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Resumo

A transposicao do rio Piumhi ocasionou a introducdo de diversas espécies aquaticas na bacia do
Sdo Francisco. Espécies como Leporinus octofasciatus e Parodon nasus que eram restritas a
bacia Alto Parana estdo agora presente na bacia do Sao Francisco. Entretanto, a identificagdao dos
invasores nem sempre pode ser feito através de caracteres morfologicos. Isso fica evidente nos
casos onde as espécies invasoras sdo cripticas de espécies nativas, ou quando ocorre introducao
de uma espécie que ja possui populagdo residente. Assim, o presente trabalho teve com objetivo
caracterizar ¢ mapear a dispersao de algumas espécies invasoras na bacia do Sdao Francisco
utilizando marcadores citogenéticos. Foram analisadas populagdes de Astyanax altiparanae, A.
fasciatus e A. lacustris. Foi evidenciada grande similaridade cromossomica entre as espécies
cripticas A. altiparanae e A. lacustris além de polimorfismo cromossdmico onde as duas espécies
estdo em simpatria sugerindo ocorréncia de hibridacao. Por outro lado, foram verificadas entre as
populagdes de A. fasciatus das bacias do Alto Parana e Sdo Francisco diferenciagdes quanto a
quantidade e distribuicdo de bandas C, sitios de DNA satélite AS-51, sitios de Ag-NORs, sitios
de rDNA 18S e rDNA 5S. Esses marcadores cromossdmicos permitiram diferenciar espécimes
invasores provenientes da bacia do Alto Parand na bacia do Sdo Francisco. Nao foram
encontrados espécimes com caracteristicas cromossdmicas intermediarias entre as populacdes
nativas e introduzidas. Tal fato sugere que as populagdes do Alto Parand podem constituir uma

espécie distinta.

Palavras chave: Citogenética de peixes; transposi¢cdo do rio Piumhi; rio Sao Francisco;

Characidae.



Abstract

The transposition of the Piumhi River caused the introduction of many aquatic species in the Sao
Francisco basin. Species previously restricted to the Upper Parana basin, such as Leporinus
octofasciatus and Parodon nasus, are now present in the Sdo Francisco basin. However, the
morphological identification of the invaders is not always possible. This becomes evident in the
cases where the invading species are cryptic of native species, and when the newly introduced
species already has a resident population. Therefore, the present work had the objective of
characterizing and mapping the dispersion of a few invader species in the Sao Francisco basin
using cytogenetic markers. Populations of Astyanax altiparanae, A. fasciatus and A. lacustris
were analyzed. Besides a large chromosomal similarity, chromosome polymorphism where the
two species were in sympatry was evidenced between the cryptic species A. altiparanae and A.
lacustris, suggesting the occurrence of hybridization. On the other hand, differentiations
regarding quantity and distribution of C-bands, AS-51 satellite DNA sites, Ag-NOR sites, and
18S and 5S rDNA sites, were seen between the A. fasciatus populations from the Upper Parana
and Sao Francisco basins. These chromosomal markers differentiated species from the Upper
Parana basin that invaded the Sao Francisco basin. No specimens with intermediary chromosomal
characteristics between the native and introduced populations were found. This fact suggests that

the Upper Parand populations may constitute a distinct species.

Key words: Fish cytogenetics; Piumhi River transposition; Sdo Francisco River; Characidae.
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1 Introducao

Os represamentos, pelo fato de alterar de maneira profunda e definitiva a dindmica da
agua, determinam consideraveis modificacdes nas comunidades bidticas nas suas areas de
influéncia, constituindo um dos maiores impactos em ambientes de dgua doce (DUDGEON,
2000). Para a comunidade de peixes, o resultado ¢ a alteragdao na abundancia das espécies, com a
eventual eliminacdo de algumas delas. Assim, espécies de peixes naturalmente em baixa
densidade podem encontrar condi¢des favoraveis e proliferar enquanto outras podem ter sua

abundancia reduzida.

Além disso, os represamentos podem causar diminui¢do de habitats, mudancas no
ambiente de reproducdo, interrup¢do de rotas de migracdo, o que pode resultar na perda de
biodiversidade (DYNESIUS; NILSSON, 1994; DUDGEON, 2000). Dependendo das
caracteristicas da bacia hidrografica, o represamento pode, também, eliminar barreiras
geograficas a dispersdo de determinadas espécies e realizar introdugdes nos trechos a montante.
Por outro lado, pode constituir uma barreira intransponivel para populagdes de peixes localizadas
a jusante da barragem. No Brasil a geragdo de energia elétrica estd vinculada principalmente as

hidrelétricas devido ao potencial energético de suas principais bacias hidrograficas.

1.1 Bacia do Sao Francisco

A bacia do Sao Francisco € a quarta em importancia entre as bacias brasileiras, ocupando
cerca de 7,4% do territério nacional (figura 1). Abrange as regides Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste, passando os estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Goids e o
Distrito Federal (PAIVA, 1982). Ao longo de seu curso, o rio Sdo Francisco estende-se por
superficies de altitude variavel (entre 400 e 1000 m), sendo caracterizado como um tipico rio de

planalto, com algumas corredeiras, quedas e cascatas.
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Esta bacia encontra-se dividida em trés regides: o vale superior, que compreende as
regides que vao desde a cabeceira do rio até a corredeira de Pirapora, o vale médio, que abrange
desde a corredeira de Pirapora até a cachoeira Paulo Afonso e o vale inferior, que vai desta
cachoeira até a foz. A bacia do Sdo Francisco ¢ habitada por cerca de 160 espécies de peixes,
muitas delas caracterizadas pelo endemismo (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). Paiva (1983)
sugere que, para a distribui¢ao de peixes pelo rio Sdo Francisco, sejam levadas em consideracao
algumas caracteristicas, tais como: (1) o Sdo Francisco ¢ um rio perene e que cruza o Brasil de
oeste para leste; (2) na regido do vale superior, as aguas sdo torrenciais, frias e com pouco
material em suspensdo; (3) no vale médio, as aguas possuem pequena velocidade com
temperaturas mais elevadas e com um pouco mais de material organico em suspensao, €; (4) no
vale inferior, nas proximidades do estudrio, as lagoas marginais sdo verdadeiros criadouros de

peixes, com dgua sedimentada, rica em nutrientes.

1.2 Bacia do Parana

O rio Parand, principal formador da bacia do Prata, ¢ o décimo maior do mundo em
descarga, e o quarto em area de drenagem, drenando todo o Centro-Sul da América do Sul, até a
Serra do Mar, nas proximidades da costa atlantica (IBAMA, 2007). De sua nascente, no planalto
central, até a foz, no estuario do rio da Prata, percorre 4.695 km. Em territorio brasileiro, drena
uma area de 891.000 km? (figura 1). Os principais tributarios do rio Parana sdo o Grande e o
Paranaiba (formadores), Tieté, Paranapanema e Iguacu (figura 1). A ictiofauna desse sistema
hidrografico ¢ representada por cerca de 250 espécies, sendo 107 Characiformes, 91 Siluriformes,
20 Perciformes, 3 Rajiformes, 1 Cipriniformes, 1 Pleuronectiformes, 2 Clupeiformes, 5

Cyprinodontiformes e 1 Synbranchiformes (AGOSTINHO; GOMES, 2002).

O rio Grande nasce na serra da Mantiqueira, nas regides limitrofes dos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, a aproximadamente 1.500 m de altitude (figura 1). Apresentando extensao
total de 1.050 km (ZIESLER; ARDIZZONE, 1979), ¢ uma éarea de drenagem de
aproximadamente 143.000 km? (CEMIG; CETEC, 2000), que desagua no rio Parana, na
confluéncia com o rio Paranaiba, sendo seus maiores tributarios os rios Sapucai e Pardo

(ZIESLER; ARDIZZONE, 1979).
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Levantamentos da ictiofauna feitos em riachos da bacia do rio Grande evidenciaram a
presenca de 18 familias, 44 géneros e 64 espécies (CASTRO; MENEZES, 1998; CASTRO et al.,
2003). Essa ictiofauna vem sofrendo impactos desde os anos de 1960 com a construgdo de

hidrelétricas dentre as quais se destaca a usina de FURNAS.
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1.3 O reservatorio de FURNAS

A Usina Hidrelétrica de FURNAS esta localizada no curso médio do rio Grande, no
trecho denominado "Corredeiras das FURNAS", entre os municipios de Sao José¢ da Barra e Sao
Jodo Batista da Gloria, em Minas Gerais (figura 1) e possui uma poténcia nominal de 1.216 MW
(8 X 152 MW). Sua construgao comecou em julho de 1958 e em 1963 a primeira unidade entrou
em operacdo. O reservatdrio, um dos maiores do Brasil, com 1.440 km?® € 3.500 km de perimetro,
banha 34 municipios de Minas Gerais e ¢ alimentado pelos rios Grande e Sapucai (FURNAS,
2007). Além dos impactos comumente associados a implantacdo das grandes represas, a
constru¢do de FURNAS trouxe outro ainda pouco conhecido, a transposi¢do de fauna

(MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005).

1.4 Transposicdo de fauna

A represa de FUNAS foi construida a menos de 20 km do divisor de dguas entre afluentes
do rio Grande e do rio Sdo Francisco e com altitude superior aos mesmos. Assim, apos o
fechamento das comportas de FURNAS as dguas do rio Grande escoariam pelo vale do rio
Piumhi (afluente do rio Grande) ate atingir a bacia do rio Sdo Francisco. Esse problema foi
contornado pela constru¢do de um dique no rio Piumhi em Capit6lio, Minas Gerais. Assim, de
um lado do dique ficaram as dguas do lago de FURNAS e do outro as aguas represadas do rio
Piumhi (figura 2). Concomitantemente, o rio Piumhi foi transposto para a bacia do rio Sado
Francisco. Para tanto, foi construido um sistema de drenagem que conectou o rio Piumhi ao
corrego Agua Limpa, que desigua no ribeirdo Sujo, afluente da margem direita do rio Sdo
Francisco (figura 3b). Desse modo, os peixes da bacia do Alto Parana que habitam as aguas do

rio Piumhi passaram a viver juntos com espécies da bacia do rio Sdo Francisco.
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O contato dessas duas importantes bacias passou despercebido por mais de 40 anos pela
comunidade cientifica (MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005). Assim, espécies tidas como novas
na bacia do rio Sdo Francisco podem, na realidade, serem espécies invasoras oriundas da bacia do

Alto Parana.



Figura 2. Dique de Capitdlio. Na margem esquerda esta o lago de FURNAS e na direita o lago do

rio Piumhi.
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Figura 3. Regido de transposicdo do rio Piumhi. a: Situacdo anterior a construcio da hidrelétrica de
FURNAS. b: Situacio atual. 1 = ribeirdo Agua Limpa; 2 = ribeirio Sujo; 3 = ribeiriio das Araras; 4 =
ribeirio dos Patos; 5 = canal de transposicio; 6 = dique de Capitolio; 7 = usina hidrelétrica de

Furnas
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1.5 Invasdo Biologica

As Invasdes biologicas vém aumentando em freqliéncia no cenario mundial e podem
produzir danos ecoldgicos irrepardveis, incluindo a perda de espécies nativas (MACK et al.,
2000). Os efeitos ecoldgicos da introdugdo de espécies incluem competicdo, predagdo das
espécies nativas e a introducdo de parasitas e doengcas (KRUEGER; MAY, 1991; RICKLEFS,
1993). Ja os efeitos genéticos podem ser causados pela hibridagdo de espécies invasoras com
espécies nativas, bem como pela diminui¢do do tamanho efetivo das populagdes residentes
(MILLS et al., 1994). Entre as espécies de peixes, a hibridacdo ndo ¢ um evento raro e pode

ocorrer até entre géneros distintos (BRINN; PORTO; FELDBERG, 2004).

Nos rios e lagos, os efeitos de introdugdes de espécies podem ser mais acentuados em
decorréncia do isolamento evolutivo entre organismos de diferentes bacias (RICCIARDI;
ATKINSON, 2004). No lago Gatin, Panama, foi introduzido o ciclideo Cichla ocellaris
acarretando a extin¢ao de diversas outras espécies de peixes do local (ZARET; PAINE, 1973). O
mesmo aconteceu no lago Victoria na Africa, onde a perca do Nilo, Lates niloticus, foi
introduzida, a qual contribuiu para a extin¢do de mais de 200 espécies endémicas por causa da

predacao e competi¢do por alimentos (OGUTU-OHWAYO, 1990).

No Brasil a introdugdo de Cichla cf. monoculus, Astronotus ocellatus e Pygocentrus
nattereri em lagos da bacia do rio Doce em Minas Gerais, afetou a comunidade nativa, causando
o desaparecimento de algumas espécies e a reducdo na abundancia de individuos jovens de
outras, bem como a reducdo do peso médio dos individuos (SUNAGA; VERANI, 1991; LATINI,
PETRERE Jr., 2004). Por outro lado, a introducao de parte da fauna da bacia do Alto Parana, que
habitava o rio Piumhi, para a bacia do rio Sao Francisco carece de estudos (MOREIRA-FILHO;
BUCKUP, 2005). Essa bacia possui muitas espécies endémicas, o que pode agravar os efeitos das

invasdes biologicas.
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1.6 Characidae

Characidae ¢ a maior e mais complexa familia da ordem Characiformes com cerca de 780
espécies validas, ¢ também a mais diversificada da regido Neotropical (FROESE; PAULY,
2007). Seus representantes sdo conhecidos popularmente como piranhas, lambaris, tetras, entre
muitos outros e possuem habitos alimentares muito diversificados (herbivoros, onivoros,
carnivoros), sendo coletados com relativa facilidade nos cursos de dgua, tanto pela abundancia de

espécies como pelo grande niimero de espécimes encontrados (BRITSKY et al., 1988).

A ampla variedade de formas encontradas nessa familia certamente esta relacionada a sua
condig¢do polifilética. Do mesmo modo, Tetragonopterinae era tida como a mais especiosa entre
as subfamilias de Characidae. Entretanto, pela caréncia de dados que suportariam o seu
monofiletismo, foi considerada apenas com o género Tetragonopterus (LIMA et al., 2003). Os
demais géneros de Tetragonopterinae, entre eles Astyanax, foram listados em géneros ““Incertae
Sedis” em Characidae. No entanto, algumas das subfamilias de Characidae sdo consideradas
monofiléticas por apresentarem certas especializagdes. Cheirodontinae, por exemplo, apresenta
caracteres relacionados a morfologia dentaria, & musculatura e ao padrao de colorido na regido

umeral, que suportam seu monofiletismo (MALABARBA, 1998).

Apesar do grande nimero de espécies encontradas, muitas delas, antes relatadas como
abundantes em certos sistemas, estdo cada vez mais raras e podem desaparecer por completo sem
ao menos serem estudadas do ponto de vista bioldgico. Nesse cendrio, a destrui¢do de habitat,
bem como a introducdo de espécies exoéticas, figuram como alguns dos principais fatores na
diminui¢do da diversidade dos ambientes aquaticos na regido Neotropical (SUNAGA; VERANI,
1991; ORSI; AGOSTINHO, 1999; BOJSEN; BARRIGA, 2002; LATINI; PETRERE JR., 2004).

1.6.1 Astyanax

Astyanax ¢ um dos taxons de peixes de dgua doce mais amplamente distribuido nas
Américas. Sua distribuicdo vai desde a Argentina até a fronteira do México com os Estados

Unidos (BRITSKI, 1972). Para Eigenmann (1921), esse gé€nero possui 74 espécies e subespécies.
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Ja Garutti e Britsky (2000) consideraram aproximadamente 100 espécies nominais. Além do
numero impreciso ¢ provavel que muitas espécies ainda estejam para serem descritas, pois a
similaridade morfologica e as definicdes taxondmicas pouco detalhadas dificultam sua

identificagdo (MELO, 2001).

Um conjunto de pelo menos 15 espécies de Astyanax apresenta uma mancha umeral
negra, horizontalmente ovalada, duas barras verticais marrons na regiao umeral, ¢ uma mancha
negra no pedunculo caudal estendida até a extremidade dos raios caudais medianos. Esse
conjunto de espécies foi definido por Garutti (1998), como grupo bimaculatus, por ser o padrao
de coloragdo mais comumente referido para A. bimaculatus (LINNAEUS, 1758). No entanto, o
nome A. bimaculatus (LINNAEUS, 1758) por enquanto s6 podera ser aplicado a exemplares do
Suriname, provavel localidade tipo (GARUTTI; BRITSKI, 2000). Recentemente, uma espécie
desse grupo de Astyanax da bacia do Alto Parand, anteriormente identificada como A.
bimaculatus, foi renomeada passando a se chamar A. altiparanae (GARUTTI; BRITSKI, 2000).
A espécie do grupo bimaculatus do rio Sao Francisco, A. lacustris, embora tenha o mesmo
padrao de colorido de A. altiparanae no flanco, dela difere por outros caracteres, tais como
alturas aproximadamente iguais das por¢des acima e abaixo da linha horizontal que passa pela
fenda bucal, dentes grandes com penta- e hexacuspides e menor nimero de dentes pequenos no

dentario (GARUTTI; BRITSKI, 2000).

Do mesmo modo, A. fasciatus também nao representa uma unidade taxonémica (MELO,
2005) e tem sido utilizado para designar um grupo de espécies que compartilham algumas
caracteristicas, tais como corpo alongado, nadadeiras avermelhadas, escamas com reflexo
dourado, ocelo umeral difuso e faixa lateral bem nitida (VANZOLINI et al. 1964) sendo

encontrado nas principais bacias hidrograficas do Brasil.
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1.7 Estudos citogenéticos

Estudos citogenéticos em populagdes naturais de peixes de dgua doce Neotropicais tém
gerado importantes informagdes acerca de modificagdes da estrutura cromossomica em algumas
espécies, possivelmente favorecidas por isolamento geografico em diferentes bacias hidrograficas
e microbacias de uma regido (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; SOUZA; MOREIRA-
FILHO, 1995).

Characidae tem apresentado uma ampla diversidade cariotipica, refletindo sua condi¢ao
polifilética. Oliveira et al. (1988) relacionaram 199 espécies de Characidae, cujos numeros
haploéides e/ou dipldides ja conhecidos evidenciam uma grande diversidade cromossdmica,
compreendida entre 2n=28 cromossomos, para uma espécie de Hemigrammus (SCHELL, 1973) a
2n=64 para Serrasalmus hollandi (MURAMOTO et al., 1968), com predominancia de cariotipos
com 2n=48 ¢ 52 cromossomos. Mesmo os grupos que possuem numero diploide conservado,
apresentam diferentes formulas cariotipicas, como observado em Cheirodontinae, Bryconinae,

Triportheus, Piaractus, entre outros.

Desse modo, rearranjos Robertsonianos e ndo-Robertsonianos podem estar igualmente
envolvidos nos processos de variagdo cariotipica presentes em Characidae (GALETTI JR.;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 1994). Nos casos em que ndao ha mudancas no nimero
diploide, inversdes pericéntricas podem estar predominando na evolu¢do cromossomica
(CESTARI; GALETTI JR., 1992), além das inversdes paracénticas, mais dificeis de serem

identificadas pelas técnicas citogenéticas convencionais.

Espécies que possuem uma macroestrutura cariotipica conservada podem ser
caracterizadas por técnicas de bandamento cromossémico, bem como pela localizagdo in situ de
seqiiéncias de DNA. Dentre essas técnicas, destacam-se o bandamento C, para evidenciar as
regides ricas em heterocromatina e a coloragdo com nitrato de Prata, para evidenciar as regides
organizadoras de nucléolo que estiveram funcionalmente ativas na interfase anterior a mitose

(Ag-NORs).
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A distribuicao de heterocromatina vem se mostrando um 6timo marcador na distingao de
espécies ¢ de populagdes. Astyanax scabripinnis foi considerado um complexo de espécies, por,
entre outras razodes, apresentar quantidades e distribui¢cdes de banda C distintas para populagdes

de diferentes bacias hidrograficas (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991).

As Ag-NORs também tem se mostrado util como marcador nos estudos taxonomicos em
peixes. Populagdes de A. scabripinnis, por exemplo, podem ser caracterizadas pelo nimero de
cromossomos portadores de Ag-NORs, os quais podem variar de 1 a 15 (SALVADOR;
MOREIRA-FILHO, 1991; ROCON-STANGE; ALMEIDA-TOLEDO, 1993). Do mesmo modo,
Serrasalminae pode ser caracterizada pela presenca de Ag-NORs multiplas (ALMEIDA-
TOLDEDO; FORESTI, 1985; GALETTI JR.; SILVA; CERMINARO JR., 1985;
CENTOFANTE; PORTO; FELDBERG, 2002).

Recentemente, o mapeamento fisico de seqiiéncias de DNA pela hibridagdo fluorescente
in situ (FISH) deu um novo impulso a citogenética de peixes. Tém sido descritos principalmente
o nimero ¢ a localizacao de seqiiéncias de rDNA 18S e 58S, além de seqiiéncias teloméricas e de
DNA satélite. A técnica de FISH com sonda de rDNA 18S vem se mostrando uma ferramenta
poderosa, em comparagdo com outras técnicas citogenéticas classicas, na deteccdo das NORs ao
longo do complemento cromossdmico, pois podem identifica-las independente de sua atividade
na interfase anterior. Assim, ¢ relativamente comum a ocorréncia de um nimero maior de sitios
NORs que os identificados pela técnica de colorag@o pela Prata, como observado em Hoplias
malabaricus (BORN; BERTOLLO, 2000), A. scabripinnis (FERRO et al., 2001; KAVALCO;
MOREIRA-FILHO, 2003), Prochilodus lineatus (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2003).

O numero e a localizacao dos sitios de rDNA 5S t€ém se mostrado tdo varaveis quanto os
sitios NORs, principalmente em Characidae (FERRO et al., 2001; ALMEIDA-TOLEDO et al.,
2002; KAVALCO et al., 2004; MANTOVANI et al., 2005). Por outro lado alguns grupos sio
mais conservados (MARTINS; GALETTI Jr., 2001a; WASKO et al., 2001). Outra caracteristica
relevante entre os Characidae ¢ a ocorréncia de cromossomos Bs em algumas espécies
(FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO-FILHO, 1989, OLIVEIRA et al. 1997;entre

outros).
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Os estudos citogenéticos vém se destacando como uma fonte importante de informagdes
para a taxonomia e para o entendimento das relagcdes filogenéticas entre as espécies, pelas
caracterizagdes que permitem ao nivel de espécies e/ou populagdes (OLIVEIRA et al., 1988;
AREFJEV 1990; GALETTI JR.; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 1994, DANIEL-SILVA;
ALMEIDA-TOLEDO, 2005). De fato, desde o final dos anos 70, a citogenética vem auxiliando a
taxonomia e a identificacdo de espécies cripticas de peixes (BERTOLLO; TAKAHASHI;
MOREIRA-FILHO, 1978, MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; CENTOFANTE et al.,
2003). Desse modo, a citogenética constitui uma importante ferramenta na obtengdo de caracteres

concisos para a identificacdo de espécies cripticas e populagdes invasoras.
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2 Objetivos

Considerando-se a dificuldade em identificar através da morfologia espécies cripticas do
género Astyanax presentes na regido de transposi¢do do rio Piumhi, o presente trabalho teve com

objetivo:

1. Caracterizar através do caridtipo populagdes de Astyanax das bacias do Alto Parana e

Sdo Francisco buscando caracteres que estejam relacionados a essas bacias;
2. Mapear a provavel dispersdo das populagdes invasoras na bacia do Sao Francisco;

3. Verificar possiveis cruzamentos entre espécies de Astyanax oriundas da bacia do Alto

Parana com espécies nativas do Sao Francisco na regido de transposi¢ao.
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3  Material e Métodos

3.1 Material bioldgico

Foram analisados espécimes do complexo Astyanax fasciatus (figura 4a; b) ¢ do grupo
“bimaculatus” (figura 4c; d). Os Exemplares de A. fasciatus foram coletados na bacia do Sao
Francisco (figura 5): ribeirdo das Araras (figura 6f), ribeirdo dos Patos, rio Piumhi e rio Sao
Francisco (figura 6¢) e na bacia do Alto Parana (figura 5): rio Grande a montante (figura 6b) e a

jusante da represa de Furnas (figura 6a).

Os espécimes do grupo bimaculatus foram coletados a jusante da represa de Furnas no rio
Grande (figuras 5 e 6b) e no corrego Monjolinho, municipio de Sao Carlos-SP. Na bacia do Sao
Francisco foram coletados no ribeirdo dos Patos, no rio Piumhi (figura 6¢) e na calha do rio Séo
Francisco, nas proximidades da foz do rio Piumbhi (figuras 5 e 6e) e no Municipio de Trés Marias-
MGQG) (figura 5). Diversos pontos foram amostrados no rio Piumhi considerando algumas de suas
caracteristicas. Na sua cabeceira foram amostradas populacdes separadas por uma cachoeira a

qual impede completamente o fluxo génico a montante (figura 6d).

Apds a coleta, os animais foram transportados para o Laboratério de Citogenética da
Universidade Federal de Sao Carlos, onde foram feitas as preparagdes cromossomicas. Também
foram retiradas amostras de tecidos para futuras analises de mtDNA. Em seguida, os peixes

foram fixados em formol 10% por 24h, sendo posteriormente guardados em etanol 70%.
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Figura 4. Espécies analisadas. a e b: espécime de A. fasciatus coletado na bacia do Alto Parana e do rio Sao

Francisco, respectivamente ¢ e d: espécimes do grupo bimaculatus coletados nas bacias do Alto Parana e do

rio Sao Francisco, respectivamente.
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Figura 6. Locais de coleta. a = Rio Grande; b = represa de Furnas; c= rio Piumhi; d = cachoeira no rio

Piumhi; e = Foz do rio Piumhi; f = ribeirao das Araras.
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3.2  Metodologias
3.2.1 Inducéo de metafase

Foi utilizada a técnica de indug@o do aumento na freqiiéncia mitdtica nas células de defesa

através da injecao de suspensao de levedura (LEE; ELDER, 1980).
3.2.2 Preparacdo de cromossomos mitdticos

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de células do rim por meio da técnica de

preparacdo direta (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978):

l. Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na propor¢ao de ImL para cada 100g do
animal.

2. Apo6s 30 min sacrificar o animal, retirar o rim e dissociar em solucao hipotonica de KCl
0,075mol/L.

3. Incubar a suspensdo celular por 20 min em estufa a 37°C.

4. Pingar seis gotas de fixador (metanol/acido acético-3:1) homogeneizar o material e

centrifugar a 900rpm/10 min.

5. Descartar o sobrenadante e acrescentar 10mL de fixador, homogeneizar e centrifugar a
900rpm/10 min.

6. Repetir o passo 5 por mais duas vezes.

7. Apo6s desprezar o sobrenadante da ultima centrifugacdo, adicionar 200 a 1000uL de

fixador homogeneizar e guardar o material a —20°C.

Para a analise cromossdmica, trés gotas de suspensdo celular foram pingadas sobre uma lamina

de vidro e coradas com Giemsa 5% em tampao fosfato (pH=6,8) por 7 min.
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3.2.3 Bandamento C

A identificagdo das regides de heterocromatina constitutiva seguiu a metodologia descrita

por Sumner (1972):

l. Mergulhar a 1damina em HCI 0,2 mol/L a 42°C por 15 min.

2. Lavar a lamina e mergulhar em Ba(OH), 5% a 42°C por 30 s a 2 min.

3. Em seguida mergulhar trés vezes em HCI1 0,2 mol/L.

4. Lavar a lamina com 4gua destilada e encubar em 2xSSC a 60°C por 30 min.

5. Lavar a lamina, secar ao ar e corar com Giemsa 5% em tampao fosfato (pH=6,8) por 7
min.

3.2.4 Deteccao das regides organizadoras de nucléolo (Ag-NORs)

A identificagdo das regides organizadoras de nucléolo pelo nitrato de prata (Ag-NORs)

seguiu a técnica descrita por Howell e Black (1980), com algumas adaptagoes:

l. Mergulhar a 1damina em HCI 0,2 mol/L a 42°C por 3min.

2. Lavar em agua corrente e secar ao ar.

3. Pingar na lamina trés gotas de solugdo aquosa de gelatina (2%) com éacido formico (1%).
4. Pingar seis gotas de AgNO3(50%), cobrir com uma laminula e incubar na estufa a 60°C.
5. Quando a lamina apresentar coloragao castanha lavar em agua corrente e secar ao ar.

3.2.5 Montagem dos caridtipos

Apds andlise em microscopio Optico as melhores metafases foram capturadas em campo
claro no microscopio Olympus BX50 utilizando o software ImagePro Plus Media Cybernetics.
Os caridtipos foram montados com o software Adobe Photoshop 7.0. Os cromossomos foram

classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos
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(a), de acordo com a razao de bragos (Levan et al.1964) e arranjados em ordem decrescente em
cada grupo cromossomico. Os caridtipos foram dispostos linearmente para permitir a comparagao

de cromossomos par a par entre os individuos.
3.2.6 Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

A localizagdo dos sitios de rDNA 18S e 5S foi obtida pela hibridagdo fluorescente in situ
(FISH), com sondas de Prochilodus lineatus (Teleostei, Prochilodontidae), obtidas por Hatanaka
e Galetti Jr. (2004) ¢ de Leporinus elongatus (Teleostei, Anostomidae) por Martins e Galetti JR.
(2001Db), respectivamente. Além das seqiiéncias de rDNA foi também hibridado a sonda de DNA
repetitivo AS51 obtida de Astyanax scabripinnis (MESTRINER et al., 2000). A FISH seguiu a
metodologia descrita por Pinkel, Straume e Gray (1986):

1. As sondas foram marcadas com biotina através de “Nick Translation” com o kit

Bionick™ Labeling System, seguindo-se as recomendacdes do fabricante (Invitrogen™™).

2. Desidratar a lamina em série alcoodlica (etanol 70, 80 e 100%) por 5 min cada. Incubar as

laminas com RNAse (40pug/mL em 2xSSC) em camara timida a 37°C por 1h.

3. Fixar os cromossomos com formaldeido 1%, PBS 1X, MgCl, 50mM por 10 min a

temperatura ambiente.

4, Desidratar a lamina em série alcoodlica.
5. Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5 min.
6. Desnaturar a sonda em solugdo de hibridagdo (formamida 50%, sulfato dextrano 10%,

2xSSC, DNA de placenta humana 200ug/uL, sonda 3,75 ng/uL, volume final de 400uL) a 100°C

por 10 min.

7. Colocar 50uL da solucao de hibridagdo em cada lamina e incubar em camara umedecida

com formamida 60% overnight.
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8. Lavar com formamida 50% em 2xSSC a 42°C por 20 min e com 0,1xSSC a 60°C por 15

min.

9. Incubar as laminas em tampao 5% NFDM (No Fat Dry Milk 5%, 4xSSC).
10. Incubar as laminas com 90uL de FITC 2,5ng/uLL. em NFDM por 30 min.
11. Incubar as laminas com 90uL de anti-avidina 1% em NFDM por 30 min.
12. Repetir o passo 10.

13. Repetir o passo 11.

14. Repetir o passo 10.

15. Desidratar em série alcodlica.

16. Montar a lamina com 25 pL de antifading e 1uL iodeto de propidio (50pug/mL).
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4 Resultados

Os resultados estao organizados em dois capitulos correspondentes a artigos cientificos:

Capitulo I

Identificacio da invasao e dispersao de Astyanax fasciatus (Characiformes, Characidae)

decorrente de transposicao de rios. Investigacoes cromossémicas

Capitulo II

Polimorfismo cromossomico estrutural em populagoes de Astyanax do grupo “bimaculatus”

associado a transposicio de rio
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Capitulo I

4.1 Identificacio da invasio e dispersio de Astyanax fasciatus (Characiformes,

Characidae) decorrente de transposicao de rios. Investigacdes cromossomicas
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Resumo

Na década de 1960, em decorréncia da construcdo da usina hidrelétrica de FURNAS
(Minas Gerais, Brasil), o rio Piumhi teve seu curso alterado, sendo transposto da bacia do Alto
Parand para a bacia do Sao Francisco, com a conseqiiente introdugdo de espécies de uma bacia
para a outra. Foram analisadas as caracteristicas cromossomicas de diferentes populacdes de
Astyanax fasciatus, relacionadas com a area de transposi¢ao, utilizando diferentes metodologias
de estudo, com o intuito de identificar € mapear a possivel dispersao de populagdes invasoras na
bacia do rio Sdo Francisco. Foram identificados marcadores cromossdmicos especificos,
relacionados com os sitios de heterocromatina, Ag-NORs, rDNA 18S, rDNA 5S e DNA satélite
AS-51. Esses marcadores possibilitaram diferenciar as populagdes do Alto Parana e do rio
Piumhi, daquelas da bacia do rio Sao Francisco, permitindo inferir sobre a dispersao das

populagdes invasoras e a provavel substituicao de populagdes nativas.

Palavras chave: rio Piumhi; Transposi¢do, Citogenética; Espécies invasoras
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Introducio

Astyanax fasciatus foi inicialmente descrito como Chalceus fasciatus (Cuvier 1819) e,
posteriormente, com a criacdo do género Astyanax (Baird e Girard 1854), passou a ter a
denominagéo atual. Entretanto, A. fasciatus ndo representa uma unidade taxonémica (Melo 2005)
e tem sido utilizado para designar um grupo de espécies que compartilham algumas
caracteristicas, tais como corpo alongado, nadadeiras avermelhadas, escamas com reflexo
dourado, ocelo umeral difuso e faixa lateral bem nitida (VANZOLINI et al., 1964) sendo

encontrado em distintas bacias hidrograficas, desde a Argentina até o sul dos Estados Unidos.

Eignmann (1921) reconheceu as diferencas existentes nesse grupo distinguindo seis
subespécies: A. fasciatus fasciatus, A. fasciatus parahybae, A. fasciatus heterurus, A. fasciatus
jequitinhonhae, A. fasciatus macrophthalmus e A. fasciatus aeneus. Recentemente, A. fasciatus
parahybae foi reconhecido como uma espécie distinta, A. parahybae, por apresentar um nimero
proprio de raios na nadadeira anal (MELO, 2001), tendo sido sugerido que o nome A. fasciatus
seja aplicado somente aos exemplares da bacia do rio Sao Francisco, sua provavel localidade tipo
(MELO, 2006). De fato, A. fasciatus tem sido referido como um complexo de espécies, tanto por
apresentar diferenciagcdes morfologicas (GARUTTI; BRITSKI, 2000; MELO, 2001; MELO;
BUCKUP, 2006) quanto citogenéticas (JUSTI, 1993; HERAS, 1998; PAZZA et al., 2006;
ARTONI et al., 2006) associadas a diferentes bacias hidrograficas, a diferentes tributarios de uma

mesma bacia ou ate mesmo a formas em simpatricas.

Justi, (1993), analisou citogeneticamente trés populagdes de A. fasciatus, uma da bacia do
Alto Parana e duas da bacia do Sdo Francisco, cada uma evidenciando formas cariotipicas
(citotipos) particulares, com variagdes no numero dipldide (2n=46 e 48), formula cariotipica,
heterocromatina ¢ Ag-NORs. Por outro lado, exemplares coletados no rio Mogi-Guagu, bacia do
Alto Parand, apresentaram ntimeros diploides variando de 2n=45 a 2n=48 em simpatria e sintopia

(DANIEL-SILVA 1996; HERAS 1998; PAZZA et al., 2006).

Durante a década de 1960 o rio Piumbhi, afluente do rio Grande, bacia do Alto Parana, foi
transposto para a bacia do Sdo Francisco, em decorréncia da constru¢do da usina hidrelétrica de

Furnas (MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005). No processo de transposi¢cao, o rio Piumhi foi
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conectado por um canal ao ribeirdio Agua Limpa que desdgua no ribeirdo Sujo, afluente da
margem direita do rio Sao Francisco (figura 7). Consequentemente, a transposicao do rio Piumhi
ocasionou a introducdo de diversas espécies aquaticas na bacia do rio Sdo Francisco. Assim,
espécies como Leporinus octofasciatus, que era restrita a bacia alto rio Parana, encontra-se agora
presente na bacia do rio Sdo Francisco (MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005). Entretanto, a
identificacdo das espécies invasoras nem sempre pode ser feita por intermédio de dados
morfoldgicos, principalmente quando se trata de espécies que apresentam poucos caracteres
concisos para a diferenciacdo taxondmica. Tal fato fica mais evidente em se tratando de espécies

cripticas ou de um complexo de espécies, como A. fasciatus.

Nesse cenario, os dados cromossdmicos podem constituir uma fonte importante de
informagdes para a identificacdo das espécies invasoras, ou mesmo para verificar possiveis
cruzamentos entre espécimes de populacdes anteriormente alopatricas. Assim sendo, no presente
trabalho, a citogenética foi utilizada como ferramenta para identificar e mapear a provavel
dispersdo de peixes do complexo A. fasciatus, provenientes da bacia do alto rio Parana, para a
bacia do rio Sdo Francisco e verificar possiveis hibridagdes com a populagdo nativa de A.

fasciatus.

Material e Métodos

Exemplares de Astyanax fasciatus foram coletados na bacia do Sao Francisco: ribeirdo das
Araras, ribeirdo dos Patos, rio Piumhi e rio Sdo Francisco e na bacia do Alto Parana: rio Grande a
montante ¢ a jusante da represa de Furnas (figura 8) (tabela 1). Os espécimes analisados estdo

depositados no Museu Nacional/UFRJ (tabela 1)

Os cromossomos mitdticos foram obtidos de células do rim, por preparagdo direta
(BERTOLLO et al., 1978). A heterocromatina constitutiva (bandamento C) e as regides
organizadoras de nucléolo (Ag-NORs) foram evidenciadas segundo Sumner (1972) e Howell e
Black (1980), respectivamente. Foram utilizadas analises cromossOmicas sequenciais, com
coloragdo Giemsa convencional, bandamento C e Ag-NORs, para uma identificacdo mais precisa

dos cromossomos.
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A localizagao cromossdmica dos sitios de rDNA 18S e 5S e do DNA satélite AS-51 foi
evidenciada por hibridagdo fluorescente in situ (FISH), com sondas otidas respectivamente de
Prochilodus lineatus - Teleostei, Prochilodontidae (HATANAKA; GALETTI JR., 2004),
Leporinus elongatus -Teleostei, Anostomidac (MARTINS; GALETTI JR., 2001) e Astyanax
scabripinnis (MESTRINER et al., 2000). O procedimento de FISH seguiu a metodologia basica
descrita por Pinkel et al. (1986).

Na organiza¢do dos cariotipos, os cromossomos foram classificados em metacéntricos
(m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com a razdo de
bragos (LEVAN et al., 1964) e arranjados em ordem decrescente de tamanho em cada grupo

cromossomico.
Resultados

Todas as populagdes analisadas apresentaram o numero dipldide 2n=48 cromossomos
com 8m+20sm+16st+4a (figura 9). Entretanto, foi também evidenciado um espécime tripldide,
3n=72 (figura 10), proveniente do rio Piumhi. Nas popula¢des do rio Grande e rio Piumhi foram
observados de 8 a 14 cromossomos sm/st ¢ o primeiro par de acrocéntricos portadores de
heterocromatina (figura 9a; b). Entretanto, nos espécimes do rio Grande, foi também observada
heterocromatina no brago longo do ultimo par de cromossomos acrocéntricos (figura 9a). Por
outro lado, as populagdes da bacia do S3o Francisco apresentaram heterocromatina somente no
brago longo de um par sm médio (figura 9c). Essas populacdes apresentaram também um a trés
cromossomos portadores de sitios de DNA satélite AS-51 (figura 11), divergindo assim das
populacdes coletadas no rio Grande e no rio Piumhi, que apresentaram 12 a 14 sitios

cromossomicos (figura 11a; b).

Foram observados sitios multiplos de Ag-NORs, com ate cinco cromossomos portadores,
nas populagdes do rio Grande e do rio Piumbhi (figura 9a; b). Por sua vez, nas populagdes da bacia
do Sao Francisco foi evidenciado somente um par de Ag-NORs, localizado no brago longo do par
submetacéntrico n°® 6 (figura 9¢). A hibridagdo in situ fluorescente (FISH), com sonda de rDNA
18S, confirmou o sistema de NORs multiplas para os exemplares do rio Grande e do rio Piumhi e
de NORs simples para os exemplares da bacia do rio Sdo Francisco (figura 11). Nos espécimes

do rio Grande foram observados q:o sitios de rDNA 18S, um em cada brago de um cromossomo
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submetacéntrico médio, ¢ dois no brago longo de um par submeta/subtelocéntrico (figura 11a).
Nos espécimes do rio Piumhi foram observados seis sitios de rDNA 18S, dois nos bragos curtos
de um par submetacéntrico, dois nos bragos longos de outro par submetacéntrico e dois nos

bragos curtos de um par submeta/subtelocéntrico (figura 11b).

Foram evidenciados quatro sitios de rDNA 5S nas populagdes do rio Grande e do rio
Piumhi, dois na regido pericentromérica de um par de cromossomos metacéntricos médio e dois
no braco curto de um par de cromossomos st/a (figura 11a; b). Por outro lado, nos exemplares da
bacia do Sdo Francisco foram observados seis sitios de rDNA 58S, dois na regido pericentromérica
de um par de cromossomos metacéntricos médios, dois na regido pericentromérica de um par de

cromossomos metacéntricos pequenos e dois nos bragos curtos de um par st/a (figural 1c).
Discussao

A uniformidade do niimero dipléide e formula cariotipica das populagdes analisadas no
presente trabalho ndo ¢ a condicdo mais comum para Astyanax fasciatus sensu Eigenamnn
(1921). Na bacia do alto rio Parana, por exemplo, ocorrem populacdes com 2n=48 ¢ 2n=46 em
alopatria e/ou simpatria (MORELLI et al., 1983; JUSTI 1993; DANIEL-SILVA, 1996; PAZZA
et al.,, 2006; FERNANDES, 2006). Nos locais onde hd simpatria também foram observados
outros citotipos com 2n=45 e 2n=47, sugerindo ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, bem
como cruzamentos entre individuos com 2n=46 e 2n=48 (DANIEL-SILVA, 1996; PAZZA et al.,
2006). Na bacia do Sao Francisco também ocorre populagdes com 2n=46 e 2n=48 cromossomos:
espécimes coletados na calha do rio S@o Francisco, no municipio de Trés Marias (MQG),
apresentaram cariotipo com 2n=46 cromossomos; por outro lado, nos espécimes provenientes do
corrego da Porta, afluente do rio Sao Francisco, foi constatado 2n=48 cromossomos (JUSTI,
1993), assim como nos espécimes analisados no presente trabalho. Desse modo, mesmo na bacia
do rio Sdo Francisco, provavel localidade tipo A. fasciatus (MELO, 2005), parecem estar
representadas diferentes espécies desse grupo. Por outro lado, a ocorréncia de um espécime
triploide, com 3n=72 cromossomos, nao representa uma novidade entre os peixes, principalmente
em Astyanax, onde véarios casos ja foram constatados (MORELLI et al., 1983; FAUAZ et al.,
1994; MAISTRO et al., 1994; KANTEK et al., 2007). Possivelmente, a fecundacao de um

gameta ndo reduzido por outro gameta normal, como um 6vulo (2n) por um espermatozoide (n),
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seja o evento mais provavelmente implicado na formagao desses exemplares (MORELLI et al.,
1983; GIULIANO-CAETANO; BERTOLLO, 1990; MAISTRO et al., 1994; KANTEK et al.,
2007).

A distribuigdo de heterocromatina nas populagdes de A. fasciatus da bacia do rio Grande e
do rio Piumhi é semelhante ao observado em outras populagdes da bacia do alto rio Parana que
apresentam cariotipos com 48 cromossomos (PAZZA et al., 2008), diferindo assim do padrao
encontrado para as populacdes da bacia do rio Sdo Francisco. Entretanto, as populagdes desta
bacia, ora analisadas, divergiram quanto ao padrdo anteriormente observado nos espécimes do
corrego da Porta (JUSTI, 1993), ressaltando a diversidade quanto a este caracter nesta bacia.
Igualmente diagndsticos foram os resultados obtidos com os sitios de DNA satélite AS-51, os
quais permitiram uma boa diferenciagdo entre as populagdes do rio Grande e rio Piumbhi, daquelas

da bacia do rio Sdo Francisco.

As Ag-NORs, bem como os sitios de rDNA 18S e rDNA 58S, também permitiram, de um
modo geral, diferenciar as populacdes do rio Grande/Piumhi daquelas da bacia do rio Sao

Francisco, embora algumas diferengas tenham sido constatadas entre as duas primeiras.

Considerando as variagdes citogenéticas descritas anteriormente ¢ possivel diferenciar
dois citotipos (A e B) de Astyanax fasciatus sensu Eigenamnn (1921) nas bacias analisadas. O
citotipo A ¢ caracterizado por 8 a 14 bandas heterocromaéticas no braco longo de cromossomos
sm/st e no primeiro par de acrocéntricos, 4 a 6 sitios de rDNA 188, 4 sitios de rDNA 5Se 10 a 14
sitios de DNA repetitivo AS-51. O citotipo B € caracterizado por uma banda heterocromatica no
brago curto de um par sm médio, 2 sitios de rDNA 18S, 6 sitios de rDNA 5S e 1 a 3 sitios do
DNA repetitivo AS51. O citotipo A ocorre no rio Grande e na area correspondente ao curso
original do rio Piumbhi. O citotipo B ocorre no rio Sao Francisco e nos seus afluentes, ribeirdo dos
Patos e ribeirdo das Araras. Ambos os citotipos ocorrem na foz do rio Piumhi, antiga foz do
ribeirdo Sujo, mas o citétipo A ¢€ relativamente raro, sendo representado por apenas um espécime

no presente estudo.

A presenga do citotipo A onde o rio Piumhi encontra as dguas do rio Sdo Francisco sugere
que a distribuicdo desse citotipo se expandiu a partir da bacia do alto rio Parana para o ribeirdo

Sujo apds a ligagdo do rio Piumhi ao ribeirdo Agua Limpa. Antes do represamento e desvio do
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rio Piumhi, é provavel que a totalidade do ribeirdo Sujo, incluindo seu afluente ribeirdo Agua
limpa, era habitada apenas pelo citoétipo B o qual ¢ endémico do rio Sao Francisco e de seus
tributarios. Inversamente, a auséncia do citdtipo B no trecho superior do rio Piumhi sugere que a
populacao do Sdo Francisco ndo € capaz de sobreviver em areas onde o citotipo A estd presente.
Embora a auséncia do citotipo B nessa area possa ser devido a fatores ambientais vigentes, ¢é
possivel que a concorréncia entre os citotipos A e B desempenhe um papel significativo. A
hipotese de exclusdo competitiva € corroborada pela similaridade morfologica entre os

exemplares de cada populagdo.

A falta de intermediarios, mesmo que as duas formas coexistam na atual foz do Piumhi,
sugere que os citotipos A e B podem constituir distintas unidades taxondmicas e corrobora a
hipétese de que o A. fasciatus sensu Eigenmann (1921), constitui um complexo de espécies
(JUSTI, 1993; PAZZA et al., 2006; ARTONI et al., 2006). Assim, espécimes do citétipo A
constituem potencialmente uma espécie invasora, que podem, eventualmente, substituir o citdtipo
B na bacia do Sao Francisco. As dguas do rio Piumhi, antes de cair no rio Sao Francisco, passam
por uma cachoeira e, em seguida, por uma forte corredeira. Essas barreiras ndo oferecem
empecilho ao fluxo & jusante, pois espécies conhecidas da bacia do alto rio Parand, como
Leporinus octofasciatus e alguns Prochilodontidae, foram identificadas na foz do rio Piumhi e no
rio Sao Francisco (MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005).

Considerando as particularidades quanto a distribui¢do da heterocromatina e dos sitios de
rDNA 18S, o citotipo A pode ser dividido em dois subgrupos que se correlacionam com a
distribuicdo geografica dos seus portadores. O subgrupo Al ocorre no rio Grande e possui
heterocromatina no brago longo do ultimo par de cromossomos acrocéntricos e 4 sitios de rDNA
18S. O subgrupo A2 ocorre no rio Piumhi e ¢ caracterizado pela auséncia de heterocromatina no
braco longo do ultimo par de cromossomos acrocéntricos e por 6 sitios de rDNA 18S. O
subgrupo A2 foi provavelmente a forma dominante no rio Piumhi, mesmo antes da transposicao
para a bacia do Sao Francisco, pois ¢ o tnico subgrupo presente nas cabeceiras. Essas cabeceiras
sdo isoladas a partir do curso inferior do rio Piumhi por uma cachoeira que representa uma

barreira intransponivel a montante aos peixes migratorios.
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As caracteristicas da populacdo de A. fasciatus sensu Eigenmann (1921) que habitavam o
Rio Grande antes da constru¢ao da usina hidroeléctrica Furnas ¢ incerto, pois as condi¢des do rio
foram inteiramente substituidas por um grande reservatério artificial. Se a populagdo que se
encontra atualmente presente no reservatorio de Furnas ¢ descendente direta dos peixes que
ocorreram nas aguas do Rio Grande, no seu estado primitivo, podemos supor que os subgrupos
Al e A2 podem ter se originado através de processos de vicariancia associados ao isolamento
entre as aguas do rio Piumhi e do rio Grande. Esse isolamento pode ter ocorrido em fungdo da
estrutura em canion do vale do rio Grande. Alguns dos afluentes do Rio Grande foram isolados a
partir do curso principal por ingremes cachoeiras, algumas das quais ainda sdo visiveis a oeste,

acima do reservatorio artificial, ao longo da rodovia que liga Furnas ao dique de Capitolio.

Por outro lado, o rio Piumhi, antes da construcao da barragem Furnas, corria em uma area
pantanosa habitada por uma fauna diversificada incluindo espécies tipicas de pantano, como
jacarés e mamiferos aquaticos. O sistema de canais artificiais profundos que foram construidos
durante a transposi¢cao do rio Piumhi também foi utilizado para drenar a area pantanosa do médio
vale do rio Piumhi. Assim, ¢ plausivel que o subgrupo A2 foi inicialmente associado ao ambiente
pantanoso do rio Piumhi, e foi originalmente isolado do subgrupo Al pelas ingremes paredes do
canion do rio Grande. Com o enchimento do reservatorio Furnas essas paredes foram submersas,
e as barreiras biogeograficas originais foram substituidas pelo dique de Capitdlio, que ¢é

atualmente responsavel pela manuten¢do do isolamento entre os subgrupos Al e A2.

Estudos sobre a introdugdo ou troca de espécies entre bacias e suas conseqiiéncias podem
ser dificultados pela identificacdo das espécies invasoras, principalmente quando se trata de
espécies cripticas ou pertencentes a um complexo de espécies. Os dados ora apresentados
mostram que a Citogenética pode ser uma ferramenta valiosa nesses casos, possibilitando o
rastreamento e a distribui¢do geografica de espécies invasoras, com a possivel extensdo dessas
analises quanto a provaveis hibridagdes com as populagdes residentes e o destino dessas

populagdes ao longo do tempo.
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Tabela 1. Localidade, coordenadas geograficas e numero de individuos analisados por sexo

52

Voucher
Localidade Coordenadas geograficas F I Total
MNRJ
Rio Piumhi
20°27'11"S; 46° 17' 00"W 5 0 5 32797
32751
Foz do rio Piumbhi e rio
20°20'31"S; 45° 59' 03"W 7 36 49 32754
Séo Francisco
32777
32798
Ribeirdo das Araras 20°26' 16"S; 45° 55' 40"W 6 5 19
32772
Ribeirdo das Almas 20°26'33"S; 46° 15' 58"W 0 0 1 32733
32796
32780
Rio Piumhi 20°31'55"S; 46° 02' 42"W 27 3 35
32790
32752
Ribeirdo dos Patos 20°26' 11"S; 45° 47" 31"W 12 2 21 32780
Ribeirdo Trés Bueiros 20° 34' 58"S; 46° 00' 15"W 4 0 7 32754
Rio Grande 20°40'43"S; 46° 20' 26"W 5 0 5 32765
Rio Grande 20°39'17"S; 46° 12' 59"W 5 0 9 32776

MNRIJ = Museu Nacional do Rio de Janeiro; M = macho; F = fémea; I = sexo indeterminado.
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convencional (g), Bandamento C (bc) e Ag-NORs (ag). a: espécimes do rio Grande; b: do rio Piumhi; c: do

rio Sao Francisco.
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18SrDNA SSrDNA As-51 DNA

Figura 11. Hibridac¢io in situ fluorescente em cromossomos de Astyanax fasciatus, com
sondas de rDNA 18S, rDNA 58S e de DNA repetitivo As51. a: espécimes do rio Grande; b: rio

Piumbhi; c: rio Sao Francisco.
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Capitulo II

4.2 Polimorfismo cromossomico estrutural em populacoes de Astyanax do grupo

“bimaculatus” associado a transposicio de rio
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Resumo

Pelo menos 15 espécies de Astyanax compdem o grupo denominado bimaculatus por
compartilharem um mesmo padrdo de coloracdo. Recentemente, as populagdes de A.
bimaculatus que habitam as bacias hidrograficas do Alto Parana e do Sdo Francisco
receberam os nomes A. altiparanae e A. lacustris, respectivamente. No inicio da década de
1960 o rio Piumhi, um afluente do rio Grande, bacia do Alto Parana, foi transposto para a
bacia do Sao Francisco, em decorréncia da constru¢do da usina hidrelétrica de Furnas.
Assim, toda a fauna aqudatica que habitava o rio Piumhi foi introduzida na bacia do Sao
Francisco. Nesse contexto, utilizamos a citogenética como ferramenta para analisar
populagdes do grupo bimaculatus nas bacias do Alto Parana e do Sdo Francisco, incluindo o
rio Piumhi, e verificar a provavel dispersio de populagdes invasoras na bacia do Sao
Francisco. Todas as populagdes analisadas apresentaram 2n=50 cromossomos. Entretanto,
foram observadas diferenciacdes quanto as formulas cariotipicas. As populagdes da bacia do
Sdo Francisco apresentaram 8m+32sm+2st+8a, constituindo o citotipo A, diferentemente das
populacdes da bacia do Alto Parand que apresentaram 8m+34sm+2st+6a, constituindo o
citotipo C. Por outro lado, esses dois citdtipos foram observados em simpatria no rio Piumhi,
juntamente com outros 3 citdtipos denominados de B, D e E os quais possivelmente
representam formas intermediarias. Tal fato sugere que as populagdes do Alto Parand estdo
estreitamente relacionadas as populagdes do Sao Francisco e que o polimorfismo encontrado

no rio Piumhi pode ter origem na hibridacao entre essas populagdes.

Introducio

Astyanax Baird e Girard (1854) é um dos géneros mais especiosos de Characidae,
estendendo-se desde a Argentina até a fronteira do México com os Estados Unidos, em
diversos ambientes aquaticos. Em 2003, foram listadas 86 espécies validas de Astyanax
(LIMA et al., 2003), enquanto que atualmente mais de uma centena de espécies ja se

encontram descritas (FROESE; PAULY, 2008). Provavelmente este numero de espécies seja
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ainda aumentado, uma vez que a similaridade morfologica e as definicdes taxondmicas

pouco detalhadas dificultam uma identificagdo precisa nesse grupo (MELO, 2001).

A. bimaculatus (LINNAEUS, 1758), por exemplo, representa um complexo de pelo
menos 15 espécies caracterizadas por uma mancha umeral negra, horizontalmente ovalada,
duas barras verticais marrons na regido umeral, ¢ uma mancha negra no pedinculo caudal
estendida até¢ a extremidade dos raios caudais medianos (GARUTTI; BRITSKI, 2000).
Recentemente, as populagdes de A. bimaculatus das bacias do Alto Parana e do Sdo
Francisco passaram a ser referidas como A. altiparanae e A. lacutris (LUTKEN, 1875),
respectivamente (GARUTTI; BRITSKI, 2000).

Segundo Garutti e Britski (2000), embora A. lacustris tenha o mesmo padrao de
colorido de A. altiparanae, difere desta ultima espécie por apresentar alturas
aproximadamente iguais das por¢des acima e abaixo da linha horizontal que passa pela fenda
bucal, dentes grandes penta-hexacuspidados ¢ menor numero de dentes pequenos no

dentario.

As semelhancas entre essas duas espécies ndo se limitam apenas a aspectos
morfoldgicos. Ambas possuem o mesmo numero cromossdmico, 2n=50 (MORELLI et al.,
1983; PAGANELLI, 1990; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; FERNANDES; MARTINS-
SANTOS, 2004; DOMINGUES et al., 2007) e heterocromatina pericentromérica na maioria
dos cromossomos (PAGANELLI, 1990; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004;
DOMINGUES et al., 2007). A. altiparanae e A. lacustris também compartilham o numero ¢
a localizagdo dos sitos de rDNA 5S (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; FERNANDES;
MARTINS-SANTOS, 2006). Por outro lado, os sitios de regides organizadoras de nucléolos
(NORs) podem variar, com o predominio de sitios multiplos em A. altiparanae e simples em
A. lacustris (PAGANELLI, 1990; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; ALBERDI;
FENOCCHIO, 1997; PACHECO; GIULIANO-CAETANO; DIAS, 2001; FERNANDES;
MARTINS-SANTOS, 2004; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2006).

No inicio da década de 1960 foi construida a usina hidrelétrica de Furnas no rio
Grande, bacia do Alto Parana, no Estado de Minas Gerais (Brasil). Para limitar a area que

seria alagada foi construido um dique (dique de Capit6lio) no rio Piumhi, afluente do rio
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Grande. Assim, de um lado do dique ficaram as dguas da usina de Furnas e, do outro lado, as
aguas represadas do rio Piumhi, o qual foi transposto para a bacia do Sao Francisco através
de um canal que o ligou ao ribeirio Agua Limpa (figura 12) (MOREIRA-FILHO; BUCKUP,
2005). Assim, toda a fauna aqudtica do rio Piumhi (bacia do Alto Parand) foi

consequentemente, transposta para a bacia do Sdo Francisco.

Tal cenario criou a oportunidade de analisar o comportamento de A. altiparanae ¢ A.
lacustris, anteriormente separadas nas duas bacias hidrograficas em questdo (Alto Parana e
Sdo Francisco). Para tanto, utilizamos a citogenética como ferramenta para verificar a
possivel ocorréncia de hibridagdo entre A. altiparanae e A. lacustris na regido de
transposi¢ao do rio Piumhi e mapear a provavel dispersdo de A. altiparanae como espécie

invasora na bacia do Sao Francisco.
Material e Métodos

Os espécimes da bacia do Alto Parana foram coletados a jusante da represa de Furnas,
no rio Grande (MQG) (figura 12b) e no corrego Monjolinho (tabela 2), municipio de Sao
Carlos-SP. Os espécimes da bacia do Sao Francisco foram coletados no ribeirdo dos Patos,
ribeirdo das Araras; rio Piumhi e no rio Sdo Francisco em dois locais: nas proximidades da
foz do rio Piumhi (figura 13b) e no Municipio de Trés Marias (MG) (tabela 2). Diversos
pontos foram amostrados no rio Piumhi, considerando algumas de suas caracteristicas.
Assim, na sua cabeceira foram amostradas populagdes separadas por uma cachoeira que
devido sua altura e declividade impede completamente o fluxo génico a montante (figura

12b).

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de células do rim pelo método convencional
de air-drying (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978). A andlise da
heterocromatina constitutiva (bandamento C) e das regides organizadoras de nucléolo (Ag-
NORs) seguiram as metodologias descritas por Sumner (1972) ¢ Howell e Black (1980),
respectivamente. Foi utilizado o processamento seqiiencial com coloragdo Giemsa
convencional, bandamento C e coloragdo com nitrato de Prata (Ag-NORs) para uma

identificagdo mais precisa dos cromossomos.
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Os cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com a razdo de bragos (Levan; Fredga;

Sandberg, 1964) e arranjados no cariotipo em ordem decrescente de tamanho.

A localizag¢do dos sitios de rDNA 18S e rDNA 5S nos cromossomos foi obtida pela
hibridagdo fluorescente in situ (FISH), com sondas obtidas de Prochilodus lineatus
(VALENCIENNES, 1837) (Teleostei, Prochilodontidae) (HATANAKA; GALETTI JR.
2004) e de Leporinus elongatus (VALENCIENNES, 1850) (Teleostei, Anostomidae)
(MARTINS; GALETTI JR. 2001), respectivamente. A FISH seguiu a metodologia descrita
por Pinkel, Straume e Gray (1986).
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Resultados

Nao foi possivel diferenciar morfologicamente A. altiparanae de A. lacustris, pois
suas caracteristicas morfométricas e meristicas se sobrepdoem (GARUTTI; BRITSKI, 2000),
dificultando a identificagdo. Assim, essas espécies sao referidas apenas como populacdes do

grupo “bimaculatus”, juntamente com o local de coleta.

Todas as populagdes apresentaram o mesmo numero diploide, 2n=50 cromossomos.
Entretanto, foram verificadas peculiaridades quanto aos cariotipos. No rio Piumhi, a jusante
da cachoeira at¢ as proximidades da foz, foram encontradas cinco formas cariotipicas
(citdtipos)  distintas: citotipo A (8m+34sm+2st+6a) em seis exemplares, B
(8m+33sm+2st+7a) em quatro exemplares, C (8m+32sm+2st+8a) em sete exemplares, D
(8m+31sm+2st+9a) em trés exemplares e E (8m+30sm+2st+10a) em oito exemplares (figura
13). Na cabeceira do rio Piumhi, a montante da cachoeira, foi encontrado apenas o citotipo C

(8m+32sm+2st+8a) em todos os 23 exemplares analisados (figura 13).

As populagdes do rio Grande (29 exemplares) e do corrego Monjolinho (seis
exemplares) corresponderam ao citotipo C (8m+32sm+2st+8a), diferentemente das
populagdes do rio Sdo Francisco com a foz do rio Piumhi (28 exemplares) e do ribeirdo dos

Patos (20 exemplares), todas representativas do citotipo A (8m+34sm+2st+6a) (figura 13).

A distribuicdo de heterocromatina apresentou-se variavel entre e dentro das
populacdes analisadas, ndo sendo possivel a identificagdo de bandas diagnosticas de cada
populagdo. Foram evidenciados pequenos blocos heterocromaticos pericentroméricos no
brago longo de vérios os cromossomos submetacéntricos € metacéntricos € em alguns
acrocéntricos (figura 14). O par 22, na maioria dos individuos, apresentou heterocromatina

no brago curto (figura 14).

Todos os espécimes apresentaram sitios de Ag-NORs no brago curto do par
subtelocéntrico 22 (figura 14), co-localizados com heterocromatina, mas na populacao do rio
Piumhi foram observados trés sitios adicionais de Ag-NORs (figura 14). Entretanto, as
populagdes ndo se diferenciaram quanto ao numero e a localizagdo dos sitios de DNA

ribossomico. O rDNA 18S foi localizado no par subtelocéntrico 22 (figura 15), confirmando
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os dados de Ag-NORs, e o rDNA 58S foi observado no terceiro par de metacéntricos (figura

15).
Discussao

Todas as populagdes de Astyanax do grupo “bimaculatus”, analisadas até entdo,
apresentaram 2n=50 cromossomos, mas com diferenciacdes quanto as formulas cariotipicas
(JIN; TOLEDO, 1975; MORELLI et al., 1983; PAGANELLI,1990; PACHECO et al., 2001;
DANIEL-SILVA, 2001; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004; DOMINGUES et al.,
2007). Nas bacias do Sao Francisco (excetuando o rio Piumhi) ¢ do Alto Parana nao foram
verificadas variagdes intra-populacionais e, em cada bacia, foi observado um citotipo
particular, ou seja, A e C, respectivamente. Assim, o citotipo A pode ser considerado padrao
para a bacia do Sdo Francisco e o citdtipo C padrdo para a bacia do Alto Parand. Em
contraste, no rio Piumhi foram encontrados cinco citdtipos distintos em simpatria, entre eles
A e C. Os demais citotipos (B, D, E) foram observados em simpatria em quase toda a
extensao do rio Piumhi. Na foz e na cabeceira do rio foram encontrados somente os citotipos

A e C, respectivamente.

O trecho do rio Piumhi, da cabeceira ao dique de Capitdlio, pertencia a bacia do Alto
Parana antes da transposicao e, provavelmente, era habitado por populagdes do citotipo C,
como observado a montante da cachoeira. Por outro lado, o trecho a jusante do canal de
transposi¢do, anteriormente formado pelos ribeirdes Agua Limpa e Sujo, pertencia a bacia do
Sdo Francisco e deveria ser habitado pelo citdtipo A. Com a transposi¢ao do rio Piumbhi, o
citotipo C teve possibilidade de migrar a jusante e o citdtipo A & montante do canal de
transposi¢cdo. Contudo, a migracao do citotipo A deve ter se estendido somente até a regido
da cachoeira, localizada no antigo curso do rio Piumbhi, a qual impede completamente o fluxo
a sua montante. Por sua vez, ndo ocorrem barreiras fisicas que possam ter impedido a
migracdo do citétipo C, bem como dos citétipos B, D e E, para o rio Sdo Francisco.
Entretanto, estes citotipos ndo foram amostrados no rio Sao Francisco € nem na foz do rio
Piumhi. Assim, caso estejam presentes no rio Sdo Francisco, provavelmente ocorrem em

numero reduzido, dificultando sua amostragem.
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Os citétipos A e C diferenciam-se pela substituigdo de um par de cromossomos
acrocéntricos por um par de cromossomos submetacéntricos. Os demais citétipos (B, D, E)
sdo caracterizados por variagdes gradativas no niimero de cromossomos submetacéntricos e
acrocéntricos. Embora trés citdtipos com variagdes quanto aos Cromossomos
submetacéntricos e acrocéntricos ja tenham sido encontrados para uma outra populagdo do
grupo “bimaculatus”, do municipio de Tamarana, PR, Brasil (bacia do Alto Parana)
(PACHECO; GIULIANO-CAETANO; DIAS, 2001), nenhum deles mostra correspondéncia

com os citotipos agora descritos.

Entre os citdtipos A a E ocorre uma diminui¢do continua do ntimero de cromossomos
submetacéntricos, concomitantemente a um aumento no numero de cromossomos
acrocéntricos (figura 13). Tal fato sugere que os citotipos B, D e E possam ter se originado a
partir de um processo de hibridacdo entre os citétipos A e C, ocorrido apds a transposicao.
Esta hipotese encontra apoio na distribuigdo geografica dos citotipos B, D e E, uma vez que
os mesmos s6 foram observados na regido onde provavelmente teria ocorrido o contacto e a

mistura dos citotipos A e C.

A distribuic@o de heterocromatina constitutiva foi semelhante em todas as populagdes,
com a presenca de blocos heterocromaticos pericentroméricos no brago longo de varios pares
de cromossomos. Esse tipo de distribuicdo foi também verificado em outras populagdes do
grupo “bimaculatus” da bacia Alto Parana (FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004;
DOMINGUES et al.,, 2007) e do rio Sao Francisco (PAGANELLI, 1990), nao se
apresentando, assim, como um marcador cromossdmico eficiente na discriminagdo das

populagdes analisadas.

A ocorréncia de Ag-NORs multiplas ¢ uma caracteristica comum no grupo
“bimaculatus” (ALMEIDA-TOLEDO et al.,, 2002; ALBERDI; FENOCCHIO, 1997;
PACHECO; GIULIANO-CAETANO; DIAS, 2001; FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2004; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2006). Contudo, todas as populagdes ora
analisadas apresentaram apenas um par cromossomico portador de Ag-NORs (par 22), o que
foi também confirmado pela localizacdo dos sitios TDNA 18S por FISH. Embora na

populagdo do rio Piumhi mais trés sitios de Ag-NORs tenham sido aparentemente
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identificados, tal fato nao foi comprovado pela analise de FISH. Por outro lado, Almeida-
Toledo et al. (2002), utilizando FISH com sonda de rDNA 28S, observaram NORs multiplas
em populagdes da bacia do Alto Parand e do rio Sdo Francisco, ambas com 4 sitios, mas
somente dois desses sitios foram evidenciados pelo nitrato de Prata (Ag-NORs). Quanto aos
sitios de rDNA 58S, esses normalmente sdo menos varidveis em Astyanax que os sitios de
NORs. Em todas as populagdes analisadas foram observados apenas dois sitios, localizados
em posicdes idénticas de cromossomos aparentemente invaridveis. Resultados similares
foram também obtidos para outras populagdes do grupo bimaculatus (ALMEIDA-TOLEDO
et al. 2002; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2006; DOMINGUES et al. 2007).

De modo geral, as diferenciagdes entre as populagdes do grupo bimaculatus das bacias
do Alto Parand e do Sdo Francisco ficaram restritas as distintas formulas cariotipicas
associadas a substitui¢do de cromossomos acrocéntricos por cromossomos submetacéntricos,
ou vice-versa. A. Tal fato, juntamente com o polimorfismo cromossomico observado no rio
Piumhi, onde provavelmente houve a mistura entre os citdtipos A e C, sugere que populagcdes
do grupo “bimaculatus” das bacias do Alto Parand e do Sao Francisco estdo estreitamente

relacionadas e poderiam se cruzar, originando outros citdtipos distintos.
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Tabela 2. Localidade, coordenadas geograficas e nimero de espécimes analisados por sexo
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Localidade Coordenadas M F 1 Total
Cachoeira do Rio Piumhi 20°27'11"S; 46° 17' 00"W 0 1 2 3
Cabeceira do rio Piumhi 20°27'44"S; 46° 17' 33"W 0 2 27 29
Cabeceira do rio Piumhi 20°26'33"S; 46° 15' 58"W 2 17 4 23
Cabeceira do rio Piumhi 20°26'55"S; 46° 17' 46"W 2 1 1 4
Ribeirdo das Araras 20°26'16"S; 45° 55'40"W 1 1 0 2
Ribeirao dos Patos 20°26' 11"S; 45°47' 31"W 13 9 1 23
Rio Piumbhi (foz do ribeirdo

Minhoca) 20°31'55"S; 46° 02' 42"W 4 23 1 28
Rio Grande (Jusante Furnas) 20°39'17"S; 46° 12' 59"W 1 10 18 29
Rio Sao Francisco (foz do rio

Piumhi) 20°20'31"S; 45° 59' 03"W 4 31 2 37
Cérrego Monjolinho 21°59'08"S; 47° 52' 55"W 2 5 0 7

M = macho; F = fémea; I = sexo indeterminado
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Figura 12. Regido de transposicio do rio Piumhi. a: Situaciio anterior a construciio da hidrelétrica de Furnas.

b: Situacao atual. 1 = ribeirao Agua Limpa; 2 = ribeirao Sujo; 3 = ribeirao das Araras; 4 = ribeirao dos Patos;

5 = canal de transposicdo; 6 = dique de Capitolio; 7 = usina hidrelétrica de Furnas; 8 = cachoeira da Usina; e

= pontos de coleta.
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Figura 13. Citotipos detectados para os espécimes analisados de Astyanax do grupo “bimaculatus”. m =

cromossomos metacénticos; sm = submetacéntricos; st = subtelocéntricos; a = acrocéntricos. A= espécimes do

Sao Francisco; C= espécimes do Alto Parana; B, D e E= forma encontradas semente no rio Piumhi
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Figura 14. Cariotipos de espécimes de Astyanax do grupo “bimaculatus”, analisados de forma seqiiencial por

bandamento C (bc) e Ag-NORs (ag). a = bacia do Sao Francisco; b = rio Piumhi; ¢ = bacia do Alto Parana.
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rDNA 18S rDNA 5S

Figura 15. Hibridagéo in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S
e rDNA 5S em espécimes de Astyanax do grupo “bimaculatus” do

rio Grande (a), rio Piumbhi (b) e rio Sao Francisco (c).
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5 Consideracoes finais

Astyanax fasciatus sensu Eigenmann (1921) é encontrado nas principais bacias
hidrograficas brasileiras, dentre elas as bacias do Alto Paranad e Sao Francisco. Entretanto, sdo
encontradas variagdes morfologicas e citogenéticas considerdveis entre as populagdes
tradicionalmente identificadas como A. fasciatus sugerindo um complexo de espécies. Os dados
cromossomicos aqui apresentados corroboram essa hipdtese. As populacdes analisadas da bacia
do Alto Parana diferiram das populag¢des do Sao Francisco quanto a quantidade e distribui¢cdo de
heterocromatina constitutiva, sitios de DNA satélite As-51, sitios de Ag-NORs, sitios de rDNA
18S e rDNA 5S.

A transposicdo do rio Piumhi possibilitou o contato entre populagdes de Astyanax
fasciatus da bacia do Sdo Francisco com uma populagdo invasora oriunda da bacia do Alto
Parana. Entretanto, ndo foram observados individuos com caracteristicas cromossomicas
intermedidrias entre essas duas populagdes. Tal fato reforca a hipdtese que as populagdes de A.
fasciatus das duas bacias em questdo podem constituir unidades taxondmicas distintas. Nesse
sentido, a populacdo oriunda da bacia do Alto Parana pode ser considerada uma espécie invasora,
que pode eventualmente causar impactos negativos nas populacdes residentes da bacia do Sao
Francisco. De fato, no leito do antigo ribeirio Agua Limpa e em parte do ribeirio Sujo foi
observado somente a forma oriunda da bacia do Alto Parana sugerindo a impossibilidade de

sintopia entre as duas formas.

Recentemente, a populagdo de A. bimaculatus que habita a bacia do Alto Parana
foi elevada a espécie e recebeu o nome A. altiparanae, em referencia a sua distribuicdo (Garutti;
Britski, 2000). Do mesmo modo, a populagdo de A. bimaculatus que habita a bacia do Sao
Francisco foi elevada a espécie regatando-se o nome A. lacustris (Liitken, 1875). Entretanto, no
presente trabalho ndo foi possivel distinguir morfologicamente essas duas espécies. O mesmo
correu com os dados cromossdmicos. As populagdes coletadas na bacia do Alto Parana e do Sao
Francisco apresentaram o mesmo nimero de cromossomos, de sitios de rDNA 18S e rDNA 5S. A

diferenciagdo ficou restrita as formulas cariotipicas. As populagdes da bacia do Sao Francisco
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apresentaram um citdtipo constituido por 8m+32sm+2st+8a diferentemente das populagdes da
bacia do Alto Parand que apresentaram citotipo com 8m+34sm+2st+6a, ou seja, ha variagdo em
apenas um par de cromossomos que passa de acrocéntico em um citotipo para submetacéntico no

outro.

No rio Piumhi, onde provavelmente houve o contato entre A. altiparana e A.
lacustruis em decorréncia da transposi¢do, foram observados esses dois citotipos em simpatria.
Entretanto, outros trés citdtipos foram também observados, nesse mesmo rio. Esses trés citotipos
também sdo formados por variagdes entre cromossomos submetacénticos e acrocéntricos
sugerindo que podem ser formas intermedidrias entre os citotipos encontrados nas bacias do Alto
Parana e Sao Francisco. Assim, os dados cromossomicos aqui apresentados, bem como a
dificuldade em distinguir, com base em caracteres morfologicos, A. altiparanae de A. lacustris,
indicam que essas duas espécies nominais possam, na realidade, constituir uma s6 unidade

taxondmica, com diferencas populacionais.

O presente estudo contemplou um grupo peixes de dificil identificacdo morfologica que
habitam as bacias do Alto Parand e Sdo Francisco. Foram analisadas populacdes isoladas, bem
como populacdes onde ocorreu provavelmente mistura das duas faunas em funcdo da
transposi¢ao do rio Piumhi. Os dados cromossomicos permitiram identificar a populacio invasora
de A. fasciatus, mas ndo diferenciaram as populag¢des do grupo “’bimaculatus”, sugerindo que A.
altiparanae e¢ A. Lacustris se tratam de uma mesma espécie. Entretanto, essa hipotese deve ser

confirmada com outros marcadores citogenéticos e moleculares.
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