da coloragao das
heterocromatinas destacadas pelo bandeamento ¢ com corante fluorescente iodeto de
propidio permitiu um melhor contraste das bandas cromossomicas e,
consequentemente, uma maior resolucdo na determinacdo do tamanho e posigao dos
blocos heterocromaticos. Dessa forma, este método viabilizou diagnosticar o
heteromorfismo da regido heterocromatica nos cromossomos sexuais Z e W também
para a espécie A. ibitiensis nas populagdes estudadas. Assim, muito provavelmente A.
ibitiensis e Apareiodon sp. do rio verde trata-se de um tnico taxa, que apresenta 2n=54
cromossomos e um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em estagios
divergentes de diferenciacdo do cromossomo W, uma vez que Apareidon sp.
apresenta um cromossomo W maior, subtelocéntrico, devido a uma maior

amplificacdo e acimulo de heterocromatina como variagdo geografica (Figura 5).
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Outras familias de Characiformes Neotropicais também apresentam
representantes com sistema de cromossomos sexuais heteromorficos ao lado de
espécies nao diferenciadas (Galetti Jr. & Foresti 1986; Bertollo et al 2000; Vicari et al
2008). Situacao semelhante ao que ocorre em relagao ao sistema ZW de Parodontidae
foi visualizada na familia Crenuchidae por Vicari et al (2008). As espécies de
Crenuchidae Characidium gomesi e Characidium alipioi estudadas citogeneticamente
apresentam sistema de cromossomos sexuais ZW, as quais detém uma provavel
origem comum, mas estdo em estdgios interpopulacionais e interespecificos
diferenciados da diversificacao de seus cromossomos Z e W (Vicari et al 2008). Em
Parodontidae, as espécies P. moreirai (Centofante et al 2002); P. hilarii (Vicente et al.,
2003); A. vladii (Rosa et al 2006) e; Apareidon sp. da bacia do alto rio Tibagi (Vicari et al
2006) apresentam uma provavel origem comum para o sistema de cromossomos
sexuais ZW. Assim, estas espécies formariam um grupo derivado em relacdo aos
demais Parodontidae ndo sustentada pela sua separacdo em géneros Parodon e
Apareidon (Vicari et al 2006). Da mesma forma que em Characidium estas espécies de
Parodontidae estdo em estagios evolutivos diferentes da diferenciacio dos
cromossomos Z e W. Assim, as populagdes de A. ibitiensis das bacias do Sao
Francisco e alto rio Parand aqui estudadas teriam um menor acimulo de DNA
repetitivo no braco longo do cromossomo W. Ainda, a populacdo denominada
Apareidon sp. da bacia do alto rio Tibagi trata-se, possivelmente, da espécie A.
ibitiensis. No entanto, esta populacdo de A. ibitiensis distribuida mais ao sul do
continente sul-americano do que aquelas do presente estudo apresenta um
cromossomo W maior, com maior acimulo de DNA repetitivo. Populagdes de

Characidium gomesi isoladas geograficamente também apresentaram estdgios
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diferentes de diferenciacdo de seus cromossomos sexuais ZW (Vicari et al 2008).
Assim, populacdes de Apareidon ibitiensis apresentam divergéncias citogenéticas
interpopulacionais em conseqiiéncia de seus isolamentos geogréficos reprodutivos
como proposto, de modo geral, para a diversificacdo cariotipica de peixes
neotropicais por Artoni et al. (2009).

A localizacdo e mapeamento da dispersao dos rDNA por FISH tem sido outro
marcador cromossomico utilizado no estudo da diversificagdio gendmica em
Parodontidae. A localizacdo dos sitios de rDNA 18S por FISH foi verificada na regido
terminal do braco longo de um par cromossémico subtelocéntrico em Parodon nasus,
P. hilarii, P. pongoensis, Apareiodon moreirai, A. vladii e Apareiodon sp. do alto rio Tibagi
(Vicente et al 2001, Centofante et al 2002, Rosa et al 2006, Vicari et al 2006) geralmente
coincidentes com regides GC ricas (Bellafronte et al 2005; Vicari et al 2006). Apesar da
aparente constancia, polimorfismo de RONs tem sido detectado em A. piracicabae da
bacia do alto rio Parana e em A. affinis da bacia do baixo rio Parand, Argentina
(Moreira-Filho et al 1984; Jesus & Moreira-Filho 2000a; Jorge & Moreira-Filho 2000;
2004). Nas populacdes de A. ibitiensis da bacia do rio Sao Francisco aqui estudadas
foram encontrados dois pares cromossdmicos com sitios de RONs detectados por
nitrato de prata e FISH com sondas de rDNA 18S. Ja a populacdo de A. ibitiensis da
bacia do alto rio Parand apresentou quatro pares cromossdmicos com sitios de RONSs.
No entanto, estas populagdes mantiveram o sitio de rDNA terminal em um par de
cromossomos subtelocéntricos, comumente encontrado nos Parodontidae. Eventos
de dispersao devem ter originado os sitios adicionais de rDNA 18S nas populagdes
de A. ibitiensis. Moreira-Filho et al (1984) considera que as RONs associadas a

heterocromatina terminal estdo mais propensas a rearranjos cromossomicos e,
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consequentemente, sua dispersdo pelo genoma. Diferencas interpopulacionais em
relacdo a presenca de maltiplos sitios de RONs é uma condigdo verificada para
algumas espécies de peixes Neotropicais, geralmente devido ao isolamento
reprodutivo, como descrito para populagdes de Hoplias malabaricus (citétipo A) de
quatro populagdes distintas (Vicari et al 2005).

As analises da localizacdo dos sitios ribossomais 5S por FISH nas trés
populacdes de A. ibitiensis objeto desta analise mostraram um par metacéntrico de
tamanho médio marcado com sitios pericentroméricos no brago curto. Apenas um
par metacéntrico com sitios 5S comparaveis a este também foi detectado nas espécies
P. moreirai e Apareiodon sp. do alto rio Tibagi (Centofante et al 2002, Vicari et al 2006,
respectivamente). Nas espécies P. hilarii, P. pongoensis e Apareiodon vladii, além deste
par metacéntrico comparavel com sitio de rDNA 5S, também foram encontrados
sitios 5S adicionais (Vicente et al 2001, Rosa et al 2006). Ja em P. nasus, um cistron de
rDNA 5S é sinténico ao DNAr 18S, situacdo ndo detectada em nenhum outro
Parodontidae, além da presenca de sitios adicionais (Vicente et al 2001; Bellafronte et
al 2005). Em A. affinis do baixo rio Parana o sitio de rDNA 55 foi localizado em um
par cromossdmico heteromorfico (Jorge & Moreira-Filho 2004). Desta forma, as
populacdes de A. ibitiensis estudadas das bacias do Sao Francisco e alto rio Parana
compartilham a ocorréncia do par metacéntrico portador de sitios rDNA 5S. No
entanto, em relacdo ao marcador de rDNA 18S diferencas interpopulacionais
importantes foram detectadas.

Até agora, o sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW nao era descrito para
populacdes de A. ibitiensis (Moreira-Filho et al 1984; 1985; Jesus & Moreira-Filho

2000). No presente estudo, com a utilizacdo de um método de coloragdo mais
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resolutivo para o bandamento C foi possivel detectar o heteromorfismo de
cromossomos sexuais em diferentes populagdes de A. ibitiensis das bacias do rio Sao
Francisco e alto rio Parana. Da mesma forma, é possivel inferir que a populacdo
descrita como Apareidon sp. para o alto rio Tibagi por Vicari et al (2006) deve se tratar
de A. ibitiensis em estagio de diferenciacdo maior para o cromossomo W. Ainda,
nossos resultados corroboram a hipdtese de uma provavel origem comum para o
sistema de cromossomos sexuais em Parodontidae descrita por Vicari et al (2006).
Nao obstante, os resultados mostram que populacdes de A. ibitiensis de bacias
hidrogréficas distintas detém divergéncias interpopulacionais em relacdo ao estagio

de diferenciacdo do cromossomo sexual W e nimero de sitios de DNA ribossémico.
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Tabela I - Sistema de cromossomos sexuais descritos em espécies Parodontidae.
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Espécies Bacia 2n Formula Sistema Localizagdo DNAr Localizagao Ref.
Hidrografica cariotipica sexual 185 DNAr 55
P. hilarii Rio Sao 54 m 54m-sm 77 Par 15 Pairs 11(sm), 2,5,e7
Francisco 54 f 53m-sm, 1st ZW (sm) 19 (sm)
P. moreirai Alto Rio Parand 54 m 54m-sm 77z Par 15 one pair 8
54 f 54m-sm ZW (sm) (sm)
A. vladii Alto Rio Parand 54 m 50m-sm, 4st zZ Par 26 Pairs 2 (m), 9
54 f 50m-sm, 4st W (st) 7 (sm)
A. ibitiensis Alto Rio Parana 54 m 50m-sm, 4st 77 Pares 6 (sm), 14 Pair 9 Presente
54 f 50m-sm, 4st ZW (m), 15 (m), 26 (st) (sm) estudo
A. ibitiensis Rio Sao 54 m 50m-sm, 4st 77 Pares 6 (sm), Pair 9 Presente
Francisco 54 £ 50m-sm, 4st W 26 (st) (sm) estudo
Apareiodon sp. Alto Rio Parana 54 m 48m-sm, 6st 77 Par 25 one pair 10
54 f 48m-sm, 6st W (st) (sm)
A. affinis Alto Rio Parand 54 m 50m-sm, 4st 77 - - 1,3,e4
55f 51m-sm, 4st ZWiW>

Referéncias: 1 - Moreira-Filho et al. (1980); 2- Moreira-Filho et al. (1993); 3 - Jesus et al

1999; 4- Jesus e Moreira-Filho (2000a); 5- Jesus e Moreira-Filho (2000b); 6- Jorge e

Moreira-Filho (2000); 7- Vicente et al (2001); 8- Centofante et al. (2002); 9- Rosa et al.

(2006); 10- Vicari et al. (2006).

m= macho; f= fémea; Ref.= referéncias



Figura 1 - Locais de coleta de Apareiodon ibitiensis: (A) Riacho Frio e (B) Ribeirao
Araras (Bacia do rio Sao Francisco) e (C) rio Passa Cinco (Bacia do Alto rio Parand).
(D) Aparieodon SP. Foi coletado no rio Verde (Alto rio Tibagi) (Vicari et al 2006).
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Figura 2 - Cariétipos de machos de Apareiodon ibitiensis corados por Giemsa (a, c, e) e
C bandado (b, d, f). (a, b) cariétipos da populagdo do riacho Frio. (c, d) cariétipos da
populacao do ribeirdo Araras. (e, f) caridtipos da populagdo do rio Passa Cinco. Bar =
10 pm.
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Figura 3 - Carié6tipos de fémeas de Apareiodon ibitiensis corados por Giemsa (a, c, €) e
C bandados (b, d, f). (a, b) cariétipos da populagao do riacho Frio. (c, d) cariétipos da
populacdo do ribeirdo Araras. (e, f) cariétipos da populagao do rio Passa Cinco. Bar =
10 pm.
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Figura 4 - Marcadores cromossdmicos em Apareiodon ibitiensis. (a) Representa o
caridtipo das populagdes da bacia do rio Sao Francisco mostrando quatro sitios de
DNAr 18S. (b) Carittipo do rio Passa Cinco, bacia do Alto Parand mostrando oito
sitios de DNAr 18S. (c) Represaenta o caridtipo de A. ibitiensis mostrando o sitio de
DNAr 55 no par cromossomico 9. (d, e) Impregnagao por Ag-RON na bacia do rio
Sdo Francisco e Alto Parand respectivamente. (f, g) cromomicina A3 na bacia do rio
Sao Francisco e Alto Parana respectivamente.. Bar = 10.
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Capitulo 2 - Marcadores cromossdmicos e inferéncias filogenéticas

entre os Parodontidae

Resumo

Os DNAs satélites tém importante papel na evolugao do genoma dos eucariotos. A
analise molecular das seqiiéncias repetitivas dos DNAs satélites e seu mapeamento
fisico nos cromossomos de diferentes espécies de um mesmo grupo podem ser
utilizados em inferéncias de divergéncia evolutiva e agrupamento cladistico. A
familia Parodontidae tem taxonomia confusa, e muitos sdo os questionamentos sobre
o real agrupamento das espécies nos géneros desta familia. No presente estudo, os
rDNAs e o DNA satélite pPh2004 foram mapeados por hibridacao in situ fluorescente
sobre os cromossomos de algumas espécies de Parodontidae, e analisados em
conjunto com outros marcadores cromossdmicos com intuito de verificar a
diversificacdo dos genomas na familia, e propor, baseado em marcadores
cromossdmicos, grupos de espécies mais estritamente relacionadas. Esta anédlise
mostrou que os marcadores cromossdmicos de localizacdo dos sitios de rDNA,
presenca/auséncia de sistemas de cromossomos sexuais e compartilhamento do
DNA satélite pPh2004 puderam auxiliar o entendimento da evolucdo dos genomas e

inferir sobre agrupamento filogenético na familia Parodontidae.

Palavras-chave: DNA satélite, DNAr 18S, DNAr 55, cromossomos sexuais.

Introducao

O genoma dos eucariotos é em grande parte composto por DNAs repetitivos e

nao codificantes, que podem ocupar mais que 50% da sua totalidade (Singer 1982).
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Geralmente, os clusters de DNA satélite, em eucariotos, estdo abrigados nas regides
heterocromaticas dos cromossomos (Ugarkovic & Plohl 2002), na maioria das vezes
em regides pericentroméricas e/ou terminais (Pardue 1975, Charlesworth et al 1994).

A dinamica evolutiva destes DNAs satélites é extremamente varidvel, e pode
fornecer informacgdes duteis tanto para estudos microevolutivos (DNA satélites
espécie-especifico), como marcadores para estudos filogenéticos (DNA satélites
compartilhados) (Cabrero et al 2003). Existem ainda exemplos de familias de DNA
satélite com taxa de evolucdo lenta, permanecendo conservadas ao longo do tempo,
refletindo em homogeneizacao das sequéncias (De La Herran et al 2001). Em peixes,
sequéncia de DNA satélite cromossomo-especifica ou regido-especifica do
cromossomo pode tornar-se um marcador citogenético util (Saito et al 2007), aplicado
algumas vezes para compreender as relacdes filogenéticas entre diferentes taxons (De
La Herran et al 2001, Saito et al 2007, Vicari et al 2009), verificar a citotaxonomia em
complexos de espécies (Mantovani et al 2004, Kantek et al 2009), propor as provaveis
origens dos cromossomos supranumerdrios (Mestriner et al 2000, Jesus et al 2003,
Artoni et al 2006) e caracterizar cromossomos sexuais (Devlin et al 2001, Vicari et al
2009).

A familia Parodontidae inclui um grupo de peixes encontrados nos rios da
América do Sul (Roberts 1974). Esta familia é composta por trés géneros sustentados
por poucos e sutis caracteres morfologicos: Parodon, Apareiodon e Saccodon.
Recentemente, Ingenito (2008) realizou uma anélise filogenética utilizando o método
da mdaxima parcimonia para caracteres osteoldgicos e morfologicos, onde nao
encontrou evidéncias filogenéticas que sustentassem a manutencdo do género

Apareiodon, o qual passa a considerar sindbnimo janior de Parodon. Assim, o género
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P

Parodon, em sua nova possivel delimitacdo, é sustentado por pelo menos nove
sinapomorfias exclusivas dentro de Parodontidae.

Estudos citogenéticos dos Parodontidae revelam que, embora apresentem um
namero dipléide predominante de 2n = 54, estes apresentam uma macroestrutura
cariotipica e uma estrutura gendmica diversificada, incluindo a presenca de
diferentes sistemas de cromossomos sexuais (Moreira-Filho et al 1980, Jesus &
Moreira-Filho 2000a, Vicari et al 2006, Rosa et al 2006), polimorfismo estrutural (Jorge
& Moreira-Filho 2000 e 2004) e variacdes interespecificas de nimero e posicao das
regides organizadoras de nucléolo nos cromossomos (Moreira-Filho et al 1984). A
primeira descrigdo de um DNA satélite em Parodontidae foi realizada por Vicente et
al (2003), denominado DNA satélite pPh2004, isolado de Parodon hilarii por digestao
genomica pela enzima Eco RI, identificado como uma seqiiéncia monomérica de
200pb e 60% rica em bases A-T. A hibridacdo in situ fluorescente com o satélite
pPh2004 evidenciou sitios em P. hilarii (Vicente et al 2003) e em Parodon moreirai,
citado como Parodon sp. (Centofante et al 2002).

Diante do exposto o presente estudo teve como objetivo verificar a
diversificagdo dos marcadores cromossdmicos convencionais e possivel atuacdo dos
marcadores de rDNA e DNA satélite pPH2004 na diversificagdo do genoma de
algumas espécies de Parodontidae e as possiveis relacoes filogenéticas entre essas

espécies.

Material e Métodos
No presente estudo, foram analisados citogeneticamente diferentes espécies

da familia Parodontidae (Tabela I). As metafases mitéticas foram obtidas através do
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método direto descrito por Bertollo et al (1978), a heterocromatina foi analisada pela
técnica de bandamento-C (Sumner 1972), e as regides organizadoras de nucléolos
foram detectadas pela impregnacdo pelo ion prata (Ag-NORs), de acordo com
Howell e Black (1980). Para a localizagdo cromossomica dos sitios dos rDNAs 18S e
55 e do DNA satélite pPh2004, foi realizada a técnica de fluorescent in situ
hibridization (FISH). Foi utilizada uma sonda de rDNA 18S obtida de Prochilodus
argenteus (Hatanaka e Galetti, 2004), uma sonda de rDNA 5S de Leporinus elongatus
(Martins e Galetti Jr., 1999) e uma sonda do DNA satélite pPh2004 de P. hilarii
(Vicente et al 2003). As sondas foram marcadas por reacdes de nick translation com
biotin 16-dUTP (Biotin Nick Translation mix - Roche); e/ou digoxigenin 11-dUTP
(Dig-Nick Translation mix - Roche) segundo as instrucdes do fabricante. Para o
reconhecimento e amplificacdo do sinal foram utilizados os anticorpos avidina-FITC,
anti-avidina biotinilada (Sigma) e anti-digoxigenina rodamina (Roche). O
procedimento de hibridacdo seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al (1986), sob
condicdo de alta estrigéncia (2,5 ng/uL de sonda, 50% de formamida deonizada, 10%
sulfato dextrano, 2XSSC a 37°C por 18 horas). Os cromossomos foram contracorados
com DAPI (2 pg/mL) ou iodeto de propideo (1.5 pg/mL), ambos em meio de
montagem Vectashield (Vector) e analisados em microscépio de epifluorescéncia
Olympus BX50 acoplado a cdmera CCD DP 71 (Olympus). Para a captura das
imagens foi utilizado o software Image-Pro Plus (Media Cybernetics).

Os cromossomos foram organizados e arranjados em decréscimo de tamanho
nos cariétipos segundo a proposta de Levan et al. (1964). Para a montagem dos
idiogramas representativos dos cariétipos das espécies A. affinis, A. ibitiensis,

Apareiodon sp., A. vladii, A. piracicabae, A. vittatus, P. moreirai, P. hilarii, P. nasus e P.
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pongoensis com base nos marcadores cromossdmicos de bandamento C e FISH com
sondas de rDNAs 18S e 55, e do DNA satélite pPh2004 foram utilizados dados de
trabalhos de descricdo citogenética destas espécies (Jesus & Moreira-Filho 2000a, b;
Vicente et al 2001; Centofante et al 2002; Vicente et al 2003; Bellafronte et al 2005;

Rosa et al., 2006; Vicari et al 2006) e do presente estudo.

Resultados

Todas as espécies de Parodontidae analisadas apresentaram 2n=54
cromossomos, com excecdo de A. affinis que apresenta 2n=54 cromossomos para
machos e 2n=55 cromossomos para fémeas (Figura 1). As espécies A. piracicabae, A.
vittatus, P. nasus e P. pongoensis sdo cromossomicamente homomorficas em relagao ao
sexo (Figuras 1 e 4). Por sua vez, as espécies A. ibitiensis, Apareiodon sp., A. vladii, P.
moreirai e P. hilarii apresentam um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW
heteromorfico enquanto A. affinis apresenta um sistema multiplo do tipo ZZ/ZW1W>
(Figuras 1 e 4).

A técnica de bandamento C evidenciou bandas pericentroméricas e terminais
em varios cromossomos do complemento das espécies A. affinis, A. ibitiensis, A.
piracicabae e A. vittatus (Figura 1), assim como também descrito para as espécies
Apareiodon sp., A. vladii, P. moreirai, P. hilarii, P. nasus e P. pongoensis (Figura 4).
Apareiodon affinis apresentou blocos de heterocromatina em regido pericentromérica e
em regides terminais de ambos os bragos do cromossomo Z. O cromossomo Wi
apresenta um bloco heterocromatico em regido pericentromérica e uma banda mais
conspicua na regido terminal do braco longo. Por sua vez, o cromossomo W

apresenta uma banda heterocromatica conspicua em regiao terminal ao brago curto
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(Figura 1a). Para as espécies que apresentam sistemas de cromossomos sexuais
27/7ZW, A. ibitiensis, Apareiodon sp., A. vladii, P. moreirai e P. hilarii o cromossomo Z
apresenta um pequeno bloco heterocroméatico proximal e outro terminal para o brago
curto. J4 o cromossomo W possui uma amplificacdo da regido heterocromatica da
regido proximal presente no Z, transformando em brago maior. (Figura 4).

A utilizacdo da sonda de rDNA 185 e do nitrato de prata sobre os
cromossomos localizou sitios positivos em regido terminal de um par subtelocéntrico
(par 26) em A. affinis (Figura 2b e figura 4a). Em Apareiodon ibitiensis da bacia do rio
Sdo Francisco foram encontrados quatro cromossomos marcados, tanto por Ag-
RONs quanto pela FISH, localizados nos pares cromossdmicos 6 e 26 (Figura 2d e
figura 4b). Ja em A. ibitiensis do alto rio Parand, quatro cromossomos foram marcados
com Ag-RONSs e oito cromossomos foram evidenciados pela FISH, localizados nos
pares 6, 14, 15 e 26 (Box da figura 2 e figura 4c). Apareiodon piracicabae e Apareiodon
vittatus apresentaram sitios do rDNA 18S no par 27 (Figuras 2g e 4f; figuras 2h, 2i e
4¢g respectivamente), entretanto alguns individuos de A. vittatus obtiveram um sitio
adicional no par 14 (Figura 2i e figura 4h). Em P. pongoensis os sitios para o rDNA 185
foram observados no par 2 (Figuras 2j, 4m). Ainda, no idiograma é possivel
visualizar a localizacdo dos sitios de rDNA 18S no par st 25 em Apareiodon sp., st 26
em A. vladii, m 15 em P. moreirai, m 16 em P. hilarii; e no par st 25 da espécie P. nasus
(Figuras 4d, 4e, 4i, 4j, 41 respectivamente).

A FISH com sonda de rDNA 5S foi localizada em regido proximal do brago
curto no par m 8 em A. affinis; no par m 9 em A. ibitiensis, A. piracicabae, A. vittatus e
P. pongoensis (Figuras 2 e 4). Por sua vez, no idiograma é representada a localizagao

do rDNA 5S no par m 11 de Apareiodon sp., nos pares m 2 e 7 de A. vladii, m 18 em P.
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moreirai, m 11 em P. hilarii e no par st 25 de P. nasus (Figuras 4d, 4e, 4i, 4j, 41
respectivamente).

A FISH com a sonda pPh2004 nao evidenciou sitios deste DNA satélite nos
cromossomos das espécies A. ibitiensis, Apareiodon sp., A. vladii, A. piracicabae e A.
vittatus (dados nao mostrados). J4 as espécies A. affinis, P. nasus, P. pongoensis, P.
moreirai e P. hilarii apresentaram sitios de hibridagao positivos com a sonda pPh2004
(Figura 3 e 4). Na espécie A. affinis, o par metacéntrico 2 apresentou sitios pPh2004
nas regides terminais de ambos os bragos, além de outro par metacéntrico (par 13)
com marcagao terminal no braco longo (Figuras 3a, 4a). Em P. nasus foram detectadas
marcagdes pPh2004 em quatro pares cromossdmicos: nas regides terminais do braco
longo dos pares 6, 13, 26 e 27; e na regido intersticial do brago longo do par
metacéntrico 6 (Figuras 3b, 4l). P. pongoensis mostrou apenas um par metacéntrico
(par 13) com marcacdes pPh2004 em regido terminal do braco longo (Figuras 3c, 4m).
No idiograma é verificado que o DNA satélite pPh2004 est4 localizado na regido
terminal do brago longo do cromossomo Z e terminal do brago curto do cromossomo
W nas espécies P. moreirai e P. hilarii, além de 4 sitios adicionais em P. moreirai e 16

em P. hilarii (Figuras 4i, 4;).

Discussao

A familia Parodontidae tem taxonomia confusa, e muitos sdo o0s
questionamentos sobre o real agrupamento das espécies nos géneros desta familia.
Ingenito (2008) considerou o género Apareiodon sinénimo janior de Parodon.
Citogeneticamente, os géneros Parodon e Apareiodon possuem caracteristicas macro-

cariotipicas muito semelhantes: o ntiimero dipléide é de 54 cromossomos compostos
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basicamente por cromossomos meta-submetacéntricos (excecao de populagoes de A.
affinis), e presenca de heterocromatina centromérica em praticamente todos os
cromossomos do complemento e algumas heterocromatinas terminais (Moreira-Filho
et al 1984, Jesus & Moreira-Filho 2000a, Centofante et al 2002, Vicente et al 2003,
Bellafronte et al 2005, Vicari et al 2006). No entanto, algumas caracteristicas
cromossdmicas ndo sdo compartilhadas por todos representantes da familia. Entre
estas estdo a localizacdo dos sitios ribossomais, a ocorréncia de heteromorfismos de
cromossomos sexuais e a presenca do DNA satélite pPh2004. Estes marcadores
cromossomicos compartilhados por apenas algumas das espécies poderiam auxiliar
na interpretagao das relagOes filogenéticas entre os Parodontidae.

Em relagdo aos DNAs ribossomicos, os sitios detectados por Ag-RONs e sonda
de rDNA 18S estdo localizados na regido telomérica do brago longo de um grande
par cromossdmico subtelocéntrico de todas as espécies de Apareiodon ja estudadas
(Jesus e Moreira-Filho, 2000; Jorge e Moreira-Filho 2004, Rosa et al 2006, Vicari et al
2006). Por outro lado, no género Parodon, as RONs tém se mostrado como caracteres
espécie-especificos, localizados tanto em cromossomos subtelocéntricos, como em
cromossomos submetacéntricos (Vicente et al 2001; Centofante et al 2002; Bellafronte
et al 2005). Em Anostomidae, grupo irmdo de Parodontidae, o sitio das RONs se
localiza, na maioria das espécies, em regido terminal de um par
meta/submetacéntrico (Galetti et al 1991). Essa condicao é similar ao encontrado
para as espécies do género Parodon, com excecdo de P. nasus e todas as espécies de
Apareiodon estudadas, as quais apresentam sitios de rDNA 18S possivelmente em

localizacdo derivada para este marcador na familia Parodontidae.



80

A ocorréncia de sitios de rDNA 18S adicionais aqueles encontrados no par
subtelocéntrico, como visualizado neste estudo em A. vittatus e A. ibitiensis, podem
ter ser sido originados por eventos de dispersao das RONs por transposicdes ou
associagdes com movimentagdo da heterocromatina (Moreira-Filho et al 1984,
Schweizer e Loid 1987, Vicari et al 2008). No que se refere ao rDNA 5S, a localiza¢ao
proxima a regido centromérica de um par submetacéntrico é a mais comumente
verificada entre os parodontideos (Centofante et al 2002, Vicari et al 2006), marcacdo
que é homeodloga a encontrada em um par cromossémico da familia Anostomidae
(Martins, et al., 1999). Entretanto, sitios adicionais com localiza¢des variaveis podem
ocorrer em algumas espécies do género Parodon, além da provavel correspondéncia
entre os sitios de rDNA 185 e 55 com a heterocromatina GC-rica em alguns
representantes da familia (Vicente et al 2001, Bellafronte et al 2005, Vicari et al 2006).
Diante destes dados, é possivel inferir que a sintenia tDNA 18S e 55 é um caréter
apomorfico para P. nasus gerada por um evento de rearranjo cromossdmico do tipo
translocacao.

Dois sistemas de cromossomos sexuais distintos foram descritos em
Parodontidae. A espécie A. affinis, do alto Parand, apresenta um sistema de
cromossomos sexuais multiplos com heterogametia feminina, do tipo ZZ/ZW1W>
(Moreira-Filho et al 1980, Jesus et al 1999, Jorge & Moreira-Filho 2000). Por sua vez,
nas espécies P. hilarii, P. moreirai (citado como Parodon sp. por Centofante et al 2002),
A. vladii (citado como Apareiodon sp. por Rosa et al 2006), uma espécie de Apareidon
ainda ndo descrita (Apareiodon sp.), e Apareiodon ibitiensis ocorre um sistema de
cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW (Moreira-Filho et al 1993, Jesus &

Moreira-Filho 2000a, Centofante et al 2002, Vicente et al 2003, Rosa et al 2006, Vicari
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et al 2006, Bellafronte et al 2009; Vicari et al in press). Assim, enquanto em alguns dos
Parodontidae nao foi observado nenhum heteromorfismo de cromossomos sexuais,
as espécies que apresentam cromossomos sexuais diferenciados poderiam estar mais
relacionadas filogeneticamente. Diante destas condicoes Vicari et al (2006)
consideraram que se o sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW presentes em duas
espécies de Parodon e em trés de Apareiodon detém uma origem comum, a separacao
dos géneros Parodon e Apareidon, em sua atual delimitacdo, ndo poderia refletir a
realidade, e que as quatros espécies detentoras de tal sistema poderiam formar um
clado diferenciado em Parodontidae. No entanto, os mesmos autores ainda inferem a
possibilidade do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW ser resultado de uma
homoplasia para estes géneros.

Em muitas espécies de Coleoptera, Orthoptera, entre outros, onde ha uma
diversificacdo de sistemas de cromossomos sexuais, as ocorréncias de sistemas
multiplos sdo obrigatoriamente derivados de sistemas de cromossomos sexuais
simples (White 1973, Smith e Virkk 1978, Schneider et al 2006). No entanto, em
Parodontidae nao existem evidéncias que o sistema de cromossomos sexuais
27/7ZW1W> de A. affinis possa ser derivado do sistema simples ZZ/ZW. Nas cinco
espécies de Parodontidae que apresentam o sistema de cromossomos sexuais
77./7ZW, o cromossomo Z é um meta/submetacéntrico médio em tamanho, com um
bloco heterocromatico proximal do braco longo, que amplificou em tamanho para
diferenciar o cromossomo W (Centofante et al 2002, Vicente et al 2003, Rosa et al
2006, Vicari et al 2006, Bellafronte et al 2009, Vicari et al in press). Por sua vez, os
cromossomos W1 e W2 sdo possivelmente derivados de um processo de fissao

céntrica relacionado ao cromossomo 1 (Z) do cariétipo, seguido de inversdo
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pericéntrica (Moreira-Filho et al 1980, Jesus et al 1999, Jorge & Moreira-Filho 2000).
Diante da falta de homologia entre os sistemas de cromossomos sexuais simples e
multiplo de Parodontidae, ndo é possivel afirmar que estas seis espécies (A. affinis, A.
ibitiensis, Apareiodon sp., A. vladii , P. moreirai e P. hilarii) sejam estritamente
relacionadas. Sendo assim, outros estudos envolvendo a (s) familia (s) de DNA
repetitivo que estdo relacionadas com a diversificacdo do cromossomo W serdo
extremamente importantes no entendimento da evolugdo deste marcador
cromossomico entre os Parodontidae.

O mapeamento fisico da seqtiéncia pPh2004 sobre os cromossomos de P. hilarii
por Vicente et al (2003) evidenciou 16 sitios terminais em autossomos, além de estar
localizado nas regides terminais do brago longo do cromossomo Z e do brago curto
no cromossomo W (Figura 4j). Em P. moreirai este DNA satélite foi encontrado por
Centofante et al (2002) em quatro pequenos sitios terminais de autossomos, além de
estar situado nas regides terminais do brago longo do cromossomo Z e do brago curto
no cromossomo W (Figura 4i). No presente trabalho, as espécies A. ibitiensis,
Apareiodon sp., A. vladii, A. piracicabae e A. vittatus submetidas a FISH nao
evidenciaram o DNA satélite pPH2004 nos cromossomos. No entanto, foram
localizados seis sitios em A. affinis (par 2 e par 13), 10 sitios pPh2004 sobre os
autossomos de P. nasus e 2 sitios pP’h2004 em P. pongoensis (par 13) (Figuras 3 e 4).

De acordo com vdarios autores, as sequéncias de DNA satélite tém um
importante papel na evolugdo dos genomas por estar envolvido com rearranjos
cromossdmicos e a rdpida evolucdo desta fracao repetitiva promovendo movimentos
intragendmicos entre cromossomos ndo homologos e entre diferentes dominios

cromossdmicos (Wichman et al 1991, Slamovits et al 2001, Vicari et al 2008, Kantek et
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al 2009, Vicari et al in press). Do mesmo modo, o DNA satélite pPh2004 parece estar
atuando na diversificacdo do genoma das espécies de parodontideos que detém tais
sequéncias. As espécies P. moreirai e P. hilarii apresentam este DNA satélite em
regides terminais dos cromossomos Z e W, além de sitios em pares autossomicos. No
entanto, a amplificacdo da regido heterocromatica do cromossomo W nao esta
relacionada ao DNA satélite pPh2004. O mesmo ocorre em relacdo as espécies A.
ibitiensis, Apareiodon sp. e A. vladii, que nao possuem o DNA satélite pP’h2004, mas
apresentam o heteromorfismo de cromossomos sexuais ZW.

A andlise molecular das sequéncias repetitivas e seu mapeamento fisico nos
cromossomos de diferentes espécies tém se mostrado relevante como marcador
evolutivo (Saffery et al 1999, Lander et al 2001, Ugarkovic & Plohl 2002). O DNA
satélite pPh2004 tem sido localizado, até o presente momento, em todas as espécies
estudadas de Parodon: P. moreirai, P. hilarii, P. nasus e P. pongoensis, além da espécie
A. affinis (Centofante et al 2002, Vicente et al 2003, presente estudo). As demais
espécies de Apareiodon estudadas ndo apresentam este DNA satélite. Diante destes
dados, as espécies que compartilham o DNA satélite pPh2004 devem ter divergido
mais recentemente que as outras espécies que ndo a possuem. Assim, estas
sequéncias repetitivas poderiam ser utilizadas como marcadores filogenéticos (De La
Herran et al 2001). Um exemplo semelhante foi encontrado em espécies da familia
Sparidae, que possui, assim como Parodontidae, alguns conflitos quanto a sua
taxonomia. Segundo as caracteristicas morfologicas consideradas (padrdao de
denticdo), os Sparidae sdo tradicionalmente divididos em trés subfamilias:
Denticinae, Sparinae e Boopsinae. Entretanto, segundo analises filogenéticas

baseadas em duas familias de DNAs satélites, esta familia é composta por duas
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grandes linhagens distintas (De La Herran et al 2001). Nesse sentido, é possivel
inferir que as espécies que possuem o DNA satélite pP’h2004 (A. affinis, P. moreirai, P.
hilarii, P. nasus e P. pongoensis) tém divergido mais recentemente e sdo mais
estritamente relacionadas entre os Parodontidae.

Em conclusdao, os marcadores cromossomicos podem ser utilizados em
estudos para o agrupamento das espécies de Parodontidae. As localizacdes dos sitios
de DNATr 18S no par subtelocéntrico de todas as espécies de Apareiodon pode ser
considerada sinapomorfica para a familia quando comparada com o grupo irmao,
além disso a localizacdo do rDNA 5S em regido proximal do braco curto de um par
submetacéntrico pode ser um cardter conservado em parodontideos. A origem e a
diversificacdo dos cromossomos sexuais na familia necessitam ainda de estudos para
a identificacdo do DNA repetitivo que diferenciou o cromossomo W. No entanto,
com o marcador cromossomico de DNA satélite pPh2004 é possivel inferir que as
espécies A. affinis, P. moreirai, P. hilarii, P. nasus e P. pongoensis formam um clado
diferenciado em Parodontidae em relagdo as demais espécies de Apareiodon

estudadas.
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Tabela I - Pontos de amostragem e distribuicao nas bacias das espécies estudadas de

Parodontidae.

Espécie Ponto de amostragem Bacia hidrografica Exemplares
A. affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 73,102
A. ibitiensis Ribeirdo Araras (MG) Sao Francisco 84,99

Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 53,79

Apareiodon sp. Rio Tibagi (PR) Alto Parana 233,189
A. vladii Rio Piquiri (PR) Alto Parana 123,14 9
A. piracicabae Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 173,11 %
A. vittatus Rio Jordado (PR) Iguacu 33;5¢%
P. nasus Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 133,16 %
P. pongoensis Rio Taquaralzinho (MT) Araguaia 43,3%

Museu Nacional do Rio de Janeiro/UFR]. Rio de Janeiro, Brazil.
Vouchers numbers: 31428; 32711; 32741; 32766; 33543; 33544; 33545; 33713; 35633;
35634; 35635; 35636; 35640.
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Figura 1 - Cari6tipos de espécies de Parodontidae submetidos ao bandamento-C: em
(a) macho de A. affinis, em destaque os cromossomos sexuais ZW1W> das fémeas; em
(b) macho de A. ibitiensis; em destaque par sexual ZW das fémeas; em (c) cariétipo
homomorfico representativo de A. piracicabae e; (d) cariétipo homomorfico
representativo de A. vittatus. Barra= 5 pm.
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Figura 2- Cariétipos de espécies de Parodontidae submetidos a FISH para localizagao
dos sitios de rDNA: em (a) caridtipo de exemplar macho de A. affinis submetido a
FISH com sonda de rDNA 5S; (b) destaque para os pares portadores das RONs pelo
nitrato de prata e FISH com sonda de rDNA 18S; em (c) cariétipo de exemplar macho
de A. ibitiensis submetido a FISH com sonda de rDNA 5S; (d) destaque para os pares
portadores das RONs pelo nitrato de prata e FISH com sonda de rDNA 18S para a
populacdo de A. ibitiensis do rio Sao Francisco; em (e) destaque para os pares
portadores das RONs pelo nitrato de prata e FISH com sonda de rDNA 18S para a
populacdo de A. ibitiensis do alto rio Parana; (f) cariétipo de exemplar macho de A.
piracicabae submetido a FISH com sonda de rDNA 5S; (g) destaque para o par
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portador das RONs pelo nitrato de prata e FISH com sonda de rDNA 18S; em (h)
cariotipo de exemplar fémea de A. vittatus submetido a dupla FISH com sondas de
rDNA 185 (verde) e rDNA 5S (vermelho); (i) variacdo do namero de sitios de rDNA
18S em A. vittatus e; em (j) caridtipo de exemplar fémea de P. pongoensis submetido a
dupla FISH com sondas de rDNA 18S (verde) e rDNA 5S (vermelho). Barra= 5 um.
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Figura 3 - Caridtipos de espécies de Parodontidae submetidos a FISH com sonda do
DNA satélite pP’h2004: em (a) cariétipo de exemplar fémea de A. affinis evidenciando
sitios pPh2004 nos pares 2 e 14; em (b) cariétipo de exemplar macho de P. nasus
mostrando sitios pPh2004 nos pares 6, 13, 26 e 27 e; em (c) exemplar fémea de P.
pongoensis evidenciando o par 13 com sitios de DNA satélite pPh2004. Barra= 5 pm.
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Figura 4 - Idiogramas representativos dos marcadores cromossomicos de
ntmero/férmula cromossémica, presenca/auséncia de cromossomos sexuais,
heterocromatina constitutiva (preto), sitios de rDNA 55 (vermelho); sitios de rDNA
18S (verde) e, sitios do DNA satélite pPh2004 nas espécies da familia Parodontidae.
Em (a) fémea de A. affinis evidenciando a situacdo heteromoérfica para os
cromossomos sexuais ZWi1Wp; (b) fémea de A. ibitiensis (Ribeirdo Araras -MG)
mostrando o par sexual ZW; (c) variagdo dos cromossomos com sitios adicionais de
rDNA 185 em A. ibitiensis (rio Passa Cinco - SP); (d) fémea de Apareiodon sp.
evidenciando o par ZW; (e) fémea de A. vladii evidenciando o par ZW; (f) situacdo
homomorfica de A. piracicabae; (g) situacdo homomorfica de A. vittatus; (h) variacdo
interindividual de sitios de rDNA 185 em A. vittatus; (i) fémea de P. moreirai
evidenciando o par sexual ZW; (j) fémea de P. hilarii evidenciando o par sexual ZW;
(1) situagdo homomorifca de P. nasus; (m) situacdo homomorfica de P. pongoensis.
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Capitulo 3 - Identificacao de espécies de peixes invasoras em
decorréncia de conexdes entre bacias hidrograficas. Contribuicao

citogenética.

Resumo

Foram realizadas andlises cromossomicas em algumas espécies de peixes, em
uma regido impactada pela conexdo entre duas bacias hidrograficas distintas, onde
um rio, originalmente pertencente a bacia do rio Parana, foi transposto para a bacia
do rio Sao Francisco, no Estado de Minas Gerais, Brasil. O objetivo proposto foi o de
avaliar a dispersdo e a ocorréncia de espécies invasoras de uma bacia hidrografica
para outra, e a conseqiiente nova distribuicdo geografica de espécies previamente
isoladas entre si. Foram estudadas espécies das familias Parodontidae (Apareiodon
piracicabae, A. ibitiensis, Parodon hilarii e P. nasus), Sternopygidae (Eigenmannia
virescens ) e Gymnotidae (Gymnotus sylvius). As quatro espécies de Parodontidae
apresentaram 2n=54 cromossomos, mas com estrutura cariotipica espécie-especifica,
incluindo a presenca de sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW em A.
ibitiensis e P. hilarii. Dois cariomorfos distintos (A e B) foram identificados para E.
virescens, embora apresentando o mesmo ntmero dipléide 2n=38 cromossomos. G.
sylvius apresentou 2n=40 cromossomos. P. hilarii e E. virescens (cariomorfo B) sdo
consideradas espécies nativas para a bacia do rio Sdo Francisco, enquanto que A.
piracicabae, A. ibitiensis, E. virescens (cariomorfo A) e G. sylvius sao espécies conhecidas
para a bacia do rio Paran4, e P. nasus para a bacia do Parana-Paraguai. Assim sendo,
a presenca dessas tltimas espécies na bacia do Sao Francisco indica que as mesmas se
dispersaram da bacia do rio Parana para a bacia do rio Sdo Francisco, em decorréncia

da transposicao de rio previamente ocorrida, podendo ser portanto consideradas
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como espécies invasoras nesta bacia. Outros eventos que provavelmente podem estar

implicados nesta dispersao sao também discutidos.

Introducgao

O Brasil destaca-se pela riqueza e diversidade de sua fauna de peixes,
registrando mais de 2.500 espécies vélidas de dgua doce (Buckup et al. 2007). De
maneira geral, pode-se afirmar que cada bacia fluvial brasileira possui uma fauna
propria de peixes, associada a um nimero maior ou menor de formas semelhantes
entre elas (Menezes 1970). Esta particularidade originou-se de uma série de fatores
histéricos, em paralelo a aptidao das espécies para colonizar e persistir em um
determinado local. Por sua vez, as barreiras geograficas naturais, impedindo a troca
de espécies entre regides, produzem distintas biotas aquéticas entre as diferentes
bacias hidrograficas (Rahel 2002). Eventos de captura de cabeceiras e &guas
emendadas tém sido também sugeridos para explicar a distribuicdo da ictiofauna em
alguns casos particulares (Menezes 1970; Moreira-Filho & Buckup 2005). Por sua vez,
atividades antrépicas, como a pesca, o escape de fazendas pesqueiras e a
transferéncia de corpos d’agua pela construcdo de barragens, tém proporcionado
alternativas para que os peixes possam ultrapassar barreiras naturais, facilitando
assim sua dispersao na natureza (Elvira & Almodévar 2001; Rahel 2002).

Na década de 1960, o rio Piumbhi, originalmente pertencente a bacia do Alto rio
Parand, foi transposto para a bacia do rio Sao Francisco, devido a construcdo do
reservatorio de Furnas. Antes da transposicao existia um pantanal associado ao rio
Piumhi, chamado Pantanal do Cururu. Alguns dos tributérios do rio Piumhi (ou seja,

corregos da Onga, Mutuca e do Cervo) ndo desaguavam no curso principal do rio,
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mas fluiam dentro da grande area deste pantanal (Moreira-Filho & Buckup 2005).
Um sistema de drenagem foi efetuado na regido deste pantano, por onde corria o
leito do rio Piumbhi e suas lagoas marginais, o que alterou o seu curso, canalizando e
efetivando a transposicdo de suas dguas e as do pantano para a margem direita do
rio Sdo Francisco (Moreira-Filho & Buckup 2005). Tal evento provavelmente
possibilitou a mistura da fauna de peixes do rio Piumhi, bem como a de banhados,
lagos e tributarios associados com a ictiofauna da bacia do Sado Francisco.
Previsivelmente, este fato deve ter ocasionado um grande impacto na atual
composicao ictiofaunistica dessa tultima bacia (Moreira-Filho & Buckup 2005),
possibilitando a coexisténcia de algumas espécies de peixes que se encontravam em
alopatria, bem como possiveis ocorréncias de competicdo, predacdo, parasitismo e a
hibridagao interespecifica.

Nas tltimas décadas, os estudos citogenéticos vém contribuindo extensamente
com a ictiologia Neotropical, fornecendo informacdes tuteis para os estudos
taxonomicos, evolutivos, filogenéticos e na caracterizacdo de complexos de espécies
(Bertollo et al. 1986). O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
cromossomicamente algumas espécies de peixes presentes na regido de transposicao
do rio Piumhi (bacia do rio Sdo Francisco), buscando evidéncias sobre possivel
invasdo e dispersdo de espécies em conseqiiéncia dessa transposigdo, e sua possivel

influéncia na composigao ictiofaunistica dessa bacia.

Material e Métodos
Foram analisadas as seguintes espécies de peixes: Apareiodon piracicabae

Eigenmann 1907, A. ibitiensis Campos, 1944, Parodon nasus Kner, 1859, P. hilarii
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Reinhardt 1866 (Characiformes, Parodontidae); Eigenmannia virescens Valenciennes
1842 (Gymnotiformes, Sternopygidae) e Gymmnotus sylvius Albert & Fernandes-
Matioli, 1999 (Gymnotiformes, Gymnotidae) provenientes das bacias do rio Sao
Francisco -Estado de Minas Gerais, Brasil, na regido da transposicdo do rio Piumhi e
do Alto rio Parana - Estado de Sdo Paulo, Brasil (Figura 1). As localidades das coletas,
bem como o ntmero de espécies analisadas, constam da Tabela 1.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células renais, de acordo
com a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978). Fishes were anesthetized with
clove oil according to Henyey et al. (2002). As regides organizadoras de nucléolos
(NORs) foram detectadas pela impregnacao com nitrato de Prata (AgNORs), de
acordo com Howell & Black (1980). Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a),
conforme a relacdo de bragos (Levan et al. 1964). Os cromossomos m e sm foram
reunidos em um tUnico grupo, considerando que varios cromossomos,
principalmente entre os Characiformes, apresentaram uma razao de bragos que
poderia classifica-los tanto como m como sm. Pelo mesmo motivo, os cromossomos
st e a foram também agrupados nos Gymnotiformes. Assim sendo, além de
padronizar o cariétipo para as espécies dessas duas ordens, procurou-se eliminar
uma possivel ambigiiidade na classificagdo dos cromossomos. Na organizacdo do

cari6tipo os cromossomos foram dispostos em ordem decrescente de tamanho.

Resultados
Os dados cromossdmicos obtidos permitiram identificar os seguintes

caracteres diagnosticos para cada uma das espécies analisadas:
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A - Familia Parodontidae

Parodon nasus - Numero dipléide 2n=54 cromossomos, em ambos os sexos, com
caridtipo composto por 24 pares m-sm e 3 pares st, sem cromossomos sexuais
diferenciados (Fig. 2). As AgNORs foram localizadas na regido terminal do braco
longo do par cromossdémico st n® 25 (Fig. 2 - box), em correspondéncia com uma

constri¢ao secundaria ai localizada.

Parodon hilarii - Numero dipléide 2n=54 cromossomos, em ambos os sexos. O
cari6tipo dos machos apresentou 27 pares m-sm. O caridtipo das fémeas evidenciou
26 pares m-sm, além de um cromossomo sm de tamanho médio e um st de tamanho
grande, sem homologos. Estes dados caracterizam um sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW, onde o cromossomo st grande, caracteristico das fémeas,
corresponde ao cromossomo W, enquanto que o cromossomo sm médio, também
presente no cariétipo dos machos (par 13), corresponde ao cromossomo Z (Fig. 2). As
AgNORs foram localizadas na regiao terminal do brago longo do par m n° 15 (Fig. 2

- box) ), em correspondéncia com uma constri¢ao secundaria af localizada.

Apareiodon ibitiensis - Numero dipléide 2n=54 cromossomos em ambos os sexos. O
cariotipo dos machos apresentou 25 pares m-sm e 2 pares st, enquanto nas fémeas
ocorrem 24 pares m-sm, 2 pares st, além de um cromossomo sm de tamanho grande e
um m de tamanho médio, sem homoélogos. Assim sendo, esta espécie também
apresenta um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, onde o cromossomo sm

grande, caracteristico das fémeas, corresponde ao cromossomo W e o m médio,
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também presente no caridtipo dos machos (par 18), corresponde ao cromossomo Z
(Fig. 2). As AgNORs foram localizadas na regido terminal do braco longo do par st n°

26 (Fig. 2 - box) ), em correspondéncia com uma constri¢ao secundaria af localizada.

Apareiodon piracicabae - Ntumero dipléide 2n=54 cromossomos em ambos 0s sexos,
com cariétipo constituido por 26 pares m-sm e 1 par st, sem cromossomos sexuais
diferenciados (Fig. 2). As AgNORs foram localizadas na regido terminal do braco
longo do par st n° 27 (Fig. 2 - box), em correspondéncia com uma constri¢do

secundaria ai localizada.

B - Familia Sternopygidae

Eigenmannia virescens apresentou dois cariomorfos (formas de cariétipos distintos)
bem diferencidveis, embora apresentando o mesmo numero dipléide de
Cromossomos:

Cariomorfo A (Ribeirdo das Minhocas): nimero dipléide 2n=38 cromossomos em
ambos 0s sexos, com cariétipo composto por 8 pares m-sm e 11 pares st-a, sem
cromossomos sexuais diferenciados (Fig. 3). As AgNORs foram localizadas em todo

braco curto do par a n° 15 (Fig. 3- box).

Cariomorfo B (Ribeirdo dos Patos): nuamero dipléide 2n=38 cromossomos para
ambos os sexos. O cariétipo dos machos é composto por 11 pares m-sm e 8 pares st-a,
enquanto que o cariétipo das fémeas apresentou 11 pares m-sm e 7 pares st-a, além
da ocorréncia adicional de um cromossomo m e um cromossomo a, ambos de

tamanho médio, sem homologia, constituindo um provavel sistema de cromossomos
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sexuais ZZ/ZW (Fig. 3). Entretanto, ndo foi possivel identificar com precisdo os
cromossomos Z e W entre os demais do cariétipo. As AgNORs localizaram-se em

todo brago curto do par a n° 17 (Fig. 3 - box).

C - Familia Gymnotidae

Gymnotus sylvius - namero dipléide 2n=40 cromossomos para machos e fémeas,
com cariétipo composto por 8 pares m-sm e 2 pares st-a, Sem Cromossomos sexuais
diferenciados (Fig. 3). As AgNORs foram localizadas no braco curto do par st n° 20

(Fig. 3 - box), em concordancia com a constri¢cdo secundéria ai localizada.

Discussao

A integridade dos ecossistemas aquaticos vem sendo desafiada mundialmente
pelas espécies de peixes invasoras. Desta forma ha uma necessidade crescente de
compreender os processo de invasdo e as diferencas ecoldgicas entre as espécies
nativas e invasoras, e assim predizer os efeitos decorrentes desse processo (Moyle &
Light 1996; Alcaraz et al. 2005). Em alguns casos, as espécies invasoras podem alterar
o ambiente de tal forma que espécies nativas tém seu numero drasticamente
reduzido (Agostinho et al. 2003) ou até mesmo se extinguir (Goldshmidt et al. 1993).
Entretanto, existem exemplos de invasores que se estabelecem de tal forma que nao
provocam a extingdo de organismos nativos, integrando-se na biota local (Moyle &
Light 1996).

Espécies de peixes invasoras vém sendo detectadas em alguns rios do Brasil,
principalmente em decorréncia de alteragdes ambientais antropicas (Agostinho &

Julio Jr 2002; Pazza & Julio Jr. 2003; Margarido et al. 2007). Das quatro espécies de
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Parodontidae ora analisadas, apenas P. hilarii é endémica para a bacia do rio Sao
Francisco. Assim sendo, A. piracicabae, A. ibitiensis e P. nasus, originalmente_descritas
para a bacia do rio Parana, podem ser consideradas invasoras na bacia do Sdo
Francisco. Em um dos afluentes do rio Sao Francisco (ribeirdo das Araras), na area da
transposigdo do rio Piumhi, foi detectada simpatria e sintopia entre A. ibitiensis, P.
nasus e P. hilarii. Particularmente P. nasus e P. hilarii, embora morfologicamente muito
semelhantes, sdo cromossomicamente bem distintas, caracteristica esta importante
para o isolamento reprodutivo e coexisténcia simpatrica entre essas espécies. Por
outro lado, também é importante considerar que o comportamento reprodutivo dos
Parodontidae pode ser também diferenciado. Assim, por exemplo, A. affinis, A.
ibitiensis e P. nasus mostram diferencas no periodo de reproducao, estendendo-se de
julho a outubro para A. ibitiensis, de setembro a novembro para A. affinis e de
setembro a dezembro para P. nasus, além de diferengas quanto a fecundidade média
(Barbieri et al. 1983; Barbieri et al 1985), enquanto que em A. piracicabae o periodo de
desova ocorre nos meses de abril e maio (Sazima 1980). Portanto, um conjunto de
parametros distintos, como cromossomicos, dindmica reprodutiva, e provavelmente
também ecoldgicos, pode explicar a coexisténcia simpétrica e sintopica das espécies
de Parodontidae, possivelmente isoladas por mecanismos pré- e pés-copulatorios.

Os resultados obtidos para o cariomorfo A de E. virescens, com auséncia de
cromossomos sexuais, sdo semelhantes aos encontrados em uma populacdo do rio
Mogi-Guacu, na bacia do Alto Parand (Almeida-Toledo et al. 2001). Ja os dados
apresentados pelo cariomorfo B, com presenca de cromossomos sexuais ZZ/ZW, sao
semelhantes aos da populagao caracteristica do no rio Sao Francisco (Almeida-Toledo

et al. 2002). Paralelamente, foi também foi demonstrada a ocorréncia de G. sylvius na
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bacia do rio Sdo Francisco. Esta espécie, assim como o cariomorfo A de E. virescens, é
caracteristica da bacia do Alto rio Paranad (Albert et al 1999), e ndo havia sido até
entdo registrada a sua ocorréncia na bacia do Sdo Francisco, onde apenas a espécie
congenérica G. bahianus (Albert & Crampton, 2003) era conhecida (citado como G.
carapo por Britski et al 1988). Assim sendo, G. sylvius, bem como o cariomorfo A de E.
virescens, devem também representar formas invasoras na bacia do Sao Francisco.

Eigenmannia virescens, G. silvius, assim como as algumas espécies de
Parodontidae, apresentam dificuldades taxondmicas devido a auséncia de
caracteristicas morfoloégicas e meristicas conspicuas que possibilitem uma boa
diferenciacdo entre espécies/populacdes desses grupos. Entretanto, caracteristicas
cromossOmicas, assim como marcadores moleculares, podem ser facilmente
empregadas para caracterizar esses grupos com precisdo, como é o caso dos
resultados ora apresentados demonstrando a utilidade desses marcadores como
ferramentas adicionais para uma boa identificacdo de espécies/populacdes de
Parodontidae, Gymnotidae e Sternopygidae, e a conseqiiente caracterizacdo de
grupos que ora fazem parte da ictiofauna da bacia do Sdo Francisco, mas que
representam grupos invasores provenientes da bacia do Alto rio Parana.
Paralelamente aos nossos resultados, outras espécies dos géneros Hoplias (Blanco et
al. 2009) e Astyanax (Peres et al. 2009) ja4 foram também caracterizadas como
invasoras na bacia do rio Sdo Francisco, corroborando assim os dados ora
apresentados.

Mediante aos resultados obtidos no presente trabalho, duas condicoes
distintas podem explicar a migracdo de espécies da bacia do alto rio Parand para a

bacia do rio Sdo Francisco. A primeira delas, de origem antrépica, inevitavelmente
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favoreceu este processo pela transposicdo do rio Piumhi (Moreira-Filho & Buckup
2005). A segunda delas, devida a eventos naturais, pode igualmente ter tido também
influéncia nessa troca de ictiofauna. Tal proposicdo encontra respaldo na anélise de
antigas cartas cartogréficas, onde pode se verificar que as nascentes de alguns
tributdrios da margem esquerda do rio Piumhi e do antigo pantanal da regido
apresentavam uma distancia de apenas 400m a 1 km dos afluentes da margem direita
do Sdo Francisco, além de altitudes similares, com cerca de 800m. Assim sendo, é
perfeitamente plausivel que, em épocas de cheias, tenham ocorrido conexdes entre as
bacias do Alto Parana e Sao Francisco através do pantanal, possibilitando uma
provavel rota migratéria para os peixes, conforme também destacado por Blanco et
al. (2009) para espécies do género Hoplias. Registros da ocorréncia de A. piracicabae no
rio Sdo Francisco, anterior a transposicdo, corroboram perfeitamente esta hipotese.
Doze exemplares de A. piracicabae, que fazem parte do acervo do Museu da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (lote MNR] 6149), foram coletados nesta
bacia em 1942, portanto em um periodo anterior ao da transposi¢do do rio Piumhi.
Contudo, P.nasus e G. silvius ainda nado tinham sido constatadas para a bacia do S.
Francisco (Buckup et al. 2007), Sendo assim, os dados agora apresentados
correspondem as primeiras citagdes dessas espécies para esta bacia.

Assim, podemos concluir que tanto a transposicdo do rio Piumhi, bem como a
via migratéria natural pelo antigo pantanal, sdo perfeitamente plausiveis como rotas
de transferéncia de P. nasus, A. piracicabae, A. ibitiensis, E. virescens (cariomorfo A) e G.
sylvius da bacia do Alto rio Parana para a bacia do rio Sao Francisco. De fato, as

caracteristicas cromossOmicas espécies-especificas foram conclusivas quanto a
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identificacdo dessas espécies/populacdes, fornecendo claras evidéncias sobre a

invasdo desses grupos na bacia do Sao Francisco.
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Figura 1 - Mapa do Brasil ressaltando as grandes bacias hidrogréficas do sistema
Parana e Sao Francisco, e no detalhe a drea de transposicdo do rio Piumhi. Os
simbolos representam as espécies coletadas: tridngulo para Parodon nasus; circulo
para Parodon hilarii; losango para A. ibitiensis; quadrado para A. piracicabae; estrela de
quatro pontas cheia para Eigenmannia virescens cariomorfo A; estrela de quatro
pontas vazia para Eigenmannia virescens cariomorfo B e estrela de cinco pontas para
G. sylvius.
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Figura 2- Cariétipos de P. nasus, P. hilarii, Apareiodon ibitiensis e A. piracicabae corados
com Giemsa. Nos respectivos box estao representados as AgRONS.
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Figura 3 - Carié6tipos de Eigenmannia virescens cariomorfo A, E. virescens cariomorfo B
evidenciando os cromossomos sexuais Z e W, e Gymnotus sylvius. Nos respectivos
box estdo representados as AgRONSs.
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Conclusdes e Consideracdes Finais

I - Sistemav de cromossomoy sexuais ew Aparecodon coiliensis

Estudos citogenéticos realizados em A. ibitiensis do alto Parana (Moreira-Filho
et al 1985) e em Apareiodon sp. A do Sdo Francisco (Jesus 1996, Jesus e Moreira-Filho
2000a) nao demonstraram a presenca de cromossomos sexuais simples do tipo
Z27/7ZW, apesar da suspeita de algumas diferencas no padrao de bandamento C
nesta espécie (Jesus 1996). No presente trabalho, a adaptacdo e a utilizagdo da técnica
de bandamento C corada com fluorocromo Iodeto de Propidio foram extremamente
relevantes na identificagdo das bandas heterocromaticas no complemento
cromossdmico, principalmente a heterocromatina mais pélida presente no brago
longo do cromossomo W, quase imperceptivel quando corada com a Giemsa. Desta
forma, esta técnica foi mais resolutiva na identificacdo dos cromossomos sexuais e
possibilitou a descrigao do sistema sexual do tipo ZZ/ZW em A. ibitiensis.

Em relacdo a presenca de um sistema de cromossomos sexuais do tipo
727/ ZW em Parodontidae, segundo Vicari et al (2006), este sistema pode ndo ser um
estado apomoérfico para Parodon e Apareiodon, e provavelmente possui uma origem

comum dentro da familia.
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II - Caracterigacio do padivdo de distribuicio- dosy DNAs
ribosséomicos 18S em Pawodontidae

As regides organizadoras de nucléolo, determinadas pelas técnicas de
AgRONSs e FISH com sonda de DNAr 18S pode ser considerado, de maneira geral,
um caréter conservado na maioria das espécies de Parodontidae, entretanto algumas
variagdes podem ser observadas em A. affinis, A. piracicabae e A. ibitiensis.

Populacdes de A. affinis das bacias do baixo rio Parana (Argentina) e rio
Paraguai (Jesus & Moreira-Filho 1999, Jorge e Moreia-Filho 2000, Jorge e Moreira-
Filho 2004) sdo caracterizadas por possuirem regides organizadoras de nucléolos em
Cromossomos acrocéntricos, pois apresentam polimorfismo estrutural originado por
inversdes pericéntricas. Em A. piracicabae, polimorfismo caracterizado por RONs
intercalares em um par cromossdmico subtelocéntrico pode ser verificado, resultado
de uma inversdo paracéntrica. Ja em A. ibitiensis, polimorfismo envolvendo eventos
de dispersado pode ter originado sitios adicionais. No presente trabalho, nenhuma das
populacdes analisadas de A. piracicabae revelaram polimorfismo de RONs e na
populacdo de A. affinis ndo foi verificada a presenga de cromossomos acrocéntricos.

Como outros grupos externos de peixes, como Anostomidae e Curimatidae,
assim como as demais espécies de Parodontidae apresentam RONs em cromossomos
com dois bragos, na regido terminal e em apenas um par de cromossomos. A
presenca das RONs em cromossomos acrocéntricos como em A. affinis, de forma
intercalar como em A. piracicabae e a presenca de até oito cromossomos como em A.
ibitiensis, indicam uma condigdo derivada par este do grupo de peixes. Desta forma,
o padrdo de distribuicdo das RONs ndo pode ser considerado tdo conservado em

Parodontidae.
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III - Cawracterigacio do padrdo de distribuicio dos DNAs
ribossédmicoy 5S emv Parodontidae

A hibridagdo com sonda de DNA ribossomico 5S se comporta de maneira
distinta ao DNA ribossémico 18S. Apesar de estar localizado, assim como a maioria
das espécies de peixes, na posicdo intersticial dos cromossomos e em um ou dois
pares (Martins e Wasko 2004), em todas as espécies analisadas até o momento de
Parodontidae, este gene estd localizado em pares cromossdmicos distintos. Desta
forma, o gene ribossomal 55 é considerado um relevante marcador citotaxonémico

para a familia.

IV - DNA satélite no awridio- das relagses flogenéticas emv
Parodontidae

Em relacdo ao padrao de distribuicao do DNA satélite pP’h2004 (Vicente et al
2003), todas as espécies de Parodon analisadas até o momento: P. nasus, P. hilarii. P.
pongoensis e P. moreirai possuem fortes marcagdes em diversos cromossomos. Ja nas
espécies de Apareiodon analisadas no presente trabalho: A. ibitiensis, A. piracicabae, A.
vladii e Apareiodon sp. nenhum sitio contendo esta familia de DNA satélite foi
detectado. Entretanto, foi observado em A. affinis (bacia do alto rio Parand) resquicios
deste DNA satélite. Este fato poderia sugerir que as espécies que ndo compartilham o
DNA satélite pPh2004 podem ser formas derivadas, através de alteracdes ocorridas
ou até mesmo perda deste DNA.

A auséncia de dentes no genro Apareiodon é considerada uma situagdo

derivada em comparagdo aos demais géneros da famila Parodontidae. Assim, estudos
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concomitantes utilizando DNA satélites e osteoldgicos poderiam ser utilizados nas analises
cladisticas.

Os estudos apresentados neste trabalho com DNA satélite indicam dois agrupamentos,
a presenca deste DNA em todas espéecies do género Parodon e a auséncia em quase a
totalidade das espécies analisadas do género Apareiodon, sugerindo a manutencdo destes

géneros.

V _ A presenca de Apareiodow ibitinsisy na baciav do- rio- Sdo-
Froncisco-

Apareiodon sp. A (Britski, 1988) era considerada uma nova espécie para a bacia
do rio Sao Francisco. Exemplares de duas populacdes originadas do rio Piumhi e da
regiao de Trés Marias foram analisadas no presente estudo e demonstraram possuir
as mesmas caracteristicas cromossomicas de Apareiodon ibitiensis da bacia do Alto
Parand, confirmando a verdadeira identidade dos exemplares que compdem as
populacdes do rio Sdo Francisco. Pavanelli (2003) e Buckup (2007), em revisdes
taxondmicas, ja haviam relatado a presenca desta espécie para bacia do rio Sao

Francisco.

VI - Inwvasdio- de espécies de Parodontidae atrovés dav Trasnposicio-
do- rio-Puvmhis
Apés a caracterizagdo cromossOmica e confirmagdo das espécies Apareiodon

ibitiensis, Apareiodon piracicabae e Parodon nasus em distintas localidades da bacia do

rio Sdo Francisco (regides de Trés Marias e de transposicdo do rio Piumbhi), foi
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possivel fazer um rastreamento citogenético das espécies de Parodontidae nesta bacia
hidrogréfica.

Por sua vez, a deteccdo e do rastreamento das espécies A. ibitiensis, A.
piracicabae e P. nasus pode ser justificada através de conexdes naturais e antrépicas
entre as bacias do alto rio Parand e do rio Sao Francisco. A conexao natural
provavelmente pode ter ocorrido através do Pantanal do Piumhi nas épocas das
cheias, pode ter servido de rota migratéria para estes peixes, bem como a conexao
antropica através da transposicdo do rio Piumbhi.

Das trés espécie encontradas em simpatria no ribeirdo Araras (regido de
transposicao), duas delas - Parodon nasus e P. hilarii sdo morfologicamente
semelhantes, entretanto, cromossomicamente distintas.

Ressalta-se que em revisao recente Pavanelli (2007) nao foi incluido Parodon
nasus para a bacia do rio Sdo Francisco. Somente apds o desenvolvimento do presente
trabalho foi possivel certificar da presenga desta espécie para afluentes do alto Sao
Francisco. Taxonomistas analisando estas duas espécies pretendiam considerar P.
hilarii como sinonimia de P. nasus, por ndo obterem caracteristicas morfoldgicas
concisas para diferenciacdo destas duas espécie. Entretanto, apds se familiarizarem
com as grandes divergéncias cromossOmicas e as pequenas diferencas morfolégicas
entre estas duas entidades, optaram por manté-las como espécies distintas. Este é um
exemplo da importancia da citogenética como ferramenta na diferenciacdo de

espécies morfologicamente semelhantes, denominadas como cripticas.
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VII - Inwasdo de espécies de Gymnotiformes através dov
Trasnposicio- do-rio- Piuumhi

No presente estudo, o citétipo A de Eigenmannia virescens e Gymnotus sylvius,
encontradas apenas na bacia do alto rio Parand foram identificadas na bacia do rio
Sao Francisco, assim como algumas das espécies de Parodontidae.

Dois citétipo de E. virescens foram encontradas na bacia do rio Sao Francisco e
nao foi detectada a simpatria entre elas em nenhum dos pontos de coleta. Entretanto,
G. sylvius foi detectada em simpatria com os diferentes citétipos de E. virecens, além
de possuir uma maior dispersdo, sendo encontrado em um maior ntmero de rios.
Diferentemente das eigenmannias, espécies do género Gymnotus sdo encontrados
frequentemente em simpatria em diferentes bacias hidrogréficas (Crampton et al
2005).

A citogenética aqui também foi de relevante importancia na identificacdo e no
rastreamento de diferentes citétipos de E. virescens, considerado um “complexo de
espécies”, e portanto morfologicamente idénticos, e de G. sylvius, também muito
semelhante a G. carapo (= G. paraguensis). Ressalta-se que este trabalho, trata-se da
primeira identificagdo registrada de G. sylvius para a bacia do rio Sdo Francsisco.
Conexdes naturais através do Pantanal do Piumhi e a conexdo antrdpica através da
transposicdo contribuiram para a transferéncia de espécies de Gymnotiformes da

bacia do alto rio Parana para a bacia do rio Sao Francisco.
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