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Resumo

No inicio dos anos 60 foi concluida a construcédo da represa de Furnas sobre o rio
Grande, bacia do rio Paranad. Quando as comportas da usina hidrelétrica foram
fechadas, um dique foi construido para conter as aguas da represa, a fim de evitar o
alagamento da cidade de Capitolio (MG). Entretanto, esse dique represou as aguas
do rio Piumhi que, naquela época, era um dos afluentes do rio Grande. O rio Piumbhi
foi entdo desviado para a bacia do rio S&o Francisco. O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar, com base na citogenética classica e molecular, algumas
espécies de Siluriformes atualmente encontradas na regido do canal de transposicao
do rio Piumhi, com o intuito de verificar a ocorréncia de possiveis inter-relacées entre
faunas de bacias distintas, além de realizar analises citotaxondbmicas. Foram
analisadas as espécies: Imparfinis schubarti com 18m + 34 sm + 6st e RON simples
intersticial, Cetopsorhamdia iheringi com 28m + 26sm + 4st e RON simples
intersticial, Pimelodella vittata com 16m + 22sm + 8st e RON simples terminal,
Rhamdia sp. A aff. R. quelen com 26m + 16sm + 14st + 2a e RON simples terminal,
Rhamdia sp. B aff. R. quelen com 28m + 20sm + 10st e RON simples intersticial,
Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala 12m + 30sm + 14st e RON simples instersticial,
Trichomycterus brasiliensis com 34m + 18sm + 2sm e RON simples instersticial ,
Pimelodus pohli com 28m + 16sm + 10st + 2a com RON simples terminal e
Parauchenipterus galeatus com 26m + 16sm + 14st + 8a. Os dados citogenéticos
classicos e moleculares (rDNA 18S e 5S) obtidos para as espécies Imparfinis
schubarti, Cetopsorhamdia iheringi, Pimelodella vittata, Rhamdia sp. A aff. R. quelen,
Rhamdia sp. B aff. R. quelen e Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala, em andlise

comparativa com outras resultados disponiveis na literatura, corroboram com a



literatura taxondmica tradicional da familia Heptapteridae, inclusive com a formacao
do subclado Nemuroglanis. Os resultados obtidos permitiram tecer consideracdes
sobre aspectos taxondmicos das espécies estudadas, bem como as possiveis
relacfes destas com a transposicao do rio Piumhi.

Palavras chave: citogenética de peixes; transposicdo do rio Piumhi; rio Séo

Francisco; Siluriformes.



Abstract

At the beginnig of the 60’ was concluded the building of the Furnas dam over the Rio
Grande, wich belongs to Parana river watershed. When the gates of the hydroelectric
were closed, a dike was built to contain the waters of the dam, in order to prevent the
flooding of the city of Capitolio — MG. However, this dike has dammed the river
Piumhi, which, at that time, was an affluent of the Rio Grande. The Piumhi River was
then diverted to S&o Francisco watershed. The present work aimed to characterizing,
based on classic and molecular cytogenetic, some species of Siluriforms, actually
found in the region of the transposition channel of the Piumhi River, to verify the
occurrence of possible interrelationships between faunas of different watersheds,
also realizing cytotaxonomic analysis. Were analysed the following species:
Imparfinis schubarti with 18m + 34sm + 6st and RON simple interstitial,
Cetopsorhamdia iheringi with 28m + 26sm + 4st and RON simple interstitial,
Pimelodella vittata with 16m + 22sm + 8st and RON simple terminal, Rhamdia sp. A
aff. R. quelen with 26m + 16sm + 14st + 2a and RON simple terminal, Rhamdia sp. B
aff. R. quelen with 28m + 20sm + 10st and RON simple interstitial, Rhamdiopsis sp.
cf. R. microcephala 12m + 30sm + 14st and RON simple interstitial, Trichomycterus
brasiliensis with 34m + 18sm + 2sm and RON simple interstitial, Pimelodus pohli with
28m + 16sm + 10st +2a with RON simple terminal and Parauchenipterus galeatus
with 26m + 16sm + 14st + 8a. Classical and molecular cytogenetic data (rDNA 18S e
5S) obtained to the species Imparfinis schubarti, Cetopsorhamdia iheringi,
Pimelodella vittata, Rhamdia sp. A aff. R. quelen, Rhamdia sp. B aff. R. quelen and
Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala, in comparative analysis with other results

available in literature, corroborates with the traditional taxonomic literature of



Heptapteridae family, including the formation of subclade Nemuroglanis. The results
led to considerations about aspects of the taxonomic species, as well as possible

relations of these with the transposition of the river Piumhi.

Key words: fish cytogenetics, Piumhi river transposition, S&o Francisco river,

Siluriforms.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bacia do rio Parana

Principal formador da bacia do Prata, o rio Parana € o décimo maior do
mundo em descarga, e 0 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 estuéario do Prata, percorre
4.695 km. Em territério brasileiro, drena uma area de 891.000 km2. Os principais
tributarios do rio Parana sdo o Grande e o Paranaiba (formadores), Tieté,
Paranapanema e Iguacu (Figura 1). A ictiofauna desse sistema hidrografico é
representada por 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 regifes limitrofes dos
Estados de S&o Paulo e Minas Gerais, a aproximadamente 1.500 m de altitude (22°
15’S 44° 34'W). Apresentando extensédo total de 1.050 km (ZIESLER; ARDIZZONE,
1979), é uma area de drenagem de aproximadamente 143 mil 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).
Levantamentos da ictiofauna feitos em riachos da bacia do rio Grande evidenciaram
a presenca de 18 familias, 44 géneros e 64 espécies (CEMIG/CETEC, 2000;

CASTRO et al., 2003)
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1.2 Bacia do rio Sao Francisco

Abrangendo as regibes Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, e cortando seis
estados brasileiros mais o distrito federal, a bacia do rio Séo Francisco (Figura 1) é a
quarta em importancia entre as bacias brasileiras, ocupando 7,4% do territorio
nacional (PAIVA, 1982). O rio S&o 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.

A citada bacia € dividida em trés regides: (I) o vale superior, o qual
compreende as areas de cabeceira do rio até a corredeira de Pirapora, (Il) o vale
médio, que comeca na corredeira de Pirapora e desce até a cachoeira Paulo Afonso
e o vale inferior, que vai desta Ultima cachoeira citada até a foz.

A bacia do S&o Francisco possui cerca de 159 espécies de peixes, muitas
delas caracterizadas pelo endemismo (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988), tornando-as
mais susceptiveis a extingdo. Sobre a distribuicdo de peixes ao longo do rio Séo
Francisco devem ser levadas em consideracdo algumas caracteristicas, tais como:
(I) o Sao Francisco é um rio perene e que cruza o Brasil de oeste para leste; (Il) na
regido do vale superior, as aguas sao torrenciais, frias e com pouco material em
suspensao; (lll) no vale médio, as aguas possuem pequena velocidade com
temperaturas mais elevadas e com um pouco mais de material organico em
suspensao, e (IV) no vale inferior, nas proximidades do estuério, as lagoas marginais
sdo verdadeiros criadouros de peixes, com agua sedimentada, rica em nutrientes

(PAIVA, 1982).
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1.3 O reservatorio de Furnas

A Usina Hidrelétrica de Furnas foi a primeira a ser construida pela Empresa,
da qual herdou o nome. Esté localizada no curso médio do rio Grande (Figura 1), no
trecho denominado "Corredeiras das Furnas", entre os municipios de Sao José da
Barra e Sao Joao Batista da Gléria, em Minas Gerais e possui uma poténcia nominal
de 1.216 MW (8 X 152 MW). Sua constru¢cdo comecou em julho de 1958 e em 1963
a primeira unidade entrou em operacao. O reservatorio, um dos maiores do Brasil,
com 1.440 km? e 3.500 km de perimetro, banha 34 municipios de Minas Gerais e é
alimentado pelos rios Grande e Sapucai (FURNAS, 2006). Além dos impactos
comumente associados a implantacdo das grandes represas, a construcdo de
FURNAS trouxe outro ainda pouco conhecido, a transposi¢ao de fauna (MOREIRA-

FILHO; BUCKUP, 2005).

1.4 Represamentos

Devido a alteracdo profunda e definitiva da dindmica da agua, os
represamentos determinam consideraveis modificacdes das comunidades bioticas
nas suas areas de influéncia, constituindo um dos maiores impactos em ambientes
de agua doce (DUDGEON, 2000). Para a comunidade de peixes, o resultado é a
alteracao na abundancia das espécies com a eventual eliminacéo de algumas delas.
Assim, espécies de peixes naturalmente em baixa densidade, podem encontrar
condi¢cdes favoraveis e proliferar, enquanto outras, que ndo tenham, no novo
ambiente, as condicbes adequadas para satisfazerem suas necessidades

ecoldgicas, podem ter sua abundancia reduzida.
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Além disso, os represamentos podem causar diminuicdo de habitats,
mudancas no ambiente de reproducdo, interrupcdo 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 introducdes nos trechos a montante. Por outro lado, pode constituir uma

barreia intransponivel para populacdes de peixes localizadas a jusante da barragem.

1.5 Transposicao de fauna

Apés o fechamento das comportas da hidrelétrica de Furnas as aguas da
bacia do rio Grande escoariam até a bacia do rio Sdo Francisco alagando o
municipio de Capit6lio. Esse problema foi contornado pela constru¢cdo de um dique
(dique de Capitolio) nessa cidade (Figura 2). Entretanto, o dique represou também o
rio Piumhi, um dos afluentes do rio Grande. Posteriormente, foi construido um
sistema de drenagem alterando o curso do rio Piumhi, o qual foi desviado para o
leito do corrego Agua Limpa, que desagua no ribeirdo Sujo, um dos afluentes da
margem direita do rio Sdo Francisco. Desse modo, os peixes da bacia do Alto rio
Parana que habitavam as 4guas do rio Piumhi passaram a conviver com espécies da
bacia do rio Sdo Francisco (Figura 3). O contato dessas duas importantes bacias
passou desapercebido por mais de 40 anos pela comunidade cientifica (MOREIRA-

FILHO; BUCKUP, 2005).
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Figura 2. Dique de Capitélio. Na margem esquerda esta o lago de FURNAS e na direita o lago
do rio Piumhi.
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1.6 Invasao Bioldgica

As Invasdes biolégicas vem aumentando em frequiéncia no cenério mundial e
podem produzir danos ecolégicos irreparaveis, incluindo a perda de espécies nativas
(MACK, 2000). Os efeitos ecoldgicos da introducdo de espécies alienigenas incluem
competicdo, predagcdo das espécies nativas e a introducdo de parasitas e doengas
(KRUEGER; MAY, 1991; RICKLEFS, 1993). Ja os efeitos genéticos podem ser
causados pela hibridacdo de espécies invasoras com espécies nativas, bem como
pela diminuicdo do tamanho efetivo das populagdes residentes (MILLS et al., 2004).
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 introducdes de espécies podem ser mais
acentuados em decorréncia do isolamento evolutivo entre organismos de diferentes
bacias (RICCIARDI; ATKINSON, 2004). No lago Gatun, Panama4, foi introduzido o
ciclideo Cichla ocellaris acarretando a extincdo 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
extincdo de mais de 200 espécies endémicas por causa da predacdo e competicao
por alimentos (OGUTU-OHWAYO, 1990).

No Brasil a introducdo 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 reducao
na abundancia de individuos jovens de outras, bem como a reducédo do peso médio
dos individuos (SUNAGA; VERANI, 1991; LATINI; PETRERE Jr., 2004). Por outro

lado, a introducéo de parte da fauna da bacia do rio Alto Parand, que habitava o rio
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Piumhi, para a bacia do rio Sao Francisco ainda nao foi estudada (MOREIRA-FILHO;

BUCKUP, 2005), o que torna relevante o atual projeto.

1.7 Siluriformes — aspectos gerais

Os Siluriformes compreendem um grupo de peixes formado por 3093
espécies validas (FERRARIS, 2007), popularmente conhecidas como peixes-de-
couro, cascudos, acaris, etc. A maioria de seus representantes habita as aguas
doces das regides tropicais (América, Africa e Asia), embora exista também uma
familia cuja ocorréncia € predominante na América do Norte, Ictaluridae
(GREENWOOD et al., 1966), e outras duas cujos representantes sdo marinhos,
Ariidae e Plotosidae (LOWE-MCCONNEL, 1975). Na Regidao Neotropical ainda
ocorrem algumas familias, como Auchenipteridae e Aspredinidae, que apresentam
espécies estuarinas, ou seja, que ocasionalmente podem ocupar o ambiente
marinho (PINNA, 1998).

Os Siluriformes podem ser facilmente identificados por possuirem
caracteristicas morfolégicas distintivas. Sdo peixes de corpo nu, o qual encontra-se
envolto por pele espessa ou coberto por placas Osseas (total ou parcialmente)
(BRITSKI et al., 1988). As nadadeiras sédo bem separadas, sendo o primeiro raio das
nadadeiras peitorais e dorsal, portador de um aculeo forte e pungente. A nadadeira
adiposa encontra-se presente, e €, em geral, bem desenvolvida, ja a nadadeira
caudal assume formato variavel. H4 geralmente trés pares de barbilhdes sensitivos

(MEES, 1974).
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1.8 Estudos citogenéticos - Siluriformes

Estudos citogenéticos em populacdes naturais de peixes Neotropicais de
agua doce tém gerado importantes informacbes a cerca de modificacbes da
estrutura cromossbmica e cariotipica em algumas espécies, possivelmente
favorecidas por isolamento geografico em diferentes bacias hidrograficas e
microbacias de uma regido (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; SOUZA,
MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1995)

Garcia (2005), através de uma revisao dos dados citogenéticos das principais
familias de Siluriformes, obteve uma relacdo de 73 espécies. Os numeros hapléides
e/ou dipldides compreedem uma variagdo de 2n=42 (Pariolius hollandi, ROMAN;
MARGARIDO, 2002) até 2n=60 cromossomos (Conorhynchus conirostris, GARCIA,
2003).

Espécies que possuem uma macroestrutura cariotipica conservada podem
ser diferenciadas por técnicas de bandamento cromossdmico, bem como pela
localizacdo in situ de seqiéncias de DNA. Dentre essas técnicas destacam-se o
bandamento C, para evidenciar as regides ricas em heterocromatina e a coloragao
com Nitrato de Prata, para evidenciar as regides organizadoras de nucléolo que
estiveram funcionalmente ativas na interfase anterior & mitose (Ag-NORS).

A distribuicdo de heterocromatina vem se mostrando como um 6étimo
marcador na distincdo de espécies e de populagdes. A. altiparanae e A. lacustris, por
exemplo, sdo morfologicamente semelhantes e possuem cariétipos na coloracao
convencional em Giemsa bem similares, mas podem ser facilmente separadas pela
distribuicdo da banda C (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; PERES, 2005). No mesmo

sentido, Pimelodus maculatus provenientes de diferentes localidades podem
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apresentar padrdoes heterocromaticos distintos (SOUZA; GIULIANO-CAETANO;
DIAS, 2003).

A localizacdo das RONSs, através da impregnacao por nitrato de prata vem
sendo utilizada como marcador para populacbes de algumas espécies. Em
Pseudoplatystoma corruscans existe divergéncia entre o padrdo Ag-RON dos
individuos do rio Pananad quando comparados com exemplares do rio Paraguai
(SWARCA et al., 2005)

Recentemente, o mapeamento fisico de seqtiéncias de DNA pela hibridacéo
fluorescente in situ (FISH) deu um novo impulso a citogenética de peixes. Tem sido
descrito principalmente o nimero e a localizacdo de sequéncias de DNAr 45S e 5S,
além de sequéncias teloméricas e de DNA satélite. A técnica de FISH com sonda de
rDNA 18S vem se mostrando uma ferramenta poderosa, com relacdo a outras
técnicas citogenéticas classicas, na deteccdo das RONs ao longo do complemento
cromossbmico, pois podem identifica-las independente de terem estado ativas ou
ndo na interfase anterior. Assim, é relativamente comum a ocorréncia de um ndamero
maior de sitios de RONs que os identificados pela técnica de coloracdo pela Prata
em peixes neotropicais, como observado em Hoplias malabaricus (BORN;
BERTOLLO, 2000) e A. scabripinnis (FERRO et al., 2001; KAVALCO; MOREIRA-
FILHO, 2003), Prochilodus lineatus (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2003).

Os dados disponiveis com relacdo ao uso da sonda de DNAr 5S demonstram,
até o momento, o predominio da ocorréncia de apenas um par cromossémico
portador deste gene ribossomico em Siluriformes (KAVALCO et al.,, 2004). Em
alguns casos, a quantidade e a localizacao dos sitios 5S podem ser utilizadas para

diferenciar espécies proximas (GARCIA, 2005).
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Os estudos citogenéticos mostram-se como uma fonte importante de
informacfes para a taxonomia e para o entendimento das relacdes filogenéticas
entre as espécies, uma vez que apresentam grande diversidade (OLIVEIRA et al.,
1988; AREFJEV, 1990; GALETTI JR.; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 1994;
DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO, 2005). Assim, desde o final dos anos 70 a
citogenética vem auxiliando a taxonomia e a identificacdo de espécies cripticas de
peixes através de estudos citotaxonémicos (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-
FILHO, 1978, MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; CENTOFANTE et al., 2003,

entre outros).
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2. Objetivos

Caracterizar com ferramentas da citogenetica classica e molecular algumas
espécies de Siluriformes atualmente encontradas na regido do canal de
transposicao do rio Piumhi, através da utilizacdo da coloracdo em Giemsa e
montagem dos cariétipos, bandamento C, deteccdo das Regibes
Organizadoras de Nucléolo (Ag-RON), e hibridizacdo in situ com sondas de
rDNA 18S e 5S.

Discutir os resultados obtidos, comparando-os com os trabalhos de
citotaxonomia e sistematica existentes na literatura para peixes neotropicais.
Verificar a ocorréncia de possiveis inter-relacdes entre as espécies estudadas

e a transposicao do rio Piumhi.
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3. Material e Métodos

3.1 Material bioldgico

Foram coletadas varias espécies (Figura 4) da Ordem Siluriformes da regiao

de transposicao do rio Piumhi, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Amostras analisadas.

Espécie N Local de Coleta Coordenadas Tombamento
geograficas

Imparfinis schubarti 11 Ribeirdo Minhoca 20°31'55.2" S MNRJ 29336
046°02'42.1" W

Cetopsorhamdia iheringi 9 Ribeirdo Minhoca 20°31'55.2" S MNRJ 31477
046°02'42.1" W

Pimelodella vittata 6 Ribeirdo Minhoca 20°31'55.2" S MNRJ 29330
046°02'42.1" W

Rhamdia sp. A aff. R. 10 Ribeirdo Minhoca 20°31'55.2" S MNRJ 29329

quelen 046°02'42.1" W MNRJ 29326

Rhamdia sp. B aff. R. 2 Ribeirdo dos Patos 20°26'10.6” S MNRJ 29332

quelen 045°47'31.1" W

Rhamdiopsis sp. cf. R. 18 Ribeirdo Minhoca 20°31'55.2" S MNRJ 29325

microcephala 046°02'42.1" W

Trichomycterus brasiliensis 9 Ribeiréo das Araras  20°26'16.4"S MNRJ 2933
045°55'39.8"W

Parauchenipterus galeatus 5 Pantanal Rio Piumhi  20°26'16.4”S MNRJ 31408
045°55'39.8"W

Pimelodus pohli 17 Foz do rio Piumhi, 20°20'31.0"S; MNRJ26378

Rio Sao Francisco 045°59'03.4"W

Apbés as coletas, os animais foram transportados ao Laboratério de
Citogenética da Universidade Federal de Sao Carlos, onde foram feitas as
preparagcdes cromossOmicas. Foram retiradas amostras de tecidos para futuras
analises de DNA mitocondrial (mtDNA) e acondicionados em freezer -80°C. Em
seguida, os peixes foram fixados em formol 10% por no minimo 24h, sendo

posteriormente guardados em etanol 70%.



C.P.= 84.04mm

C.P.=65.87mm C.P.=62.17mm

C.P.= 68.58mm

C.P=145.11mm C.P.=98.19mm

Figura 4. Espécies analisadas: (A) Imparfinis schubarti, (B) Cetopsorhamdia iheringi, (C) Pimelodella vittata, (D) Rhamdia sp. A aff. R. quelen, (E)
Rhamdia sp. B aff. R. quelen, (F) Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala, (G) Trichomycterus brasiliensis, (H) Parauchenipterus galeatus e (I)
Pimelodus pohli.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Inducéo de metafase

Foi utilizada a técnica de inducdo do aumento na freqiéncia mitética nas
células de defesa através da injecdo de suspensédo de levedura (LEE; ELDER,

1980).

3.2.2 Preparacao de cromossomos mitéticos

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células do renais, por meio da
técnica de preparacdo direta (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978),

com pequenas modificagoes:

1. Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na propor¢cdo de 1mL para

cada 100g do animal.

2. Apos aproximadamente 30 min sacrificar o animal, retirar o rim e dissociar em

solucéo hipoténica de KCI 0,075mol/L.

3. Incubar a suspensao 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 0 sobrenadante e acrescentar 10mL de fixador, homogeneizar e

centrifugar a 900rpm/10 min.

6. Repetir o passo 5 por mais duas vezes.
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7. ApoOs desprezar o sobrenadante da ultima centrifugacdo, adicionar 200 a
1000uL de fixador homogeneizar e guardar o material a —20°C.
Para a analise cromossOmica, trés gotas de suspensdo celular foram

pingadas sobre uma lamina de vidro e coradas com Giemsa 5% em tampé&o fosfato

(pH=6,8) por 7 min.

3.2.3. Bandamento C

A identificacdo das regides de heterocromatina constitutiva seguiu a
metodologia descrita por Sumner (1972): Mergulhar a lamina em HCI 0,2 mol/L a

42°C por 15 min.

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

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

3. Lavar a lamina com agua destilada e encubar em 2xSSC a 60°C por 30 min.
4. Lavar a lamina, secar ao ar e corar com Giemsa 5% em tampao fosfato

(pH=6,8) por 7 min.

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

A identificacdo das regibes organizadoras de nucléolo pelo nitrato de prata
(Ag-NORs) seguiu a técnica descrita por Howell e Black (1980), com algumas

adaptacoes:

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

2. Lavar em égua corrente e secar ao ar.
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3. Pingar na lamina trés gotas de solucdo aquosa de gelatina (2%) com acido

férmico (1%).

4. Pingar seis gotas de AgNOj3; (50%), cobrir com uma laminula e incubar na
estufa a 60°C.

5. Quando a lamina apresentar coloracdo castanha lavar em agua corrente e
secar ao ar.

3.2.5 Montagem dos cariotipos

Apoés anélise em microscopio Optico as melhores metafases foram capturadas
em campo claro no microscopio Olympus BX50 utilizando o software ImagePro Plus
Media Cybernetics. Os cariétipos foram montados com o software Adobe Photoshop
7.0. Os cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos
(sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com a razao de bracos
(LEVAN; FREGDA; SANDBERG,1964) e arranjados em ordem decrescente em cada

grupo cromossomico.

3.2.6 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S foi obtida pela hibridacéo
fluorescente in situ (FISH), com sondas de Prochilodus lineatus (Teleostei,
Prochilodontidae), obtidas por Hatanaka e Galetti Jr. (2004) e de Leporinus
elongatus (Teleostei, Anostomidae) por Martins e Galetti JR. (2001b),
respectivamente. A FISH seguiu a metodologia descrita por Pinkel, Straume e Gray

(1996):
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1. As sondas foram marcadas com biotina através de “Nick Translation” com o
kit Bionick™ Labeling System, seguindo-se as recomendaces do fabricante

(Invitrogen™).

2. Desidratar a lamina em série alcodlica (etanol 70, 80 e 100%) por 5 min cada.
Incubar as laminas com RNAse (40ug/mL em 2xSSC) em camara umida 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 alcodlica.

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

6. Desnaturar a sonda em solucdo de hibridacdo (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 solucéo de hibridacdo em cada lamina e incubar em camara

umedecida com formamida 60% overnight.

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 tampéao 5% NFDM (No Fat Dry Milk 5%, 4xSSC).

10. Incubar as laminas com 90uL de FITC 2,5ng/uL em NFDM por 30 min.
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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 ulL de antifading e 1uL lodeto de Propidio (50ug/ml)

ou dapi (0.2 mg/ml).
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4. Resultados

Os resultados estao organizados em trés capitulos correspondentes a artigos
cientificos.
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Capitulo | - Citogenética de Imparfinis schubarti (Siluriformes: Heptapteridae)

daregido de transposicédo do rio Piumhi, Estado de Minas Gerais, Brasil.
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Capitulo |

Cytogenetics of Imparfinis schubarti (Siluriformes: Heptapteridae) from the

Piumhi drainage, a diverted river in Minas Gerais State, Brazil

ZOOLOGIA, v.26(4), p. 733-738, 2009.
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Citogenética de Imparfinis schubarti (Siluriformes: Heptapteridae) da regido de

transposicao do rio Piumhi, Estado de Minas Gerais, Brasil.
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! Universidade Federal de Sao Carlos, Departamento de Genética e Evolugéo. Rodovia Washington
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Abstract

Specimens of Imparfinis schubarti (Gomes, 1956) collected in the Piumhi river
drainage, state of Minas Gerais, Brazil, were studied cytogenetically. The river was
diverted from the Rio Grande Basin into the Sao Francisco basin in the early 1960s.
All individuals presented 2n = 58 chromosomes, including 18 metacentric, 34
submetacentric and six subtelocentric chromosomes. A secondary constriction was
observed in the interstitial region of the long arm of the largest chromosome pair,
coinciding with the NOR. A single conspicuous heterochromatic block located in the
largest pair of metacentric chromosomes was observed, adjacent to the secondary
constriction. A detectable 18S rDNA probe hybridization region occurs in only one
chromosome pair and is synthenic with the marking obtained with 5S rDNA probe.
These results fit the cytogenetic pattern previously described for the genus Imparfinis

Eigenmann & Norris, 1900.

Keywords: Transposed river; subclade Nemuroglanis; FISH; S&o Francisco River

Basin.
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Resumo

Foram estudados citogeneticamente espécimes de Imparfinis schubarti (Gomes,
1956) coletados no rio Piumhi, Estado de Minas Gerais. Esse rio foi transposto da
bacia do rio Grande para a bacia do rio Sdo Francisco no inicio da década de 1960.
Todos os individuos apresentaram 2n=58 cromossomos, incluindo 18 metacéntricos,
34 submetacéntricos e seis subtelocéntricos. Uma constricdo secundaria foi
visualizada na regido intersticial do braco longo do maior par de cromossomos, 0
qual é coincidente com a RON. Apenas um bloco heterocromético conspicuo foi
observado, localizado no primeiro par de cromossomos metacéntricos, adjacente a
constricdo secundaria. O sinal proveniente da hibridacdo da sonda de rDNA 18S
esta presente em apenas um par cromossémico e € sinténico a marcacao obtida
com sonda de rDNA 5S. Os resultados obtidos neste trabalho se enquadram com o

padrdo citogenético descrito para o género Imparfinis.

Palavras chave: transposicao de rio; subclado Nemuroglanis; FISH; bacia do rio

Sao Francisco.
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Introducao

Lundberg e colaboradores (1991a, b) dividiram a familia Pimelodidae em dois
presumiveis grupos monofiléticos, Pseudopimelodinae e Rhamdiinae, sugerindo que
esta familia ndo é monofilética em sua definicao tradicional. A hipotese da polifilia da
familia Pimelodidae foi corroborada por Pinna (1998), o qual se baseou em estudos
filogenéticos da ordem Siluriformes. Pinna (1998) também demonstrou a prioridade
do nome Heptapterinae sobre Rhamdiinae. Bockmann e Guazzelli (2003) elevaram
Heptapterinae a categoria de familia, incluindo 190 especies e 24 generos.
Baseados em dados morfolégicos, sao reconhecidos na literatura alguns subclados
de Heptateridae (FERRARIS, 1998; LUNDBERG; BORNBUSH; MAGO-LECCIA,
1991; BOCKMANN, 1994). O género Imparfinis esta incluido no subclado
Nemuroglanis, juntamente com outros treze géneros: Acentronichthys,
Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Heptapterus, Horiomyson, Imperales,
Medemichthys, Nannorhamdia, @ Nemuroglanis, Pariolius, Phenacorhamdia,
Phreatobius e Rhamdiopsis.

Imparfinis, com 18 espécies validas (BOCKMANN; GUAZZELLI, 2003), é,
filogeneticamente, um dos menos resolvidos grupos de Heptapteridae (BOCKMANN,
1994). Habitam as cabeceiras de rios desde a Ameérica Central até as areas tropicais
da América do Sul. As espécies deste género sdo de pequeno porte e possuem
habito bentonico e noturno (CASTRO; CASSATI, 1997).

Até o momento, seis espécies deste género foram estudadas
citogeneticamente: Imparfinis mirini Haseman, 1911, com 2n=58; I. borodini Mees &
Cala, 1989, com 2n=52; I. piperatus Eigenmann & Norris, 1900, com 2n=58;

Imparfinis sp. cf. |. piperatus com 2n=56; Imparfinis sp. aff. I. schubarti com 2n=58; e
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I. hollandi Haseman, 1911 com 2n=42 (Tabela ). Nestas espécies existe
predominancia de cromossomos do tipo metacéntricos e submetacéntricos e
presenca de RON simples intersticial.

Neste artigo é descrito o cariotipo de uma populacdo de Imparfinis schubarti
da bacia do rio Piumhi. Este rio, um tributario do rio Grande no estado de Minas
Gerais, Brasil, foi transposto da bacia do rio Parand para a Bacia do rio Sao
Francisco na década de 1960. Durante a construcdo da barragem da hidroelétrica de
Furnas no rio Grande, um dique secundario foi construido para evitar a inundacéo da
cidade de Capitdlio. Essa barragem secundaria obrigou o desvio do rio Piumhi da
bacia do rio Grande, para a bacia do rio Sao Francisco (MOREIRA-FILHO; BUCKUP
2005) (Figura 5). Este estudo faz parte de uma investigacdo abrangente sobre a

mistura das faunas das bacias citadas.

Material e Métodos

Dez espécimes (4 machos and 6 fémeas) coletados no ribeirdo Minhoca
(20°31'55.2"S; 46°02'42.1"W), um pequeno tributario do rio Piumhi (MG) (Figura 5),
foram citogeneticamente estudados neste trabalho. Os individuos espécimes foram
depositados na colecéo ictiologica do Museu Nacional do Rio de Janeiro (voucher
MNRJ 29336 e MNRJ 32759). As metafases mitdticas foram obtidas de acordo com
Bertollo e colaboradores (1978) e Foresti e colaboradores (1993). A morfologia
cromossOmica foi determinada de acordo com a relacdo entre o tamanhos de
bracos, proposta por Levan e colaboradores (1965). O numero fundamental (NF) foi
estabelecido através da soma do numero de bragos cromossdmcos, sendo dois

bracos para cromossomos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e
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subtelocéntricos (st) e um braco para cromossomos acrocéntricos (a). A
heterocromatina constitutiva foi identificada com o método do hidroxido de bario
(SUMNER, 1972) e as regifes organizadoras de nucléolos foram detectadas através
da coloracdo com nitrato de prata (HOWELL; BLACK, 1980). As mesmas metafases
analisadas em coloracdo convencional Giemsa foram sequencialmente submetidas
ao bandamento C.

A localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S nos cromossomos foi realizada
utilizando a técnica de fluorescent in situ hibridization (FISH)( PINKEL; STRAUME;
GRAY, 1986), com estrigéncia de 77%, e sondas obtidas de Prochilodus argenteus
(HATANAKA; GALETTI Jr, 1994) e Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI Jr,
1999), respectivamente. As sondas foram marcadas com 14-dATP-biotin através de
nick translation de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Bionick Labelling System
- Invitrogen). Os cromossomos foram corados com DAPI (0.2 mg/ml) e analisados
em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX50. O software Image-Pro Plus

(Media Cybernetics) foi usado para a captura das imagens.

Resultados

Os exemplares apresentaram 2n=58 cromossomos com 20m + 32sm + 6st
(Figura 6) e numero fundamental (NF=numero de bracos cromossémicos) 116. Nao
foram observadas diferencas cromossOGmicas entre 0s sexos. Uma constricdo
secundéria coincidente com a RON foi observada em regido intersticial do braco
longo do primeiro par de cromossomos submetacéntricos. Diferengas nas
marcacdes obtidas pela prata entre os cromossomos homélogos do par 10 foram

frequentemente observadas (Figura 7). Os cromossomos possuem pouca
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quantidade de heterocromatina constitutiva, exceto pelo par de cromossomos
submetacéntricos, o qual possui bastante heterocromatina adjacente a constricdo
secundaria (Figura 7).

A hibridizacdo in situ com sondas de rDNA 18S evidenciou sinais
fluorescentes coincidentes com as Ag-RONs localizadas na constricdo secundaria
do primeiro par de cromossomos submetacéntricos. Estas marcas séo
heteromorficas entre os cromossomos homologos (Figura 8). Os sinais produzidos

pelo FISH 5S rDNA revelou um unico locus sinténico ao rDNA 18S (Figura 9).

Discussao

O numero dipldide de 2n=58 identificado em Imparfinis schubarti € o mais
comum descrito para Imparfinis (Tabela I), bem como para a ordem Siluriformes
(OLIVEIRA et al., 1988). Espécies de Imparfinis, como a maioria dos Siluriformes,
sdo caracterizadas pela predominancia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, e por altos valores de NF. Estas caracteristicas correspondem a
uma condicdo pleisiomorfica largamente distribuida nesta ordem (OLIVEIRA &
GOSZTONYI, 2000). O NF=116 encontrado para Imparfinis schubarti € o mais
comum para o0 género, sendo observado em Imparfinis piperatus (VISSOTTO,;
FORESTI; OLIVEIRA, 2001), I. mirini (VISSOTTO; FORESTI; OLIVEIRA, 1997;
VISSOTTO, 2000) e Imparfinis sp. aff. I. schubarti (STOLF et al., 2004).

Regibes organizadoras de nucléolo simples localizadas no primeiro par de
cromossomos metacéntricos e coincidentes com constricdes secundarias intersticiais
sdo caracteristicas presentes em |. schubarti, 1. mirini, I. piperatus-citétipos A e B, e

Imparfinis sp. aff. I. schubarti (Tabela I). Se 2n=58 é uma condi¢do pleisiomorfica
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como sugerido por Oliveira e colaboradores (1988) e Fenocchio e colaboradores
(2003), a reducdo do numero de cromossomos pode ser considerada uma
sinapomorfia, a qual agruparia Imparfinis sp. cf. |. piperatus do rio Juquia
(VISSOTTO; FORESTI; OLIVEIRA, 2001; FENOCCHIO et al., 2003), I. borodini
(MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2008) e I. hollandi (VISSOTTO; FORESTI;
OLIVEIRA, 1999). Esta hipotese é corroborada pela nao localizacdo da regido
organizadora de nucléolo no maior par cromossémico. Além disso, a migracao da
regido organizadora de nucléolo para uma posicao terminal pode representar uma
sinapomorfica agrupando I. hollandi e I. borodini.

Deste modo, é possivel supor que as espécies |. schubarti, I. mirini, I.
piperatus-citétipos A e B, e Imparfinis sp. aff. I. schubarti (Tabela 1) formam um
grupo natural e podem ser diferenciadas citogeneticamente das demais espécies da
familia Heptapteridae, pois essas caracteristicas estdo ausentes em quase todas as
outras espécies da familia jA estudadas citogeneticamente. Imparfinis piperatus
estudado por Vicente, Jesus e Moreira-Filho (1994), Imparfinis sp. cf I. piperatus de
Vissoto, Foresti e Oliveira (2001) e Imparfinis sp. cf. I. piperatus de Fenocchio e
colaboradores (2003) formam um outro grupo, dentro do género Imparfinis, de
espécies/populacdes que apresentam 2n=56 e RONs nao localizadas no primeiro
par de metacéntricos. Vissoto, Foresti e Oliveira (2001) também sugerem a formacao
destes grupos.

Segundo Fenocchio e colaboradores (2003), Cetopsorhamdia sp. coletado no
rio Canta Galo (Municipio de lItirapina, SP, Brasil) possui RON localizada no maior
par de cromossomos metacéntricos e 2n=58. Em Cetopsorhamdia iheringhi Schubart
& Gomes, 1959 (VISSOTTO; FORESTI; OLIVEIRA, 1999) a Ag-RON também é

intersticial e se encontra nos maiores cromossomos do complemento, entretanto
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localiza-se em cromossomos submetacéntricos. Neste ultimo estudo, um conspicuo
bloco heterocromatico foi observado adjacente a Ag-RON. Os géneros Imparfinis e
Cetopsorhamdia fazem parte de um subgrupo da familia Heptapteridae denominado
"sub-clado Nemuroglanis” (FERRARIS, 1998; LUNDBERG; BORNBUSH; MAGO-
LECCIO, 1991; BOCKMANN, 1994). A auséncia das caracteristicas citadas em
heptapterideos que ndo sdo membros deste subclado, como Rhamdia Bleeker, 1858
e Pimelodella Eigenmann e Eigenmann, 1888, sugere que estas podem ser
caracteristicas apomorficas compartilhadas por pelo menos estes dois géneros.

A aplicacdo da sonda de rDNA 18S confirmou os dados obtidos com a
impregnacdo por nitrato de prata e revelou heteromorfismo no Unico par
cromossOmico portador de RONs em Imparfinis schubarti. Stolf e colaboradores
(2004) identificaram em Imparfinis sp. aff. I. schubarti um padrdo idéntico ao
observado neste estudo, porém com auséncia de heteromorfismo.

Em eucariotos superiores, os genes 5S e 18S estdo frequentemente
dispostos em pares cromossémicos separados (LONG; DAVID, 1980; LUCCHINI et
al.,1993; DROUIN; MONIZ DE SA, 1995). Esta é a condicdo mais frequente em
peixes (MARTINS; GALETTI Jr, 2001) e representa uma situacdo ancestral em
relacdo a organizacdo e evolugdo cromossdmica (MARTINEZ et al., 1996). A
localizacao sinténica do rDNA 5S e 18S observada em I. schubarti € uma condi¢éo
apomorfica, futuras investigacdes da distribuicdo destes rDNAs entre espécies de
Imparfinis podem prover um bons dados filogenéticos.

A distribuicdo natural de I. schubarti compreende a bacia do Alto Rio Parana
(BOCKMANN; GUAZZELLI, 2003; BOCKMANN, 2007). Entretanto, devido a
transposicdo do rio Piumhi no comeco dos anos 60, varias espécies da bacia do alto

Parana foram introduzidas na bacia do rio S&o Francisco (Figura 5) (MOREIRA-
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FILHO; BUCKUP, 2005). A presenca de |. schubarti na regido do canal de
transposicao do rio Piumhi, agora pertencente a bacia do rio S&o Francisco, enfatiza
a importancia de estudos citogenéticos e taxondmicos envolvendo espécies nativas
da bacia do Sdo Francisco, como Imparfinis minutes (Lutken, 1874). O presente
estudo representa o ponto de partida para a avaliacdo da possibilidade de

hibridizacdo de outras espécies com |. schubarti.
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Tabela |. Dados citogenéticos existentes para o género Imparfinis.

48

Espécies de Localidade— Estado* 2n  NF Cariétipo RON Referéncias

Imparfinis

I. hollandi Rio lguacu - PR 42 84 22m+10sm+10st par 18 - terminal — st Margarido & Moreira-
_ Filho, 2008

. borodini® Corrego da Quinta — SP 52 116 22m+26sm+4st dois pares - terminal Vissotto et al., 1999

|. piperatus cit. A Rio Araras — SP 58 116 32m+26sm par 1 - intersticial - m Vissotto et al., 2001

|. piperatus cit. B Rio Grande — SP 58 106 26m+22sm+8st+2a par 1 - intersticial — m Vissotto et al., 2001

l. sp. cf. |. piperatus Rio Juquia — SP 56 108 22m+26sm+4st+da par 28 - intersticial - a Vissotto et al., 2001

I. sp. cf. |. piperatus Rio quia — SP 56 112 24m+12sm+20st par 22 - intersticial | - st Fenocchio et al., 2003

[. mirini Coérrego Jacutinga — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto et al., 1997

I. mirini Cérrego Jacutinga — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

I. mirini Rio Alambari — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

I. mirini Rio Capivari — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

I. mirini Corrego Trés Barras — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

I. mirini Corrego da Quinta — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial - m Vissotto et al., 1997

I. mirini Corrego da Quinta — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial - m Vissotto 2000

I. mirini Rio Novo — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial - m Vissotto 2000

I. mirini Rio Pardo — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

[. mirini Cérrego Canta Galo — SP 58 116 24m+34sm par 1 - intersticial — m Vissotto 2000

I. sp. aff. I. schubarti ~ Corrego Canta Galo — SP 58 108 22m+18sm+10st+8a  par 1 - intersticial — m Fenocchio et al., 2003

I. sp. aff. I. schubarti Ribeirdo Trés Bocas — PR 58 108 22m+18sm+10st+8a  par 1 - intersticial — m Fenocchio et al., 2003

I. sp. aff. I. schubarti Rio Tigabi — PR 58 116 28m+28sm+2st par 1 - intersticial - m Stolf et al., 2004.

I. schubarti Ribeirdo das Minhocas - MG 58 116 18m+34sm+6st par 10 - intersticial -sm  Presente estudo

*SP=Sa0 Paulo, PR=Parana e MG=Minas GeraiS. ° Citado como Heptapterus longicauda.
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Figura 5. Regido de Transposicdo do rio Piumhi. (a) rio Piumhi, (b) canal de transposicao
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local de coleta, (e) por¢cao represada do rio Piumhi ap6s a construcéo do dique de Capitdlio,
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reservatorio da Hidroelétrica de Furnas.
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Figura 8. Distribuicdo cromoss6mica do sitio de
rDNA 18S em Imparfinis schubarti.

Figura 9. Distribuicdo cromossémica do sitio
de rDNA 5S em Imparfinis schubarti.
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Capitulo 1l - Estudo citogenético de heptapterideos (TELEOSTEI,
SILURIFORMES) da regido de transposicdo do rio Piumhi, Estado de Minas

Gerais, Brasil.
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Estudo citogenético de heptapterideos (TELEOSTEI, SILURIFORMES) da regido
de transposic¢ao do rio Piumhi, Estado de Minas Gerais, Brasil.

Resumo

Foram descritas citogeneticamente cinco espécies da familia Heptapteridae:
Cetopsorhamdia iheringi com 28m + 26sm + 4st, Pimelodella vittata com 16m +
22sm + 8st, Rhamdia sp. A aff. R. quelen com 26m + 16sm + 14st + 2a, Rhamdia sp.
B aff. R. quelen com 28m + 20sm +10st e Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala com
12m + 30sm + 14st. Todas as espécies estudadas possuem RONs simples. Os
exemplares foram coletados na bacia do rio Piumhi, o qual foi transposto da bacia do
rio Parand para a Bacia do rio Sdo Francisco na década de 1960. Os resultados
obtidos através de técnicas convencionais e da utilizacdo da FISH corroboram as
hipoteses taxondmicas sobre a formacdo do subclado Nemuroglanis na familia
Heptapteridae. A anélise dos dados obtidos permitiram elaborar algumas hipéteses
sobre possiveis dispersdes decorrentes da transposicdo do rio Piumhi.

Palavras chave: Heptapteridae; rDNA 5S; rDNA 18S, triploidia.
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Introducéo

A familia Pimelodidae foi dividida por Lundberg e colaboradores (1991a, b)
nas subfamilias Pimelodinae, Pseudopimelodinae e Rhamdiinae. Pinna (1998),
baseado em estudos filogenéticos da ordem Siluriformes, elevou a subfamilia
Rhamdiinae a categoria de familia. Recentemente, Bockmann e Guazzelli (2003)
estabeleceram a familia Heptapteridae no lugar de Rhamdiidae, a qual compreende
24 géneros e 189 espécies (FERRARIS, 2007) de peixes de pequeno porte,
vulgarmente conhecidos como bagres, mandis ou mandizinhos. Estes animais s&o
caracterizados pela presenca de uma longa nadadeira adiposa, trés pares de
barbilndes, corpo alongado e coloracdo acinzentada. Sao peixes endémicos do
neotropico, possuem uma ampla distribuicdo em cursos d’agua da América Central e
do Sul, sendo que varias espécies estdo distribuidas em areas de endemismo
ictiolégico. Vivem no fundo de rios pequenos e médios, de profundidades médias e
pequenas, normalmente solitarios e de habitos noturnos (BOCKMANN; GUAZELLI,
2003).

Baseados em dados morfolégicos, sdo reconhecidos na literatura alguns
subclados de Rhamdiinae (=Heptapteridae) (FERRARIS, 1988; LUNDBERG;
BORNBUSH; MAGO-LECCIO, 1991; BOCKMANN, 1994), sendo que Rhamdia e
Pimelodella pertencem a um grupo basal da familia Heptapteridae, e
Cetopsorhamdia, Imparfinis e Rhamdiopsis estdo inseridos no subclado
Nemuroglanis.

O numero diploide da familia Heptapteridae varia de 2n=42 em Imparfinis
hollandi (MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2008) até 2n=58 em varias outras

espécies da familia, sendo este Gltimo o numero diploide mais frequente (SWARCA,
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FENOCHIO; DIAS, 2007). Os cari6tipos sdo formados principalmente por pares de
cromossomos do tipo metacéntrico e submetacéntrico. As Regibes Organizadoras
de Nucléolos normalmente estdo presentes em apenas um par cromossémico,
podendo ser terminais ou intersticiais.

O rio Piumhi (MG) foi transposto da bacia do rio Parana para a Bacia do rio
Sao Francisco na década de 1960. Para que nao ocorresse o alagamento da cidade
de Capitdlio (MG) devido ao fechamento das comportas da represa de Furnas, foi
erguido um dique separando o rio Piumhi da bacia do rio Grande. Posteriormente, foi
construido um sistema de drenagem alterando o curso do rio Piumhi, o qual foi
desviado para a bacia do rio S&o Francisco (MOREIRA-FILHO; BUCKUP, 2005)
(Figura 10). Este estudo faz parte de uma investigacao abrangente sobre a mistura
das faunas das bacias citadas, bem como sobre as questdes citogenéticas e
taxondmicas referentes as espécies em estudo. Neste artigo sdo descritos 0s
cari6tipos de espécies dos géneros Cetopsorhamdia, Pimelodella, Rhamdia e

Rhamdiopsis da regiao do rio Piumhi.

Material e Métodos

Cinco espécies da familia Heptapteridae foram coletadas no ribeirdo das
Minhocas (S 20°31'55.2”, N 046°02'42.1"), afluente do rio Piumhi (MG) (Figura 1): 9
exemplares (7 machos e duas fémeas) de Cetopsorhamdia iheringi (MNRJ 31477), 6
exemplares (5 machos e uma fémea) de Pimelodella vittata (MNRJ 29330), 10
exemplares (5 machos, 4 fémeas e um de sexo indeterminado) de Rhamdia sp. A
aff. R. quelen (MNRJ 29329, MNRJ 29326) e 18 exemplares (8 machos, 7 fémeas e

3 de sexo indeterminado) de Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala (MNRJ 29325),
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todos coletados no ribeirdo das Minhocas, afluente do rio Piumhi (MG). Foram
coletados também 2 exemplares machos de Rhamdia sp. B aff. R. quelen (MNRJ
29332) no Ribeirdo dos Patos, Bacia do rio S&o Francisco (MG) (S 20°26°'10.6", N
045°47'31.1")(Figura 10).

As metéfases mitdticas foram obtidas de acordo com Bertollo et al. (1978). A
morfologia cromossdmica foi determinada de acordo com a relagdo entre os
tamanhos dos bragos proposta por Levan et al. (1964), sendo categorizados em
metacéntricos (m), submetacénctricos (sm) e subtelocéntricos (st). A
heterocromatina foi identificada com o método do hidréxido de bario (SUMNER,
1972) e as regibes organizadoras de nucléolos foram detectadas através da
coloracdo com nitrato de prata (HOWELL; BLACK, 1980). As mesmas metéfases
que foram analisadas em coloracdo convencional (Giemsa) foram submetidas ao
bandamento C, permitindo a montagem de cariétipos sequenciais.

A localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S nos cromossomos foi realizada
utilizando a técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH)(PINKEL; STRAUME;
GRAY, 1986), com estrigéncia de 77%, e sondas obtidas de Prochilodus argenteus
(HATANAKA; GALETTI JR, 2004) e Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI Jr,
2001), respectivamente. As sondas foram marcadas com 14-dATP-biotin através de
nick translation de acordo com as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System
- Invitrogen). Os cromossomos foram corados com DAPI (0.2 mg/ml) e analisados
em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX50. O software Image-Pro Plus

(Media Cybernetics) foi usado para a captura das imagens.
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Resultados

Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 2 e Figuras 11, 12 e 13.

Em todas as espécies analisadas nao foram observadas diferencas
cromossOmicas entre 0s sexos, com excecdo de Rhamdia sp. B aff. R. quelen, a
qual ndo teve exemplares fémeas analisadas e portanto ndo foi possivel comparar
0S Sexos.

Foi encontrado um exemplar triploide de Rhamdia sp. A aff. R. quelen, com
3n=87 (Figura 14).

Em C. iheringi e Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala uma constricdo
secundaria conspicua coincidente com a RON é facilmente observada em regiédo
intersticial do bragco curto dos pares n°l e n°l16, respectivamente (Figuras 11A e
13A). O bandamento C evidenciou vérios blocos heterocromaticos localizados
proximos aos centrébmeros de varios cromossomos das duas espécies(Figuras 11B e
13B). Em C. iheringi é possivel visualizar véarios blocos C* presentes nos
cromossomos do par portador da RON. Em Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala
também existem blocos heterocromaticos localizados nos mesmos cromossomos
das RONSs.

Em P. vittata e Rhamdia sp. A aff. R. quelen e as RONs estao presentes em
apenas um par cromossomico, sendo terminais nas duas primeiras e instersticial na
altima (Figuras 12A e 15F). Em Rhamdia sp. B aff. R. quelen n&o foi possivel obter
as RONs atraveés da técnica por imptegnacado por nitrato de prata.

De maneira geral, os cromossomos de Rhamdia sp. A aff. R. quelen, Rhamdia
sp. B aff. R. quelen e P. vittata, ndo apresentaram grande quantidade de
heterocromatina, entretanto em P. vittata € possivel visualizar marca¢cdes fracas

localizadas préximas aos centromeros (Figuras 11D, 12B e 12D).
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A aplicacdo da sonda de rDNA 18S através da FISH confirmou os dados
obtidos com a impregnacdo por nitrato de prata, existe apenas um Uunico par
cromossbémico portador de RONs em todas as espécies analisadas (Figuras 15 e
16). Em Rhamdia sp. B aff. R. quelen a marcacédo obtida corresponde a constricdo
secundaria presente no par 19 (Figura 16E).

A FISH com sondas ribossomais 5S, em C. iheringi, revelou a existéncia de
grandes quantidades destas sequéncias no cromossomo portador da RON, cobrindo
a maior parte do cromossomo e localizadas acima e abaixo dos sitios ribossémicos
18S (Figura 15B). As outras quatro espécies possuem marca¢fes de tamanha
reduzido, quando comparadas com as marcacgdes obtidas C. iheringi. (Figuras 15 e

16)

Discussao

O 2n=58 identificado em C. iheringi e Rhamdia sp. A aff. R. quelen e Rhamdia
sp. B aff. R. quelen é o mais frequente para a familia Heptapteridae, bem como para
seus respectivos géneros (TOLEDO; FERRARI, 1976; FENOCCHIO; BERTOLLO,
1990; VISSOTO; FORESTI; OLIVEIRA, 1999; VISSOTO; FORESTI; OLIVEIRA,
2001; STOLF et al., 2004; KANTEK et al., 2009). O 2n=46 observado em P. vittata é
o mesmo observado em Pimelodella sp. do rio Mogi-Guacu (SP) (DIAS; FORESTI,
1993), Pimelodella sp.1 do rio Parana (VASCONCELOS; MARTINS-SANTOS,
2000), em Pimelodella avanhandavae dos rios Araqua e Capivara (SP) (VISSOTO;
FORESTI; OLIVEIRA, 1999) e em Pimelodella meeki da bacia do rio Tibagi (PR)
(VIDOTTO et al., 2004), evidenciando uma possivel proximidade evolutiva entre as
espécies citadas. Outras espécies congéneres possuem numeros dipléides distintos

(VASCONCELOS; MARTINS-SANTOS, 2000; SWARCA; VIDOTTO; DIAS, 2003).
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A ocorréncia de um espécime tripléide, com 3n=87 cromossomos, nao
representa uma novidade entre os peixes, principalmente em Rhamdia, onde trés
(03) casos ja foram constatados, segundo revisdo de Swarca, Fenocchio e Dias
(2007). Possivelmente, a fecundagdo de um gameta néo reduzido por outro gameta
normal, como um évulo (2n) por um espermatozoide (n), seja o evento mais provavel
que deu origem a estes exemplares (MORELLI; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO,
1983; GIULIANO-CAETANO; BERTOLLO, 1990; KANTEK et al., 2007).

A presenca de RON intersticial, normalmente localizada no maior
cromossomo do complemento e adjacente a um bloco C+, e predominancia de
2n=58, sdo caracteres diagnosticos do subclado Nemuroglanis. Em todas as
espécies de Cetopsorhamdia j& estudadas, bem como na maioria das espécies do
género Imparfinis estas caracteristicas estdo presentes. Entretanto, em Imparfinis
piperatus (VICENTE. MARGARIDO; GALETTI JR., 1994) e Imparfinis cf. piperatus
(VISSOTO; FORESTI; OLIVEIRA, 2001; FENOCCHIO et al., 2003) ocorre 2n=56 e
RON intersticial localizada em cromossomos nao metacéntricos e nao
correspondentes aos maiores cromossomos do cariétipo, evidenciando a formacao
de dois grupos com relacdo aos dados citogenéticos disponiveis (KANTEK et al.,
2009). Os resultados apresentados para Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala neste
estudo permitem enquadra-lo no segundo grupo, sugerindo que a relacdo de
parentesco entre Rhamdiopsis sp. R. microcephala é mais intima com Imparfinis
piperatus do rio Sado Jo&do/SP (VICENTE. MARGARIDO; GALETTI JR., 1994) e
Imparfinis cf. piperatus do rio Juquia/SP (VISSOTO; FORESTI; OLIVEIRA, 2001;
FENOCCHIO et al., 2003) do que com as outras espécies do género Imparfinis que

pertencem ao outro grupo. Isto significa que as populacdes/espécies de Imparfinis
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com 2n=56 sdo mais proximas de Rhamdiopsis do que do grupo de Imparfinis e
Cetopsorhamndia com 2n=58.

As duas espécies de Rhamdia deste trabalho e P. vittata, possuem padrdes
citogenéticos distintos dos taxons ja estudados do subclado Nemuroglanis,
corroborando com os dados taxondmicos da familia. A existéncia de caracteristicas
citogenéticas que separam o0s grupos reconhecidos de Heptapteridae foi inicialmente
proposta por Fenocchio et al. (2003). Até mesmo o padréo de marcas instresticiais
C* é mais semelhante entre as espécies do subclado Nemuroglanis. C. iheringi e
Rhamdiopsis sp. cf. R. microceplhala apresentam o padrao citado. Outras espécies
da familia Heptapteridae ndo pertencentes ao referido subclado, como Rhamdia e
Pimelodella, possuem padrdes de distribuicdo da heterocromatina distintos. Todavia,
a grande maioria das espécies desta familia ainda ndo foi estudada
citogeneticamente, e assim a ampliacdo destes estudos devem auxiliar na
elaboracao de propostas mais abrangentes.

Outra caracteristica citogenética que aparentemente diagnostica o subclado
Nemuroglanis € a sintenia entre o rDNA 5S e 18S. Até o momento, apenas
Imparfinis schubarti (KANTEK et al.,, 2009) e C. iheringi (presente estudo)
apresentam esta caracteristica. Outros géneros da familia Heptapteridae, como
Pimelodella e Rhamdia (presente estudo, GARCIA et al.,, 2003; GARCIA, 2005;
GARCIA, 2009), ndo possuem a citada sintenia. Entretanto, Rhamdiopsis sp. cf. R.
microcephala, apesar de estar incluida neste subclado, ndo possui esta
caracteristica, indicando que a associacdo entre rDNA 5S e 18S talvez seja uma
apomorfia compartilhada pelo grupo de espécies do subclado Nemuroglanis que
possuem 2n=58 e RON intersticial localizada nos maiores cromossomos do

cariotipo.
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O gene ribossomal 5S consiste em multiplas cépias de uma sequéncia de 150
pares de base altamente conservadas (LONG; DAVID, 1980), separadas por
espacadores ndo transcritos altamente variaveis (WILLIAMS; STROBECK, 1985).
Estas variagcOes causadas por insercdes/delecdes, mini-repeticdes e pseudogenes
sdo Uteis para estudos evolutivos e servem como marcadores populacionais em
varios organismos, incluindo plantas (ZANKE et al., 1995), mamiferos (SUZUKI;
MORIWAKI; SAKURAI, 1994) e peixes (MARTINS et al., 2002). Variacdes nestes
espacadores também foram detectadas em alguns peixes neotropicais, como
Leporinus (MARTINS; GALETTI Jr., 2001) e Brycon (WASKO et al., 2001), sendo
que a complexa organizacdo destes genes esta associada a alta taxa evolutiva dos
espacadores nao transcritos. Ao comparar resultados de I. schubarti (KANTEK et al.,
2009) e C. iheringi, nota-se que, apesar da relativa proximidade evolutiva (ambas as
espécies pertencem ao subclado Nemuroglanis, e da provavel localizacdo em
cromossomos homeologos, existe uma diferenca enorme na marcagdo através da
FISH com sonda de rDNA 5S. Aparentemente, os grandes blocos de C. iheringi
tiveram origem em eventos de duplicagdo da estrutura repetitiva do rDNA 5S em
uma espécie ancestral préxima destes taxa. Outras espécies de heptapterideos,
como algumas pertencentes aos géneros Rhamdia e Pimelodella, consideradas mais
basais na familia, possuem pequenas marcacdes, indicando que a presenca do
grande bloco de rDNA 5S de C. iheringi é um carater apomorfico.

MarcacgOes de FISH com rDNA 5S, como a observada em C. iheringi, € um
fato inédito na literatura para os peixes. Futuros estudos, com outras ferramentas da
genética, podem fornecer informacdes mais pertinentes sobre 0s mecanismos
moleculares que deram origem a amplificacdo da regido cromossOmica portadora

destes genes.

61



62

Entre os Siluriformes, até o momento, tem-se observado que existe uma
grande variabilidade no que diz respeito ao niumero e a localizagcdo dos genes
ribossomais 5S (KAVALKO et al.,, 2004, GARCIA, 2005), sendo que das espécies
estudadas até o momento, as do género Rhamdia sdo uma das poucas que
apresenta conservadorismo (GARCIA, 2009). As espécies estudadas neste trabalho
confrmam a variabilidade observada por outros autores, e também o
conservadorismo do rDNA 5S para os Rhamdia.

No presente trabalho foi observado o predominio de clusters de rDNA 5S em
posicao instersticial. Segundo Martins e Galetti Jr. (1999), a localizacdo destes sitios
em posicao interna estaria relacionada com um maior grau de protecdo destas
sequéncias, evitando eventos de transposicdo e crossing, mais freqiientes em areas
terminais.

Fonseca e colaboradores (2003) descrevem o padrdo cariotipico de um
heptapterideo da espécie Rhamdella microcephala, coletada no rio Machado,
tributario do rio Sapucai, o qual desagua no lago de Furnas, bacia do rio Grande.
Ocorre que a Unica espécie da familia Heptapteridae que possui o epiteto especifico
microcephala é do género Rhamdiopsis (FERRARIS, 2007). Desta forma, acredita-
se que, devido a dificuldade taxondmica da familia, € possivel que Fonseca et al.
(2003) estivessem se referindo a Rhamdiopsis microcephala. A localidade tipo de R.
microcephala é o rio das Velhas (Bacia do rio Sdo Francisco), e foi descrita por
Litken em 1874. Entretanto, Langeani e colaboradores (2007) relatam a ocorréncia
desta espécie na bacia do alto rio Parana. Apesar da semelhanca morfologica
encontrada entre Rhamdiopsis sp. cf R. microcephala (presente estudo) e a
descricdo original de R. microcephala, optou-se por identifica-la até o nivel genérico

devido a possibilidade da existéncia de duas espécies distintas, pois ndo existem
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revises recentes para o género e a descricdo original € muito antiga e abrangente.
Além disso, possivelmente os individuos coletados na bacia do rio Piumhi s&o
oriundos da bacia do rio Grande, devido a baixa capacidade de migracdo destes
animais tipicos de cabeceira.

Todavia, pode-se hipotetizar que a espécie estudada por Fonseca e
colaboradores (2003) seja a mesma do presente artigo, pois as duas tem origem em
comum, os rios Piumhi e Sapucai faziam parte da mesma bacia, antes da
transposicao do Piumhi (Figura 10). Comparando os dados citogenéticos entre as
populacdes dos dois rios citados nota-se semelhanga entre os resultados (2n=56 e
RON intersticial localizada em cromossomos ndo correspondentes aos maiores
cromossomos do cari6tipo), corroborando a suposta falha taxondmica. Estudos
citogenéticos com outras populacbes deste tdxon, bem como descricbes mais
precisas da espécie em questdo, podem auxiliar na elucidagdo na taxonomia deste
grupo.

A espécie Cetopsorhamdia iheringi tém ocorréncia para as bacias do alto
Parana e Sao Francisco (FERRARIS, 2007). Existem descri¢cdes citogenéticas deste
taxon para o rio Capivara e rio Pardo (Alto Parand) (VISSOTO; FORESTI;
OLIVEIRA, 1999) e para o reservatério de Trés Marias (rio Sao Francisco)
(FENOCCHIO et al., 2003). A populagdo da bacia do rio Piumhi possui formula
cariotipica muito semelhante a populacdo descrita por Vissoto, Foresti e Oliveira
(1999), diferindo apenas em alguns cromossomos sm e st. Por outro lado os
individuos do reservatério de Trés Marias possuem até cinco pares de cromossomos
acrocéntricos, 0os quais estdo ausentes nas populacdes dos rios Capivara e Pardo.
Além disso, o cromossomo portador da RON na populagédo do rio Sdo Francisco €

do tipo st, muito diferente da populacdo da bacia do rio Piumhi (m). Sendo assim,
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devido as similaridades citogenéticas, a hipétese mais viavel € que a populacdo de
C. iheringi analisada neste estudo seja oriunda da bacia do rio Grande.
Normalmente, espécies tipicas de cabeceiras, como C. iheringi, ndo possuem
grande capacidade de dispersédo, fato que dificultaria um possivel cruzamento entre
as populagdes do Piumhi e Sado Francisco. Outros estudos podem fornecer dados
mais conclusivos.

A espécie Pimelodella vittata é endémica da bacia do S&o Francisco
(FERRARIS, 2007) e, portanto, a presenca de exemplares deste tdxon na bacia do
rio Piumhi € um indicativo de que esta espécie aumentou seu limite de distribuicéo
apos a transposicdo, através da migracdo de exemplares P. vittata para a bacia do
rio Piumhi. A auséncia, até o momento, de identificacdes de individuos desta espécie
na bacia do rio Grande reforca esta hipétese. Se P. vittata estivesse distribuida em
outros locais da bacia do alto Paran& que ndo sofreram com efeitos de transposicao
como a citada neste trabalho, seria possivel que outros fatores, como captura de
cabeceiras ou introducdo antropogénica, fossem responséaveis pela dispersao desta
espécie.

O mais profundo estudo taxondmico sobre o género Rhamdia foi realizado por
Silfvergrip (1996) em sua tese de doutorado (dados néo publicados). Este estudo
sinonimizou em apenas 11 espécies as quase 100 espécies descritas para 0 género.
Dentre estas destaca-se Rhamdia quelen, que passou a sinonimizar 47 espécies,
sendo a Unica espécie de Rhamdia encontrada em toda extensdo Neotropical (sul do
México ao sul da Argentina), com distribuicdo nas principais bacias hidrogréficas
brasileiras. Alguns autores questionam o citado estudo (PERDICES et al., 2002;
GARCIA, 2009), indicando que algumas espécies reconhecidas como validas pelo

autor na verdade ndo o sdo, enquanto que outras espécies que foram sinonimizadas
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precisam ser reavaliadas. Diante dos fatos relatados, e apesar da possibilidade de
nomeacao dos exemplares de Rhamdia aqui estudados com R. quelen de Silfvergrip
(1996), optou-se por nomea-los como Rhamdia sp. A aff. R. quelen e Rhamdia sp. B
aff. R. quelen. Além disso, a localidade tipo de R. quelen situa-se na regido de
varzea da Amazonia peruana, na regiao pré-andina, e ndo existem dados suficientes
para identificar espécies de planalto ocorrentes em outras bacia (BUCKUP,
comunicacao pessoal). A divergéncia dos resultados citogenéticos entre as duas
espécies de Rhamdia estudadas (formulas cariotipicas e localizacdo do rDNA 18s
distintas), que supostamente pertenceriam a uma Unica espécie segundo o estudo
de Silfvergrip, reforca a necessidade de reavaliagdo taxondmica no género.

Os dados citogenéticos existentes envolvendo espécies do género Rhamdia
tem, do ponto de vista taxondmico, pouco poder resolutivo. Os padrdes cariotipicos
sao muito semelhantes, inclusive para os dados de rDNA 18S e 5S. Outro fator que
dificulta as comparacdes é o pequeno tamanho dos cromossomos. Entretanto, no
presente trabalho foram observados dois padrdes inéditos para o género, RON e
rDNA 18S localizado em um par cromossomico metacéntrico em Rhamdia sp.A aff.
R. quelen e RON e rDNA 18S intersticial em um par st em Rhamdia sp. B aff. R.
quelen. A existéncia destes padrbes distintos podem auxiliar na detec¢cdo da
distribuicdo destes taxa. A presenca de somente um dos padroes (rDNA 18S
localizado em um par cromossOmico metacéntrico) na populacdo do rio Piumhi
indica que, provavelmente, a espécie de Rhamdia da bacia do S&o Francisco néo foi
capaz de invadir a bacia do rio Piumhi apos a transposicdo. Entretanto, para que
esta hipdtese se confirme, é necessério estudar mais populacdes da regido, a fim de

verificar possiveis hibridizagbes. Amostragens na bacia do rio S&o Francisco, em
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locais proximos a foz da bacia do Piumhi podem ser muito elucidativas, visto que as
populacdes possuem bons marcadores cromossémicos.

Do ponto de vista ecoldgico, os heptapterideos estdo habituados a vida
béntica, normalmente encontrados em pequenos e médios rios, ocupando baixas e
médias profundidades. Muitas vezes associados a fendas de rochas, vegetactes
marginais ou enterrados na areia. Normalmente sdo carnivoros ou onivoros,
consumindo principalmente artropodes, peixes, nematddeos, algas e plantas
vasculares (BOCKMANN; GUAZELLI, 2003). Estas caracteristicas bioldgicas
indicam que o canal no rio S&o Francisco pode representar uma barreira bioldgica a
dispersédo das populacdes de espécies desta familia presentes no rio Piumhi, em
direcdo a bacia do rio Sdo Francisco. Os resultados e as hipoteses obtidas neste
trabalho representam o ponto de partida para a compreensdo das consequéncias da
transposicdo do rio Piumhi sobre as espécies da familia Heptapteridae. A
similaridade citogenética entre as populacdes de C. iheringi da bacia do rio Piumhi e
da bacia do alto Parana, em contraste com as diferencas da populacdo do rio Sao
Francisco, apontam que a citada barreira biolégica pode ser real para alguns taxa.
Entretanto, a espécie P. vittata, aparentemente subiu para a bacia do Piumhi, fato
que pode ser esclarecido pela constante observacdo de exemplares do género
Pimelodella no meio da coluna déagua (BOCKMANN; GUAZELLI, 2003),
comportamento ndo comum para heptapterideos. Outras estratégias
comportamentais, como a realizada pelas espécies piscivoras, tendem a colonizar
com muito sucesso novos ambientes, muitas vezes levando a extingdo de espécies
locais (MOYLE; LIGHT, 1996). Blanco e colaboradores (2009), baseados em dados
citogenéticos de Hoplias malabaricus, uma espécie piscivora (CARVALHO;

FERNANDES; MOREIRA, 2007), concluem gue os espécimes portadores de um dos
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citbtipos desta espécie, tipico do rio Grande, foram capazes de, devido a
transposicdo do rio Piumhi, invadir a bacia do Sao Francisco, competir com 0s
espécimes portadores de outro citétipo na regido da barragem de Trés Marias, e por

fim, possivelmente substitui-los.
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Tabela 2 — Dados resumidos dos resultados obtidos

73

Espécie 2n Formulas cariotipicas | NF Ag-RON rDNA 18S rDNA 5S
o Intersticial Intersticial Grandes
Cetopsorhamdia iheringi 58 28m + 26sm + 4st 116
Par1m Par1m blocos Par 1
) ) Terminal Terminal Terminal
Pimelodella vittata 46 16m + 22sm + 8st 92
Par 17 sm Par 17 sm Par sm-st
) 26m + 16sm + 14st + Terminal Terminal Intersticial
Rhamdia sp. A aff. R. quelen 58 116
2a Par 10 m Par 10 m Par 16 sm
) 28m + 20sm +10st Intersticial Intersticial Intersticial
Rhamdia sp. B aff. R. quelen 58 116
2a Par 19 st Par 19 st Par 15 sm
Rhamdiopsis  sp. cf. R. Intersticial Intersticial Intersticial
) 56 12m + 30sm + 14st 112 Dois pares
microcephala Par 16 sm Par 16 sm

sm/st
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Figura 10 Regido da transposi¢cdo do rio Piumhi: a) rio Piumhi, b) canal de transposicdo (linha
preta), c) antigo canal do rio Piumhi (linha pontilhada), antes da transposicao, d) local de coleta, €)
porcdo do rio Piumhi represada ap6s a construcdo do dique, f) cidade de Capitélio, g) dique de
Capitélio, h) lago de Furnas, i) rio Grande, a jusante do reservatdrio da hidroelétrica de Furnas, e j)
local de coleta no Ribeirdo dos Patos.
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D).
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C

com coloracdo Giemsa

convencional (A, C), Bandamento C (B, D) e Ag-RON (A, caixa) de Rhamdia sp. A aff. R.
guelen (A, B) e Rhamdia sp. B aff. R. quelen (C, D).
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Rhamdia sp. A aff. R. quelen.
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Figura 15. Metéafases de Cetopsorhamdia iheringi (A, B, C) e Pimelodella vittata (D, E, F)
submetidas a hibridagao fluorescente in situ com sondas de rDNA 18S (A, D) e rDNA 5S (B, E).
As metafases submetidas a Ag-RON (C, F) sdo as mesmas da FISH com 5S.
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Figura 16. Metafases de Rhamdia sp. A aff. R. quelen (A, B, C, D) e Rhamdia sp. B aff. R. quelen
(E, F) e Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala (G, H) submetidas a hibridacdo fluorescente in
situ com sondas de rDNA 18S (A, C, E, G) e rDNA 5S (B, D, F, H). Metafases C e D sado do
exemplar tripléide.
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Capitulo 1l — Citogenética Classica e Molecular de espécies de Siluriformes da

regido de Transposicéo do rio Piumhi, Estado de Minas Gerais, Brasil.
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Citogenética Classica e Molecular de espécies de Siluriformes da regido de
Transposicéo do rio Piumhi, Estado de Minas Gerais, Brasil.

Resumo

Foram descritas citogeneticamente trés espécies de peixes de diferentes familias da
Ordem Siluriformes: Trichomycterus brasiliensis, coletado no ribeirdo das
Araras/MG, possui 2n=54, incluindo 34m + 18sm + 2st (NF=108), da familia
Trichomycteridae; Parauchenipterus galeatus, coletado no rio Piumhi/MG, possui
2n=58, incluindo 20m + 16sm + 14st + 8a (NF=108), da familia Parauchenipteridae e
Pimelodus pohli, coletado na foz do rio Piumhi, com 2n=56, incluindo 28m + 16sm +
6st + 6a (NF=106), da familia Pimelodidae. Todas as espécies estudadas possuem
RONs simples. O Bandamento C, nas trés espécies, evidenciou porcbes de
heterocromatinas reduzidas. Através da FISH foram observados sitios simples de
rDNA 18S e maior variabilidade nos sitios de rDNA 5S. Os exemplares foram
coletadas na regidao do rio Piumhi, o qual foi transposto da bacia do rio Paran& para
a Bacia do rio Sdo Francisco na década de 1960. Os resultados obtidos permitiram
tecer consideracfes sobre aspectos taxondmicos das espécies estudadas, bem
como elaborar hipéteses sobre as distribuicdes das espécies e as possiveis relacdes
destas com a transposicao do rio Piumhi.

Palavras chave: FISH; rio S&o Franciso; Ag-RON.
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Introducéo

A Ordem Siluriformes € um grupo incrivelmente diverso com mais de 3000
espécies validas (ESCHMEYER, 2009), e mais 1750 espécies estimadas a serem
descritas (SABAJ et al., 2006). Nos primeiros seis anos do século 21, 332 espécies
novas foram descritas, sendo que nove espécies foram representantes de novos
géneros e uma destas de uma nova familia (ESCHMEYER, op. cit.). Os organismos
desta ordem estdo distribuidos em todos os continentes, incluindo a Antartica com
fésseis (GRANDE; EASTMAN, 1986). Como a maioria dos grupos de organismos, a
maior diversidade dos Siluriformes ocorre na regido tropical, especialmente na
América do Sul, Africa sub-saariana, e sudeste da Asia. Na Regi&o Neotropical sdo
reconhecidos oito grandes grupos taxonomicos da Ordem Siluriformes:
Diplomystidae, Cetopsidae, Loricarioidea, Doradoidea, Aspredinidae, Pimelodidae,
Heptapteridae e Pseudopimelodidae (FERRARIS, 2007).

A superfamilia Loricarioidea é o maior grupo de Siluriformes Neotropicais e
inclui as familias Nematogenyidae, Trichomycteridae, Callichthyidae, Scoloplacidae,
Astroblepidae e Loricariidae (FERRARIS, 2007).

Trichomycteridae € um grupo monofilético composto por oito subfamilias, 41
géneros e aproximadamente 173 espécies (PINNA; WOSIACKI, 2003). Dentre as
varias subfamilias, Trichomycterinae é a que possui a maior diversidade, sendo
considerada polifilética. O género Trichomycterus, apontado como ndo monofilético
(PINNA, 1989), é o mais rico e amplamente distribuido da familia Trichomycteridae,
com aproximadamente 86 espécies validas espalhadas pela América do Sul e

Central, em ambos os lados da cordilheira dos Andes (PINNA; WOSIACKI, op. cit.).
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O grupo referido como Doradoidea € composto pelas familias Doradidae,
Auchenipteridae, Ageneiosidae e Mochokidae. Os Auchenipteridae compreendem
um grupo de peixes endémicos da regido Neotropical. Estes peixes estéao
largamente distribuidos pela América do Sul e compreendem 20 géneros e cerca de
90 espécies (FERRARIS, 2007). Os representantes desta familia sao
particularmente interessantes, por serem talvez os Unicos silurideos com fertilizagéo
interna (PINNA, 1998). Esta familia est4 dividida em duas subfamilias:
Centromochlinae, com quatro géneros e Auchenipterinae, a qual compreende
Parauchenipterus e varios outros géneros (FERRARIS 2007).

Bockmann e Guazzelli (2003), Lundberg e Littman (2003) e Shibatta (2003)
proporam elevar as trés subfamilias de Pimelodidae (Heptapterinae, Pimelodinae, e
Pseudopimelodinae) ao nivel de familia. Neste rearranjo, Pimelodidae corresponde a
subfamilia Pimelodinae de Lundberg e colaboradores (1991) e agrupa atualmente 93
espécies, distribuidas em 29 géneros (FERRARIS, 2007). No entanto, estima-se que
existam ainda cerca de 45 espécies nao-descritas (REIS et al., 2003). Seus
representantes sao exclusivos de agua doce e se distribuem pela América do Sul e
Panama. O género Pimelodus, aparentemente parafilético, possui um antigo e
complexo histérico taxonbmico, mesmo com suas espécies, antes distribuidas por
guase todo o mundo, estando agora restritas a América do Sul (LUNDBERG &
LITTMANN, 2003).

Em decorréncia da construcdo da usina hidrelétrica de Furnas durante a
década de 1960, o do rio Piumhi (um dos locais de coleta), antigo afluente do rio
Grande, bacia do Alto Parana, foi transposto para a bacia do Sao Francisco (Figura
17). No processo de transposi¢cdo, o rio Piumhi foi conectado por um canal ao

ribeirdo Agua Limpa que desagua no ribeirdo Sujo, afluente da margem direita do rio
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Sao Francisco. Consequentemente, a transposicdo do rio Piumhi ocasionou a
introducdo de diversas espécies aquaticas na bacia do alto rio S&o Francisco. Assim,
espécies como Leporinus octofasciatus, que era restrita a bacia alto rio Parana,
encontra-se agora presente na bacia do rio Sado Francisco (MOREIRA-FILHO;
BUCKUP, 2005).

Nesse cenario a Citogenética pode fornecer informacdes relevantes para a
melhor compreensdo das relacdes entre os grupos citados, bem como fornecer
informacgdes relevantes para uma melhor compreensdo dos efeitos da transposicao.
Deste modo, o presente artigo teve como objetivo descrever cariotipos de espécies

de Trichomycterus, Parauchenipterus e Pimelodus coletados na regido do rio Piumhi.

Materiais e Métodos

Neste trabalho foram analisados citogeneticamente 9 exemplares (5 machos
e 4 fémeas) de Trichomycterus brasiliensis Lutken 1874 (MNRJ29331) coletados no
ribeirdo das Araras (20°26°'16.4’S; 045°55’39.8"W), cabeceira da bacia do alto rio
Sao Francisco (MG), 5 exemplares (2 machos e 3 fémeas) de Parauchenipterus
galeatus (Linnaeus 1766) (MNRJ29331) coletados em um pequeno pantanal do rio
Piumhi (20°33'56.5"S; 045°02'53.8"W) e 17 exemplares (3 machos, 13 fémeas e um
de sexo indeterminado) de Pimelodus pohli Ribeiro & Lucena 2006 (MNRJ26378)
coletados na foz do rio Piumhi (antiga foz do Ribeirdo Sujo) (20°20'31.0"S;
045°59'03.4"W).

As metafases mitoticas foram obtidas de acordo com Bertollo et al. (1978). A
morfologia cromossomica foi determinada de acordo com a relagédo entre o tamanho

dos bragos, proposta por Levan et al. (1964), sendo dois bragos para cromossomos
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metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) e um brago para
cromossomos acrocéntricos (a). A heterocromatina foi identificada com o método do
hidréxido de béario (SUMNER, 1972) e as regides organizadoras de nucléolos
(RONs) foram detectadas através da coloracdo com nitrato de prata (HOWELL;
BLACK, 1980). As mesmas metafases que foram analisadas em coloragcédo
convencional foram submetidas ao bandamento C, permitindo a montagem de
cariotipos sequenciais. A coloracdo com cromomicina Az (CMA3) foi realizada
segundo Schmid (1980).

A localizacdo dos sitios de rDNA 18S nos cromossomos foi realizada
utilizando a técnica de FISH - fluorescent in situ hibridization (PINKEL; STRAUME;
GRAY, 1986), com sondas obtidas de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI
Jr, 2004). As sondas foram marcadas com biotina-14-dATP por nick translation
segundo as instru¢gées do fabricante (Bionick Labelling System - Invitrogen). Os
cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2mg/ml) e analisados em
microscoépio de epifluorescéncia Olympus BX50. Para a captura das imagens foi

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

Resultados

Os exemplares de Trichomycterus brasiliensis apresentaram 2n=54
cromossomos com 34m + 18sm + 2st (Figura 18A) e Numero Fundamental (NF) =
108. Uma constricdo secundaria conspicua é facilmente observada em regido
intersticial do brago curto do par cromossdémico n°20, a qual é coincidente com a
RON (Figura 18A). De maneira geral, os cromossomos de Trichomycterus

brasiliensis ndo apresentaram grande quantidade de heterocromatina, apenas o par
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portador da RON e o par n°4 possuem marcas C* conspicuas (Figura 18B). A
hibridizagdo in situ com sondas de rDNA 18S evidenciou sinais simples localizados
na constricdo secundaria (FIGURA 21A), sendo portanto coincidentes com a RON.

Os exemplares de Parauchenipterus galeatus apresentaram 2n=58
cromossomos com 20m + 16sm + 14st + 8a (Figura 19A) com NF=108. A
impregnagao pelo Nitrato de Prata, a hibridagdo in situ com sondas 18S e a
coloragdo CMA; permitiram identificar RON simples, localizada na regido terminal do
braco curto do par 23 (Figuras 19A, 21B e 21C), detectando em alguns exemplares
heteromorfismo de tamanho entre os segmentos homologos (Figura 21D). O
bandamento C revelou fracas marcac¢fes distribuidas principalmente em regides
proximas aos teldmeros, sendo que no par 23 é possivel observar um fraco bloco C,
coincidente com a RON (Figura 19B). A andlise dos genes ribossomais 5S no
genoma de P. galeatus através da FISH revelou um unico locus localizado no braco
curto de um cromossomo submetacéntrico (Figura 21E).

Os espécimes de Pimelodus pohli possuem 2n=56 cromossomos com 28m +
16sm + 6st + 6a (Figuras 20A) e NF=106. A impregnacao pelo Nitrato de Prata e a
hibridacéo in situ com sondas 18S permitiram identificar RON simples, localizada na
regido terminal do braco longo do par 20 (Figura 20A). O bandamento C, como nas
outras duas espécies, evidenciou por¢des de heterocromatina muito reduzidas
(Figura 20B). O rDNA 58S, localizado através da FISH, est4 presente em trés pares
cromossOmicos, um metacéntrico, e dois cromossomos submetacéntricos (Figura

5G).

Em nenhuma das espécies estudadas foram observadas diferencas

cromossdmicas entre 0S Sexos.
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Discussao

As trés espécies em estudo apresentaram numero dipléide igual ao 2n mais
frequénte para seus géneros, evidenciando conservadorismo do numero dipldide e
do numero fundamental. Segundo Oliveira e Gosztonyi (2000), o provavel numero
dipldide ancestral para a ordem Siluriformes é 2n=56+2. P. pohli possui o 2n idéntico
ao ancestral, enquanto que T. brasiliensis e P. galeatus estdo muito préximos a este.
Mesmo as espécies pertencendo a familias tdo distantes do ponto de vista
filogenético, as mesmas conservam caracteristicas ancestrais, indicando que o0s
principais rearranjos cromossOmicos envolvidos na evolugdo cromossOomica, em
muitas familias da Ordem, sao do tipo ndo robertsonianos.

Considerando o numero de espécies da familia Trichomycteridae, as
aproximadamente 20 espécies ja estudadas citogeneticamente representam apenas
uma pequena fragdo do total de espécies do grupo. O numero dipldide
cromossOomico varia de 2n = 50 em Trichomycterus sp. a 2n = 64 em Vandellia
cirrhosa, sendo 2n = 54 o0 mais frequiente (SATO; OLIVEIRA; FORESTI, 2004).

O numero dipldide (2n=54) de T. brasiliensis foi observado em praticamente
todas as espécies congéneres distribuidas na regidao Cis-Andina da América do Sul
(SATO; OLIVEIRA; FORESTI, 2004), somente Trichomycterus diabolus, com 2n =
56 (TORRES et al., 2004), apresentou outro numero dipléide. A estabilidade
cromossOmica observada nestes taxa nao era esperada devido as caracteristicas
bioldgicas das espécies deste género, as quais normalmente estao distribuidas em

pequenas populacdes isoladas em riachos.
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Comparando o tamanho relativo do primeiro par de cromossomos
metacéntricos e também a localizacdo das RONs, Sato et al. (2004) agruparam as
espécies Cis-Andinas de Trichomycterus em dois grupos. A espécie T. brasiliensis
se enquadra no grupo um, o qual é composto por espécies que possuem 0 primeiro
par de metacéntricos consideravelmente maior do que o segundo par e RONs
localizadas em um posicado pericentromérica do braco curto de um cromossomo
submetacéntrico grande. Nas espécies do grupo dois, 0s dois primeiros pares de
cromossomos metacéntricos sao aproximadamente iguais em tamanho e as RONs
pericentroméricas estdo presentes nos bracos longos de cromossomos
metacéntricos. As espécies T reinhardti (SATO; OLIVEIRA; FORESTI, 2004), T
auroguttatus (SATO; OLIVEIRA; FORESTI, 2004) e T. spegazzini (GONZO et al.,
2000) também possuem as duas caracteristicas do grupo um, indicando uma
possivel relacdo de parentesco entre estes taxa e T. brasiliensis.

A literatura taxonOmica sobre Trichomycterus considera a existéncia do
complexo de espécies T. brasiliensis, composto por T. brasiliensis, T. iheringi, T.
maracya, T. mimonha, T. poschi e T. vermiculatus (BOCKMANN; SAZIMA, 2004). Os
dados disponiveis na literatura para T. brasiliensis (presente trabalho) e T. iheringi
(SATO, 2007), apontam algumas similaridades cromossdmicas, como a presenca de
apenas um par de cromossomos do tipo subtelocéntrico, primeiro par cromossémico
substancialmente maior que o segundo e RON intersticial em um cromossomo
submetacéntrico. Entretanto, é importante notar que a RON esta localizada nos
bracos cromossOmicos curtos de T. brasiliensis e nos longos de T. iheringi.
Diferenca esta causada por uma possivel inversdo pericéntrica. Mesmo com a
localizacdo da RON de T. iheringi ndo sendo exatamente igual ao padrao do grupo

um descrito por Sato et al. (2004) é possivel enquadrar esta Ultima no grupo
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cromossomico do tipo um. Futuros estudos citogenéticos com as outras espécies do
complexo poderédo auxiliar na taxonomia deste grupo.

Trichogenes longipinnis (LIMA; GALETTI Jr, 1990) também possui 0 primeiro
par de metacéntricos substancialmente maior que o segundo, e assim assemelha-se
ao grupo um proposto por Sato et al. (2004), entretanto a RON de Trichogenes
longipinnis é terminal, diferentemente dos dois padrbes sugeridos para o0s
Trichomycterus cis-andinos. O género Trichogenes é considerado um dos mais
basais da familia Trichomycteridae (PINNA, 1998), e assim, a diferenca de tamanho
entre os dois primeiros pares de metacéntricos seria um carater ancestral.
Copionodon orthiocarinatus (SATO, 2007), outra espécie de um género também
considerado basal na familia, possui os dois primeiros pares de cromossomos
metacéntricos de tamanhos bem distintos. Rearranjos cromossdmicos do tipo nao
robertsonianos, como inversées pericéntricas, devem ter sido responsaveis pelas
mudancas cariotipicas entre os dois grupos de Trichomycterus.

O bandamento C observado em Trichomycterus brasiliensis do presente
estudo difere dos resultados obtidos em Trichomycterus davisi, T. stawiarski e
Trichomycterus sp. do rio Iguagu (BORIN; MARTIN-SANTOS,1999). Nestes ultimos
existe maior quantidade de heterocromatina. Duas outras espécies, Trichomycterus
paolence (Citétipo a / TORRES, et al., 1998) e Trichomycterus spegazzini (GONZO
et al., 2000) possuem um padréo heterocromatico mais parecido com o bandamento
C obtido em Trichomycterus brasiliensis do cérrego Pimenta. Estes resultados
corroboram os grupos criados por Sato et al. (2004), pois T. davisi, T. stawiarski e
Trichomycterus sp. pertencem ao grupo dois, enquanto que T. paolence, T.

spegazzini e Trichomycterus brasiliensis (presente estudo) sdo do grupo um.
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O numero dipléide 2n=58 observado em Parauchenipterus galeatus é o
mesmo identificado em outras populacbes provenientes do rio Solimdes
(FENOCCHIO, 1993), do rio Parana (FENOCCHIO, 1993; RAVEDUTTI; JULIO Jr,
2001) e do rio Séao Francisco (GARCIA, 2005; LUI et al., 2009), bem como para a
maioria das espécies da familia Auchenipteridae j& estudadas. Diferentemente,
outras familias de Siluriformes possuem maior variagdo, como Loricariidae com
namero dipléide variando de 2n=36 a 80 (OLIVEIRA et al., 2006), ou Callichthyidae,
onde foram observados desde 2n=40 até 2n=132 no género Corydoras (OLIVEIRA
et al., 1988). Nos Auchenipteridae o nimero diploide de 2n=56 so foi observado até
agora em Ageneiosus atronases e A. brevifilis (FENOCCHIO, 1993) e parece ser
uma condicdo apomoérfica para a familia, visto que 2n=58 esta amplamente
distribuido na familia Doradidae, considerado como grupo irmao dos
Auchenipteridae (PINNA, 1998; DIOGO et al., 2003; SULLIVAN et al., 2006). Estas
familias possuem numero dipléide semelhante, bem como predominéncia de
cromossomos de dois bragos. Entretanto, existe variagdo nos numeros
fundamentais, caracteristicas que podem indicar que rearranjos cromossdmicos
como inversdes e translocacbes teriam desempenhado um papel importante na
evolucao cariotipica deste grupo.

Todas as populagbes de Parauchenipterus galeatus j& estudadas apresentam
RON simples terminal, e em quase todas a marcagao da prata se localiza em um
cromossomo subtelocéntrico. Porém, a populacdo do rio Parana (RAVEDUTTI,
JULIO JR, 2001) com RON em cromossomos acrocéntricos e a populagdo do rio
Piumhi com RON em cromossomos submetacéntricos diferem do padréao citado. Em
duas espécies, Ageneiosus nuchalis e G. ribeiroi (RAVEDUTTI; JULIO JR, 2001), foi

identificada RON simples intersticial.
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Com relacdo ao bandamento C, o padrdo de regibes heterocromaticas
discretas observado em P. galeatus se assemelha ao padrdo dos peixes da familia
Auchenipteridae. Foi constatado coincidéncia entre a marcagdo da RON e uma leve
banda C* nos cromossomos do par 16, uma caracteristica frequente em peixes
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 1981). Esta mesma coincidéncia foi observada por
Venere (1998) em P. aff galeatus do rio Araguaia e por Lui et al.(2009) em P.
galeatus do rio Sao Francisco.

O uso de fluorocromos GC especificos, como CMAg3, tem demonstrado que,
em peixes, as marcagbes cromossOmicas positivas sdo geralmente coincidentes
com os sitios de Ag-RON (AMEMIYA; GOLD, 1986) e com regides heterocromaticas
(GALETTI JR et al., 1991). Em Parauchenipterus galeatus do rio Piumhi é possivel
observar apenas dois cromossomos CMAz*(Figura 21C), confirmando os resultados
obtidos com Nitrato de Prata. Garcia (2005) e Lui et al. (2009) obtiveram resultados
semelhantes em P. galeatus do rio Sao Francisco, bem como Venere (1998)
analisando P. aff galeatus do rio Araguaia. Diferenca entre o tamanho das RONSs,
como observado em P. galeatus do rio Piumhi, € um fenbmeno muito freqiente em
peixes (SANCHES et al.,, 1990; ALMEIDA-TOLEDO at al., 1996; SWARCA et al.
2001, entre outros)

Dados referentes a técnica FISH na familia Auchenipteridae ainda séao
escassos. Em P. galeatus do rio Piumhi (presente trabalho) e do rio S&o Francisco
(LUI et al., 2009) existem resultados de rDNA 18S e 5S, sendo que os sitios 18S
estdo localizados no par cromossdmico 23 (st), e sitios 5S em cromossomos
submetacéntrico, nos dois estudos citados.

O numero dipldide igual a 56 observado em Pimelodus pohli é o mais

frequente observado para o género, o qual pode variar de 2n=54 em Pimelodus fur
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(GARCIA; MOREIRA-FILHO, 2005) até 2n=58 em Pimelodus blochii (DELLA-ROSA
et al., 1980).

A presenca de RONSs localizadas na posicédo terminal dos bracos longos de
um par de cromossomos subtelocéntricos, como observada em Pimelodus pohli, é a
condicdo plesiomorfica para o género Pimelodus. Somente algumas poucas
espécies do género possuem RONs nos bragos curtos de cromossomos
subtelocéntricos (BORIN; MARTIN-SANTOS, 2002).

De acordo com Ribeiro e Lucena (2006), Pimelodus pohli é muito semelhante
morfologicamente com Pimelodus blochii, a qual por sua vez, segundo MESS (1974)
esta dentro do grupo maculatus. Entretanto, diferentemente da espécie em estudo e
de P. maculatus, P. blochii possui 2n=58 e RONSs localizadas em bracos
cromossOmicos curtos (DELLA ROSA et al., 1980) as quais constituem caracteres
apomorficos para o género. Os dados citogenéticos confirmam os dados
taxonomicos, P. blochii provavelmente é uma espécie diferente de P. maculatus e de
P. pohli.

A heterocromatina no género Pimelodus esta distribuida principalmente nas
regibes centromeéricas e teloméricas, com poucas marcac¢des individuais. De fato, a
espécie P. pohli se enquadra neste pradao

Comparando os dados citogenéticos de P. pohli com os resultados dos
Pimelodus ja estudados do rio S&o Francisco, nota-se que existe muita similaridade
com os dados obtidos por Garcia e Moreira-Filho (2005 e 2008) para Pimelodus sp.
Este ultimo trabalho fornece dados citogenéticos das trés espécies do género
Pimelodus do rio Sdo Francisco. Entretanto, na época da publicacdo do artigo, a
espécie identificada como Pimelodus sp. por Garcia e Moreira-Filho (op cit.), de

acordo com Britski et al. (1988), ainda nao havia sido formalmente descrita. Somente
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em 2006 a citada espécie foi descrita por Ribeiro e Lucena (2006), e nomeada
Pimelodus pohli. Portanto, os dados citogenéticos de Pimelodus sp. informados por
Garcia e Moreira-Filho (op cit.) podem ser considerados como sendo de P. pohli.
Diante do exposto e das similaridades citogenéticas (cariétipo, RON, e hibridizacéo
in situ), conclui-se que as duas populacbes pertencam a uma unica espécie.
Considerando que as populacdes estudadas distam aproximadamente 200
quildmetros em linha reta (devido ao trajeto do rio, cheio de curvas, a distancia pode
duplicar), a conclusdo aqui obtida se enquadra nos dados de Ribeiro e Lucena
(2006), os quais informam que a distribuicdo da espécie vai do alto até o baixo rio
S&o Francisco. A quantidade e localizacdo dos sitios de rDNA 18S e 5S em
Pimelodus pohli é idéntica para as duas populacdes ja estudadas (presente estudo;
GARCIA; MOREIRA-FILHO, 2005; GARCIA; MOREIRA-FILHO, 2008).

Dias e Foresti (1993) também analisaram P. maculatus e Pimelodus sp. do rio
Sado Francisco, entretanto, a composicdo cariotipica de Pimelodus sp.
(possivelmente P. pohli de Ribeiro e Lucena 2006) difere da observada neste
trabalho, possivelmente em decorréncia dos diferentes estagios de condensacédo
cromossOmica que as metafases foram organizadas em cariogramas ou cariétipos.

As trés espécies estudadas aqui, bem como os Siluriformes de um modo
geral, apresentam RON simples (DIAS; FORESTI, 1993; OLIVEIRA; GOSZTOMY],
2000; ARTONI; BERTOLLO, 2001; GARCIA; MOREIRA-FILHO, 2005). HSU e
colaboradores (1975) consideram RON simples, quando comparada com a multipla,
um estado primitivo na distribuicdo destes sitios nos cromossomos. Em muitas
familias, observa-se que as RONSs distribuem-se preferencialmente nas regidoes

terminais dos cromossomos.
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A aplicacdo da sonda de rDNA 18S confirmou os dados obtidos com a
impregnacdo por Nitrato de Prata, existe apenas um Unico par cromossémico
portador de RONs em Trichomycterus brasiliensis, Parauchenipterus galeatus e
Pimelodus pohli. A deteccao de apenas um lécus em T. brasiliensis coincide com a
posicdo adotada por Lima e Galetti (1990), os quais postulam que a localizacao da
regido organizadora de nucléolo (RON) em apenas um par cromossémico seria uma
condicao simplesiomorfica da familia Trichomycteridae. Os dados de hibridizacéo in
situ obtidos para esta familia sdo inéditos, e portanto, na medida em que forem
obtidos mais resultados de FISH em outras espécies da familia, analises mais
conclusivas poderéo ser obtidas.

Os poucos dados disponiveis para a hibridacao in situ com sondas rDNA 5S
demonstram, até o momento, o predominio da ocorréncia de apenas um par
cromossomico portador deste gene ribossémico nos Siluriformes (MARQUES et al.,
2008; GARCIA et al., 2003; KAVALCO et al., 2004; SWARCA et al., 2005; GARCIA;
MOREIRA-FILHO, 2008; LUI et al., 2009). Nas espécies estudadas neste trabalho
ocorrem clusters intersticiais e pericentroméricos, o que segundo Martins e Galetti Jr.
(1999) diminuiria a probabilidade da ocorréncia de transposi¢des, crossing over, e
outros eventos frequéntes nas regides terminais.

Dados referentes a técnica FISH (18S e 5S) na familia Auchenipteridae ainda
sdo escassos. Somente em P. galeatus do rio Piumhi (presente trabalho) e do rio
Sdo Francisco (GARCIA-MOREIRA-FILHO, 2005; LUI et al., 2009) existem
resultados de rDNA 18S e 5S, os quais sao muitos semelhantes.

A espécie T. brasiliensis ocorre nas bacias do alto Parand (LANGEANI et al.,
2007) e Sao Francisco (BRITSKI et al., 1988), entretanto a descricédo original para a

espécie € para o rio das Velhas, na bacia do rio Sdo Francisco, sendo considerada
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endémica desta bacia. Langeani et al. (2007) consideram a presenca desta espécie
na bacia do alto Parand como al6ctone, sendo que uma das possiveis causas da
introducdo desta espécie no rio Grande seria a transposi¢ao do rio Piumhi, visto que
durante as obras de constru¢do houve um momento que algumas espécies da bacia
do rio Sdo Francisco poderiam ter dispersado para a bacia do rio Grande através
dos canais ja construidos antes do fechamento do dique de Capit6lio (Figura 17).
Outra hip6tese, mais plausivel, seria a captura de cabeceiras, visto que a espécie
em estudo é tipica de cabeceiras de rios (BOCKMANN; CASATTI; PINNA, 2004).
Eventos de captura de cabeceiras ja foram descritos para a regido em estudo
(MONTOY-BURGOS, 2003). Além disso, Hupert e Renno (2006), através de um
estudo biogeografico dos peixes da América do Sul, sugerem que a regido teria sido
uma rota de disperséo entre as bacias citadas.

A espécie Parauchenipterus galeatus é citada para varias bacias brasileiras,
inclusive para a bacia do rio Grande (AGOSTINHO et al., 2004) e do S&o Francisco
(ROSA et al., 2003). As similaridades obtidas através da citogenética classica e
molecular, para as populagdes da bacia rio Sao Francisco (GARCIA, 2005; LUI et al.,
2009) e do rio Piumhi (presente artigo), indicam que, aparentemente, as citadas
populacdes pertencem a um mesmo taxon. Outras ferramentas taxondémicas mais
resolutivas, bem como analises de outras populacdes, deverdo auxiliar na
elucidacao desta questéo.

A distribuicdo de Pimelodus pohli € restrita a bacia do rio Sdo Francisco
(RIBEIRO; LUCENA, 2006). Considerando que durante as varias coletas realizadas
na regido da sub-bacia do rio Piumhi, foram coletados individuos desta espécie
somente na foz do ribeirdo Sujo (afluente do S&o Francisco que atualmente recebe

as aguas do rio Piumhi), que os dados citogenéticos obtidos neste trabalho sdo
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idénticos aos da populacao do reservatério de Trés Marias (bacia do S&o Francisco),
e que esta espécie nunca foi coletada na bacia do rio Grande, é possivel que a
transposicao ndo tenha afetado esta espécie, ou seja, provavelmente ndo ocorreram
hibridos deste taxon com outros vindos da bacia do rio Grande. Além disso, sua
distribuicdo nédo foi afetada, pois a mesma € endémica e esta presente numa grande
extenséo da bacia do Sao Francisco.

Os dados deste trabalho ndo permitem supor que as trés espécies estudadas
tenham sofrido alguma conseqiiéncia da transposicéo do rio Piumhi. Entretanto, até
o momento ja foram detectados alguns impactos decorrentes da transposicao. Peres
et al., (2009) descrevem dois padrbes citogenéticos para populacdes de Astyanax
fasciatus das bacias do rio Grande e S&o Francisco, e supdem uma provavel
expansao dos exemplares da primeira bacia para a segunda. Blanco et al. (2009), ao
analisar Hoplias malabaricus das duas bacias sugere um processo semelhante ao
detectado em A. fasciatus, porém com dispersdo muito maior que a observada por
PERES et al., (2009). PERES (2009) sugere que as populacdes de Astyanax do
grupo “bimaculatus” do Alto Parana estédo estreitamente relacionadas as populagfes
do Sdo Francisco e que o polimorfismo encontrado no rio Piumhi tem provavel
origem na hibridacdo entre essas populagdes. Entre as espécies de peixes, a
hibridacdo ndo é um evento raro e pode ocorrer até entre géneros distintos (BRINN;
PORTO; FELDBERG, 2004; CARVALHO et al., 2008). Mendes Neto (2008) postula
gue Hypostomus regani e Rineloricaria sp. cf. R. latirostris sdo, possivelmente,
espécies invasoras estabelecidas no rio Sdo Francisco, vindas do rio Grande através
da transposicéo do rio Piumhi. Estes resultados demonstram a variedade de efeitos

biologicos decorrentes de uma transposicao.
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Figura 17. Regido da transposic¢éo do rio Piumhi: a) rio Piumhi, b) canal de transposicéo (linha
preta), c) antigo canal do rio Piumhi (linha pontilhada), antes da transposicéo, d) local de
coleta de Parauchenipterus galeatus (Pantanal do rio Piumhi), e) por¢cdo do rio Piumhi
represada apés a construcdo do dique, f) cidade de Capitélio, g) dique de Capitélio, h) lago de
Furnas, i) rio Grande, a jusante do reservatorio da hidroelétrica de Furnas, j) local de coleta de
Trichomycterus brasiliensis (Ribeirdo das Araras) e, k) local de coleta de Pimelodus pohli (Foz
do rio Piumhi).
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Figura 21. Metafases de Trichomycterus brasiliensis (A), Parauchenipterus galeatus
(B, C, D E) e Pimelodus pohli (F, G) submetidas a hibridacao fluorescente in situ com
sondas de rDNA 18S (A, B, D, F) e rDNA 5S (E, G). Coloragdo com cromomicina A3 (C)
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5. Consideracdes finais e conclusdes

° Os dados citogenéticos classicos e moleculares obtidos para as espécies
Imparfinis schubarti, Cetopsorhamdia iheringi, Pimelodella vittata, Rhamdia sp. A aff.
R. quelen, Rhamdia sp. B aff. R. quelen e Rhamdiopsis sp. cf. R. microcephala, em
analise comparativa com outras resultados disponiveis na literatura, corroboram com
a literatura taxonémica tradicional da familia Heptapteridae, inclusive com a
formacdo do subclado Nemuroglanis (l. schubarti, C. iheringi e Rhamdiopsis sp. cf.
R. microcephala). A presenca de RON intersticial, normalmente localizada no maior
cromossomo do complemento e adjacente a um bloco C+, e predominancia de
2n=58, sdo caracteres diagnosticos do subclado Nemuroglanis. As duas espécies de
Rhamdia deste trabalho e P. vittata, possuem padrdes citogenéticos distintos dos
taxons ja estudados do subclado Nemuroglanis. Entretanto, baseados em dados
citogenéticos, podem ser mencionados dois grupos pertencentes ao citado
subclado: um deles com as caracteristicas apontadas acima, as quais estéo
presentes na maioria das espécies do subclado, e outro grupo com 2n=56 e RON
intersticial n&o localizada nos maiores cromossomos do cari6tipo. Outra
caracteristica citogenética que, aparentemente, diagnostica o0 subclado
Nemuroglanis é a sintenia entre o rDNA 5S e 18S. Outros géneros da familia
Heptapteridae, como Pimelodella e Rhamdia, ndo possuem a citada sintenia.

o Através da andlise de dados citogenéticos, foi possivel relacionar T.
brasiliensis as seguintes espécies: Trichomycterus reinhardti, T. auroguttatus, T.
spegazzini e T. iheringi, indicando uma possivel relacdo de parentesco entre estes

taxa.
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o A hipétese mais plausivel para a distribuicdo de Tricomycterus brasiliensis
nas bacias do rio Grande e Sao Francisco, seria a captura de cabeceiras, visto que a
espécie em estudo é tipica de cabeceiras de rios. Eventos de captura destes corpos
dagua ja foram descritos para a regidao em estudo.

o Os dados citogenéticos de Pimelodus sp. informados por Garcia e Moreira-
Filho (2005, 2008) coincidem com os de P. pohli. Acredita-se que a populacdo de P.
pohli e a populagdo de Pimelodus sp. (GARCIA; MOREIRA-FILHO; op. cit.)
pertencam a uma Unica espécie.

o Provavelmente, os enormes blocos de rDNA 5S de C. iheringi tiveram origem
em eventos de duplicacdo da estrutura repetitiva desta regido do DNA em uma
espécie ancestral proxima. Outras espécies de heptapterideos, como algumas
pertencentes aos géneros Rhamdia e Pimelodella, consideradas mais basais na
familia, possuem pequenas marcacoes, indicando que a presenca do grande bloco
de rDNA 5S de C. iheringi é um carater apomorfico. Marcacfes como estas sao
inéditas na literatura ictiolégica.

o E provavel que a espécie referida como Rhamdella microcephala, estudada
por Fonseca et al. (2003) seja do género Rhamdiopsis. E possivelmente seja da
mesma espécie do presente artigo, pois as duas tém origem comum. Os dados
citogenéticos corroboram esta afirmativa

o A hipotese mais viavel para a origem da populagéo de C. iheringi da bacia do
rio Piumhi analisada neste estudo € que esta seja oriunda da bacia do rio Grande
(antes da transposicao).

o No presente trabalho foram observados dois padres citogenéticos inéditos
para o género Rhamdia, RONs e rDNA 18S localizados em um par cromossomico

metacéntrico e rDNA 18S intersticial.
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o Os resultados e as hipoteses obtidas neste trabalho representam o ponto de
partida para a compreensao das consequéncias da transposi¢ao do rio Piumhi sobre
as espécies da familia Heptapteridae. As caracteristicas biologicas da familia, como
a distribuicdo em pequenos rios e vida béntica, indicam que o canal de um grande
rio pode representar uma barreira biologica a dispersédo. Os dados obtidos ainda sao
insuficientes para corroborar ou nao esta hipotese. Porém, os dados citogenéticos
de C. iheringi indicam que a citada barreira biologica pode ser real para alguns taxa.
Entretanto, a espécie Pimelodella vittata, aparentemente subiu para a bacia do
Piumhi apos a transposicdo, indicando como os efeitos de uma transposicdo sao
dependentes da biologia de cada espécie.

o O presente estudo contemplou um grupo de peixes de dificil identificacdo
morfolégica que habita as bacias do Alto Parand e/ou S&o Francisco. Foram
analisadas populagdes isoladas, de forma que as hipdteses aventadas neste estudo
representam o inicio de uma analise comparativa entre populacdes de Siluriformes
para que sejam elaboradas propostas mais abrangentes. Cabe aqui lembrar da
dificuldade de coletar algumas das espécies estudadas, dificultando a obtencéo de

novas amostras para futuras analises.
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