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Resumo

Estudos citogenéticos em peixes de rios de cabeceiras tém contribuido
significativamente com a citotaxonomia e citossistematica. Entretanto, pouco se
conhece sobre essa diversidade na grande maioria das bacias hidrograficas,
principalmente entre populagdes de cabeceiras de bacias adjacentes, proximamente
situadas, como ocorre na area de protecdo ambiental (APA) de Corumbatai, S&o
Carlos - SP. Dessa forma, procurou-se realizar uma analise cariotipica comparativa
entre populagdes de diversas espécies de peixes do ribeirdo do Feijao, afluente do
rio Jacaré-Guagu, bacia do Médio Tieté, e do ribeirdo do Pantano, bacia do rio Mogi-
Guacgu, associando os dados citogenéticos com aspectos evolutivos e dispersédo de
espécies na regidao. Foram estudadas espécies pertencentes a 5 familias:
Characidae  (Astyanax  altiparanae,  Astyanax  fasciatus, @ Moenkhausia
sanctafilomenae); Curimatidae (Cyphocharax modestus); Prochilodontidae
(Prochilodus lineatus); Cichlidae (Geophagus brasiliensis, Cichlasoma facetum); e
Gymnotidae (Gymnotus carapo, Eigenmannia sp.). As espécies Geophagus
brasiliensis, Gymnotus carapo e Astyanax altiparanae foram caracterizadas através
de técnicas citogenéticas basicas e moleculares com o objetivo de verificar as
semelhangas e/ou possiveis alteragdes cromossémicas ocorridas entre as espécies
que se encontram em alopatria, enquanto em todas as outras foram abordados
problemas especificos inerentes a apenas uma populacdo. Foi constatada uma
grande similaridade para a macroestrutura cariotipica entre as populagdes de G.
brasiliensis e Gymnotus carapo nas duas regides estudadas. No entanto, na espécie
A. altiparanae diferencas puderam ser detectadas na férmula cariotipica e no
numero dos sitios ribossomais 18S encontrados. Dessa forma, os dados obtidos
para G. brasiliensis e G. carapo indicam que, apesar destas populacdes estarem
separadas por um divisor de aguas, ocorre uma manutengdo da macroestrutura
cariotipica, possivelmente sendo reflexo da estabilidade cariotipica desta espécie.
Ja em A. altiparanae pode ser observado um certo grau de divergéncia evolutiva

entre as populagdes analisadas, resultado da restricdo ao fluxo génico.



ABSTRACT

Cytogenetics studies in headwaters fishes have contributed significantly
to the citotaxonomy and cytossistematic of these organisms. However, little is known
about this diversity in the vast majority of river basins, especially among populations
of adjacent basin headwaters, as it occurs in the Corumbatai area of environmental
protection (Area de Protecdo Ambiental — APA — Corumbatai), Sdo Carlos city, Sdo
Paulo state. This way, an attempt was made to perform a comparative karyotypic
analysis among the populations of many fishes of the Feijao upstream, tributary of
Jacaré-Guagu river, Tieté basin, and the Pantano upstream, tributary of Mogi-Guagu
basin, associating the cytogenetic data with the evolutionary aspects and the
dispersal of the species in the region. Were studied species belongs of five Pisces
families: Characidae (Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus, Moenkhausia
sanctafilomenae);  Curimatidae  (Cyphocharax modestus); Prochilodontidae
(Prochilodus lineatus); Cichlidae (Geophagus brasiliensis, Cichlasoma facetum); and,
Gymnotidae (Gymnotus carapo, Eigenmannia sp.). The Geophagus brasiliensis,
Gymnotus carapo and, Astyanax altiparanae species were characterized using basic
and molecular cytogenetics tools aiming to verify the similarities and/or the
chromosomal changes occurred between allopatric species, while in the others were
observed inherent specific problems only in one population. A great similarity of the
karyotypic macrostructure was observed between G. brasiliensis and Gymnotus
carapo populations in both regions studied. However, in A. altiparanae specie
differences were detected in the karyotypic formulae and in the number of 18S
ribosomal sites. So, the data obtained to G. brasiliensis and G. carapo indicate that
despite they are separated by waters divisors, occurred the maintenance of a very
similar karyotypic macrostructure, possibly reflecting a karyotypic stability of this
specie. However, in A. altiparanae specie we can observe a certain degree of
evolutionary divergence between the analyzed populations, resulted of a flow gene

restriction.
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1. INTRODUGAO
1.1. Estudos citogenéticos em peixes

Os peixes s&o um grupo entre os vertebrados que possuem enorme
diversidade de formas e grande interesse para estudos de variabilidade
genética e de evolugdo (NELSON, 1984). Recentemente, a citogenética de
peixes neotropicais tem disponibilizado importantes informagdes a respeito da
fixacdo de rearranjos cromossOmicos que auxiliam na identificagdo de
espécies cripticas por meio da analise citotaxonébmica (BERTOLLO et al.,
1978; MOREIRA-FILHO & BERTOLLO, 1991; CENTOFANTE et al., 2003). Até
o final dos anos 70, pouco se conhecia sobre as caracteristicas citogenéticas
da ictiofauna neotropical. Os dados limitavam-se ao conhecimento do numero
cromossémico de algumas poucas espécies, muitas das quais obtidas de
espécimes de origem geografica desconhecida (TOLEDO-FILHO et al., 1978).

Nos ultimos anos, houve um grande desenvolvimento dos estudos
citogenéticos, principalmente no que se refere as espécies que habitam a
calha principal de rios e ambientes Iénticos, no entanto, sdo raros os trabalhos
relativos a ambientes de cabeceiras de rios. Alguns poucos exemplos estao
restringidos a levantementos faunisticos, abordagens taxondémicas ou
distribuicdo longitudinal de espécies (CARAMASCHI, 1986; GARUTTI, 1988;
LANGEANI-NETO, 1989).

Os peixes Neotropicais possuem ampla variabilidade cariotipica
(OLIVEIRA et al., 1988). Recentemente os dados estimam ao redor de 2.600
espécies com caridtipos conhecidos (OZOUF-COSTAZ & FORESTI, 1992).
Nas duas ultimas décadas, a citogenética tem contribuido para o

conhecimento dos nossos peixes, somando informagdes e descobertas



relativas a processos evolutivos nesse grupo como rearranjos cromossémicos,
polimorfismos estruturais e/ou numéricos, poliploidia natural, sistemas de
cromossomos sexuais, distribuicdo geografica de espécies/populagdes
(CENTOFANTE et al., 2003).

Estudos citogenéticos comparativos entre populagdes de bacias
hidrograficas dististas e proximamente situadas em regido de divisores de
aguas tem possibilitado formular hipoteses de evolugao cariotipica, dispersao
de espécies, biogeografia, além de ter ampla aplicagdo em analises
citotaxondmicas (CENTOFANTE et al., 2003; VICARI et al., 2006). Este tipo de
analise, quando bem elaborada, tem apresentado uma maior sensibilidade na
comparagao cariotipica entre as populagdes por restringir a area estudada e
realmente detectar as possiveis diferengas entre populacdes que evoluiram

em bacias hidrogaficas distintas, embora em um transecto geografico estreito.

1.2. Caracteristicas das bacias hidrograficas do ribeirdao do Feijao e
ribeirdao do Pantano

Dentre as bacias do alto rio Parana, a sub-bacia do rio Mogi-Guagu é
uma das mais conhecidas tratando-se de sua ictiofauna. O local de coleta do
presente trabalho, ribeirdo do Pantano, se localiza no curso médio do ribeirdo,
proximo a Descalvado e Usina Ipiranga, a aproximadamente 560m de altitude.
O local possui sombreamentos espagados em virtude de a margem direita
preservar arvores e arbustos remanescentes na vegetacdo ribeirinha,
enquanto que na margem esquerda se encontra criagdo de gado no pasto.

Fragmentos de vegetacéo nativa circundam a area e a profundidade do rio é



variavel, estando entre 0,45m até 1,90m, apresentando trechos de
sedimentacgao no fundo.

O ribeirao do Feijao, que nasce no alto da Serra do Cruzeiro, junto com
o ribeirdo do Lobo, forma o rio Jacaré-Guacu. O principal uso da terra é em
pastagens para criagdo de gado e agricultura com culturas de café, cana-de-
agucar, citrus e milho. Ocorrem algumas areas de reflorestamento com Pinus e
Eucalyptus e éareas cobertas por vegetagdo natural de campo e cerrado
(TEIXEIRA, 1993).

1.3. Estudos citogenéticos em Characidae

A familia Characidae pertence a ordem Characiformes, que, sem
duvida, é a ordem notavelmente mais numerosa e diversa entre os
Ostariophysi, e apresenta uma grande variedade na forma do corpo, estrutura
mandibular, denticdo e anatomia interna (NELSON, 1994). Esta presente em
praticamente todos os ambientes de agua doce, desde a fronteira México-
Estados Unidos até o sul da Argentina (LUCENA, 1993).

Fazem parte desta familia peixes que sdo vulgarmente conhecidos por
pacus, dourados, lambaris, matrinchds, peixe-cachorro entre varios outros.
Tais peixes sao de facil captura devido a grande abundancia de espécies. No
territorio brasileiro estdo descritas mais de 400 espécies de Characidae
(BRITSKY et al., 1988) de habitos diversificados (herbivoros, onivoros,
carnivoros), onde exploram uma grande variedade de habitats.

Apesar do grande numero de espécies, muitas delas eram relatadas
como abundantes em seus habitats naturais. Hoje, apresentam grande risco
de desaparecer, sem ao menos serem feitos estudos com enfoque bioldgico e

econdmico. Diante disso, a destruicdo de habitat ou mesmo introducado de



espécies exdticas representam alguns dos principais fatores da diminuigdo da
diversidade dos ambientes aquaticos na regido Neotropical (SUNAGA &
VERANI, 1991; ORSI & AGOSTINHO, 1999; BOJSEN & BARRIGA, 2002;
LATINI & PETRERE JR., 2004).

A variabilidade cariotipica da familia Characidae foi enfatizada por
Arefjev (1990a) onde concluiu que, para ser feita uma analise detalhada da
evolugdo cromossOmica e das relagdes filogenéticas, € necessario coletar-se
mais informagbes citogenéticas, especialmente através de métodos de
bandamento.

Rearranjos Robertsonianos e nao-Robertsonianos podem estar
igualmente envolvidos nos processos de variagdo cariotipica em peixes
(GALETTI et al., 1994). Nos casos em que ndo ocorrem mudangas no humero
dipléide, inversdes pericéntricas podem estar predominando na evolugao
cromossbmica (CESTARI & GALETTI, 1992a), além das inversdes
paracénticas, mais dificeis de serem identificas pelas técnicas citogenéticas
convencionais.

Em relacdo aos polimorfismos estruturais, poucos exemplos sao
referidos em Serrasalmus spilopleura (NAKAYAMA et al, 2000;
CENTOFANTE et al. 2002) em Astyanax altiparanae (PACHECO et al. 2001);
Bryconamericus aff. exodon (PAINTER-MARQUES et al. 2002), Moenkhausia
sanctafilomenae (FORESTI et al., 1989), Piabina argéntea (WASKO, 1993),
em Serrapinnus heterodon (PERES et al. 2007) e Tetragonopterus chalceus

(PORTELA et al. 1988).



Com relacdo a polimorfismo numérico, resultados similares tém sido
encontrados principalmente em espécies do género Astyanax (MATOSO et al.,
2002; ARTONI et al., 2006; PAZZA et al., 2006, entre outros).

A ocorréncia de cromossomos supranumerarios em varias espeécies &
um aspecto bastante relevante para a familia Characidae, como em Astyanax
bockmanni (FAUAZ et al., 1994), Astyanax scabripinnis (MAISTRO et al.,
1992; VICENTE et al., 1996; MOREIRA-FILHO et al., 2004), Astyanax
schubarti (MOREIRA-FLHO et al., 2001) Moenkhausia intermedia (PORTELA
et al., 1988), Moenkhausia sanctaefilomenae (FORESTI et al., 1989;
PORTELA-CASTRO et al., 2000, DANTAS et al., 2007), Oligosarcus pintoi
(FALCAO et al., 1984) e Piabina argentea (WASKO, 1993). Estes
cromossomos demonstram consideravel variacao nesta ordem em relagao ao
tamanho, morfologia e numero (CARVALHO, 2008).

Em peixes Neotropicais de agua doce sdo encontradas mais de 61
espécies com a presenca de cromossomos Bs supranumerarios, distribuidos
em 16 familias de 7 diferentes ordens e inseridos em distintas bacias
hidrograficas (CARVALHO, 2008). Os microcromossomos B sdo mais comuns
em relagao a presenca de macrocromossomos supranumerarios. No entanto,
foram descritos macrocromossoms Bs para varias espécies do complexo
Astyanax scabripinnis, variando tanto em morfologia quanto em numero
(MOREIRA —FILHO et al. 2004; CARVALHO, 2008).

A ocorréncia de triploidia natural ja foi descrita para algumas espécies
da familia Characidae, sendo encontrada no género Astyanax a maioria das
recorréncias, entre as quais A. schubarti (MORELLI et al., 1983), A.

scabripinnis (DIAS et al., 1992; FAUAZ et al., 1994; MAISTRO et al., 1994), A.



fasciatus (MALACRIDA et al., 2000), A. bockmanni (FAUAZ et al., 1994).
Também tem sido visualizada em outros géneros: Colossoma macropomum e
Piaractus mesopotamicus (CARVALHO et al., 1990).

Cromossomos sexuais diferenciados nao estao presentes na base da
filogenia de peixes. A maioria das espécies sdo homomorficas em relagao a
cromossomos sexuais. A hipotese mais amplamente aceita € que uma espécie
ou género que possui sistema de cromossomos sexuais diferenciado tem sua
origem independente de outra espécie ou género diferente. Neste modelo,
esta hipétese €& corroborada pela ampla diversidade de sistemas de
Cromossomos sexuais em peixes, onde ha ocorréncia de sistemas simples e
multiplos com heterogametia masculina e feminina (BERTOLLO et al., 2000;
ARTONI & BERTOLLO, 2002; CENTOFANTE et al., 2003; VICARI et al.,
2006a).

Sistemas de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados
também ja tém sido descritos na familia Characidae. No género Triportheus,
todas as espécies do género apresentam o sistema de cromossomos sexuais
do tipo ZZ/ZW (BERTOLLO & CAVALLARO, 1992; ARTONI et al., 2001;
ARTONI & BERTOLLO, 2002; DINIZ et al., 2008), em Odontostilbe
parananesis (WASKO et al., 2001) e recentemente em Serrapinnus notomelas
(SANTI-RAMPAZZO et al., 2007).

Em decorréncia da grande variabilidade cariotipica em relagdo as
regides organizadoras de nucléolo (RONs), tanto no numero como nos
cromossomos portadores, podem ser estabelecidas diferencas evidentes entre
espécies de Characidae (GALETTI, 1998), sendo marcadores amplamente

utilizados na citotaxonomia.



Os fluorocromos base especificos sao outros marcadores utilizados em
citogenética comparativa de peixes. Nesse grupo, os sitios de RONs podem
ser mitramicina ou cromomicina As; positivos por apresentar sequéncias de
DNA GC ricas interespagadas aos genes do rDNA maior (PENDAS et al.,
1993). Em Characidae, na grande maioria das vezes ha uma coincidéncia na
localizac&do entre as marcacdes obtidas por fluorocromos GC especificos e as
Ag-RONs (GALETTI & RASH, 1993; GALETTI et al.,, 1995; SOUZA et al.,
1996, VICARI et al., 2008a). No entanto, alguns cuidados sao requeridos ao
afirmar que sinais Cromomicina Az ou Mitramicina sao sitios de RONs, pois em
alguns casos estes fluorocromos apresentam resultados discordantes e ndo se
relacionam com Ag-NORs (ARTONI et al., 1999; SOUZA et al., 2001; VICARI

et al., 2008b).

1.4. Estudos citogenéticos em Cichlidae

Entre os Teleostei, Perciformes €& a ordem mais abundante em
espécies, sendo o principal habitat de 14% dessas espécies o0 ambiente de
agua doce. Atualmente foram obtidos dados cariotipicos apenas de 50 familias
dentre as 150 existentes em Perciformes (BRUM, 1995). O numero dipldide
2n=48 cromossomos e numero fundamental NF=48, composto por
cromossomos acrocéntricos indicam ser cararcteristicas plesiomérficas em
Perciformes (BRUM & GALETTI, 1997).

A familia Cichlidae tem sido relativamente bem estudada em termos de
caridtipo (FELDBERG & BERTOLLO, 1984). O caridtipo composto por 48
cromossomos acrocéntricos € o mais frequente entre os ciclideos, entretanto

este numero pode variar de 2n=32 a 2n=60 cromossomos (FELDBERG et al.,



2003). As inversdes pericéntricas sao consideradas os principais rearranjos a
gerar diversificagdo no numero fundamental ancestral dos Perciformes
(GALETTI JR. et al., 2000; AFFONSO & GALETTI Jr., 2005).

Em geral, Ciclideos africanos possuem numero dipldide de 2n=44
cromossomos, variando de 32 a 48 cromossomos e numero fundamental de
44 a 88. Os Ciclideos neotropicais por sua vez apresentam numero dipléide de
2n=48 cromossomos, variando de 38 a 60 e numero fundamental variando de
44 a 118 (FELDBERG et al., 2003).

As espécies Geophagus brasiliensis e Cichlasoma facetum tratam-se de
duas das espécies mais comuns de Ciclideos no Sul e Sudeste do Brasil,
sendo encontrada em grande diversidade de biomas e apresentando em
alguns casos diferengas morfolégicas marcantes entre populagcdes a ponto de
sugerir espécies diferentes, sugerindo um provavel complexo de espécies para
este grupo (BRUM et al., 1998).

A familia Cichlidae, com raras excecbdes possui a caracteristica de
apresentar apenas um par cromossémico portador de regides organizadoras
de nucléolos (RONs) presentes em cromossomos relativamente grandes
(FELDBERG et al., 2003), indicando a um provavel simplesiomorfismo para
esse grupo (FELDBERG & BERTOLLO, 1985, VICARI et al., 2006b).
Polimorfismos estruturais em relacdo ao tamanho das RONs sao encontrados
em algumas populagdes de Geophagus brasiliensis (VICARI et al., 2006b) e

Crenicichla iguassuensis (MIZOGUCHI et al., 2007).



1.5. Estudos citogenéticos em Curimatidae

A familia Curimatidae compreende um conjunto de espécies
extremamente abundantes de peixes Neotropicais (GIORA & FIALHO, 2003).
Estédo inclusos cerca de 8 géneros e mais de 140 espécies (VARI, 1988).
Estudos citogenéticos de peixes Neotropicais tém demonstrado grande
diversidade cromossémica (GIORA & FIALHO, 2003). No entanto, Curimatidae
trata-se de um grupo que apresenta estabilidade macro-estrutural que permite
inferir um caminho evolucionario para a familia (GALETTI Jr. et al., 1994).

Alguns estudos sugerem que a familia Curimatidae trata-se de um grupo
diversificado com divergéncia evolucionaria que ndo demonstra grandes
transformacdes em sua estrutura cariotipica (VENERE & GALETTI, 1989). Mais
de 70% das espécies estudadas apresentam numero diploide de 54
Cromossomos, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e numero
fundamental igual a 108 (NAVARRETE & JULIO Jr., 1997)

Curimatidae, Anostomidae, Chilodontidae e Prochilodontidae, sao
considerados um grupo monofilético (VARI, 1983), apresentando um
conservado numero de 54 cromossomos, sugerindo ter vindo de um ancestral
comum (BRUM & GALETTI, 1997; VENERE, 1998). Também possuem alta
similaridade cariotipica, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos e
numero fundamental (NF) =108 (NAVARRETE & JULIO Jr., 1997).

Algumas divergéncias relacionadas a rearranjos cromossémicos podem
ser observadas em algumas espécies de Curimatidae (VENERE & GALETTI,
1989; FELDBERG et al., 1992; NAVARRETE & JULIO Jr., 1997) onde podem
ser observados diferentes padrdes de distribuicdo de heterocromatina e RONs

entre as diferentes espécies de Curimatidae (BRASSESCO et al., 2004).



1.6. Estudos citogenéticos em Prochilodontidae

A familia Prochilodontidae apresenta aproximadamente 35 espécies de
peixes, 24 destas perntencendo ao género Prochilodus (NELSON, 1994).
Prochilodus lineatus trata-se de uma espécie muito abundante no alto da bacia
do rio Parana, especialmente encontrados nos rios Grande, Pardo e Mogi-
Guacgu (GODOQY, 1975). Dados citogenéticos obtidos por Paus & Bertollo
(1990) demonstraram individuos de 10 espécies de Prochilodus contendo
2n=54 cromossomos meta/submetacéntricos. Estes dados citogenéticos
demonstram uma estrutura cariotipica conservada, sendo encontrados
cromossomos B em duas dessas espécies, P. lineatus e P. cearensis. A
presenga de cromossomos B € comumente reportada em algumas espécies de
Prochilodus (PAULS & BERTOLLO, 1990, ARTONI et al., 2006) e encontrados
polimorfismos em populagdes analisadas por Cavallaro et al. (2000),
apresentando variagdes intra e interindividuais (JESUS et al., 2003)

Também sao encontrados polimorfismos populacionais de RONs em P.
cearensis (CAVALLARO et al. 2000) e em P. lineatus (VICARI et al., 2006).
Andlises das regides organizadoras de nucléolo no género Prochilodus
revelam que a RON esté localizada na regido intersticial do brago longo de um
par cromossémico metacéntrico grande (PAULS & BERTOLLO, 1990, VICARI
et al., 2006). Pauls & Bertollo (1990) também descrevem um terceiro
cromossomo metacéntrico com sitios ativos de RON na regido telomérica para

as espeécies P. argenteus e P. costatus.
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1.7. Estudos citogenéticos em Gymnotiformes

A familia Gymnotidae € uma das mais bem distribuidas na regiao
Neotropical (MAGO-LECCIA, 1994), sendo bem conhecida na bacia
Amazoénica (ALBERT et al., 1999).

Na subordem Gymnotoidei tém sido realizados varios estudos
citogenéticos com ampla diversidade cariotipica, apresentanto diferencas de
estrutura e numero cromossémico, como encontrado em Eigenmannia
(ALMEIDA-TOLEDO, 1978; ALMEIDA-TOLEDO et al., 1984; ALMEIDA-
TOLEDO, 1998) e Gymnotus (FORESTI et al., 1994). Sistema de
cromossomos sexuais ndo € uma caracteristica geral deste grupo, estando
restrito somente a algumas espécies do género Eigenmannia (ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2000), Brachypopomus pinicaudatus (ALMEIDA-TOLEDO et
al., 2000b) e Gymnotus (SILVA & MARGARIDO, 2005).

Gymnotus trata-se do género com uma distribuicdo geografica bem
mais ampla dentre os Gymnotiformes, existindo desde o Rio Salado nos
Pampas da Argentina ao Rio San Nicolas no sudeste do México. Também esta
presente em aguas continentais na regido de paises da América Central,
exceto em Belize e no Chile na América do Sul (ALBERT, 2001). Gymnotus
possui grande diversidade na Bacia Amazbnica, onde 18 espécies sao
conhecidas, incluindo trés formas nao descritas (ALBERT et al., 2005).

Uma unica espécie de Gymnotus (Gymnotus sp.) foi descrita como
contendo sistema de cromossomos sexuais multiplos, e uma alta conservagao
citogenética intraespecifica foi observada em diferentes populagdes de

Gymnotus (FORESTI et al, 1994, FERNADES-MATIOLI et al, 1998;
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FERNADES et al., 2005, SILVA & MARGARIDO, 2005). Na espécie G. carapo
foi descrito um caso de triploidia natural (FERNANDES-MATIOLI et al., 1998) e
uma ampla variabilidade de NORs algumas populagcbes (FERNANDES-
MATIOLI et al., 1997). Recentemente, Albert e Cramptom (2003) redefiniram
uma populagdo de Gymnotus como uma nova espécie, denominada G.

paraguensis.

1.8. Estudos citogenéticos e de biodiversidade

Publicagdes a respeito da citogenética evolutiva de peixes tém
aumentado consideravelmente, principalmente no que se refere as espécies
habitantes da calha de rios e ambientes |énticos, porém, trabalhos relativos a
ambientes de cabeceiras s&do raros (CENTOFANTE et al., 2003).

Moreira-Filho & Bertollo (1991) realizaram estudos com Astyanax
scabripinnis nas cabeceiras dos afluentes do Alto Parana e do rio Sao
Francisco, enfatizando a importancia das regides de cabeceiras de rios
atuando como barreiras geograficas, proporcionando a restricdo ao fluxo
génico e contribuindo na diversificagdo deste grupo.

Dessa forma, ha uma lacuna relacionada a estudos nestes ambientes,
de cabeceiras de rios. Assim sendo, existe uma necessidade de intregar
diferentes areas de estudo de forma a contribuir com o conhecimento do
processo evolutivo e da diferenciagao das espécies de peixes que ocorrem em
regides de cabeceiras de rios (CENTOFANTE et al., 2003).

Lowe-McConnel (1969) ressalta a importancia de se estudar ambientes
de cabeceira dos rios, afirmando que sistemas de rios tropicais de grande

porte permitem que algumas espécies de peixes sejam isoladas
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geograficamente nas cabeceiras de seus tributarios, através de barreiras
fisicas, quimicas ou bidticas. Movimentos tectonicos alteram os leitos e os
percursos dos rios, causando um rejuvenescimento e fazendo com que
trechos de corredeiras nao fiquem limitados as cabeceiras, alternando-se com
trechos tipo remanso. Tais alteragdes em condigbes ecoldgicas permitem um
isolamento microgeografico, com muitas espécies de alguns grupos de peixes
ficando limitadas a diferentes trechos de um mesmo rio.

Algumas espécies de peixes que habitam uma regido de divisores de
aguas entre as bacias dos rios Paraiba do Sul e Parana foram estudadas
citogeneticamente por Centofante et al. (2003) com o intuito de auxiliar com a
citotaxonomia, evolugdo cromossémica e dispersdo de espécies na regido.
Esta andlise citogenética demonstrou que a Serra da Mantiqueira se constitui
em um divisor de aguas efetivo no isolamento geografico de populagdes de
peixes do rio Paraiba do Sul e Parana. Desta forma, este isolamento
geografico deve ter contribuido significativamente para que as diferengas
cromossémicas e morfologicas fossem fixadas independentemente dentro de
cada uma das bacias hidrograficas, promovendo a diversificacéo
cromossOmica e propiciando um processo de especiacao alopatrica das
espeécies ali residentes.

Em um estudo citogenético de peixes em outra regido de divisores de
aguas, entre as bacias dos rios Tibagi, Jaguariuna e Ribeiro, Vicari (2006)
verifica que possiveis mecanismos geograficos historicos de captura de
cabeceiras de rios podem ter contribuido na dispersao de espécies de peixes
entre cabeceiras dos rios Tibagi e Ribeiro, na regido de Ponta Grossa, PR.

Nesse modelo, espécies de peixes que ocorrem nos dois rios podem ter tido
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momentos de fluxo génico e diluicdo da variabilidade genética. Ainda, Vicari
(2006) verificou que por mecanismos de captura de cabeceiras, algumas
espécies originarias de apenas um destes dois rios podem ter sido transpostos
ao outro.

O presente trabalho também foi usado na tentativa de propor um
modelo de estudo para a analise da ictiofauna dos dois ribeirdes selecionados,
ribeirdo do Feijao e ribeirdo do Pantano, que sao igualmente separados por

um divisor de aguas.

2. OBJETIVOS

Através de ferramentas utilizadas na citogenética procurou-se realizar uma
analise comparativa entre as estruturas cariotipicas de algumas espécies de
peixes que sdo encontradas em ambos os ribeirdes, com intuito de verificar as
semelhangas e diferengcas entre alguns representates destas ictiofaunas,
separadas geograficamente por um divisor de aguas. Nas demais espécies
que foram coletadas em apenas um local, foram abordados problemas
especificos inerentes a apenas uma populagdo, sendo comparadas com
estudos ja realizados por outros autores em diferentes localidades.

Os principais objetivos foram:
1- Caracterizar cromossomicamente espécies de peixes da regido de divisores
de aguas entre os ribeirdes do Feijao e do Pantano, Sado Carlos-SP, visando a
obtencao de informagdes para o estudo da evolugao cariotipica dos grupos de
peixes ali residentes.
2- Comparar os dados cromossOmicos obtidos com os ja disponiveis na

literatura e quando possivel entre as duas populacdes, procurando ampliar o
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conhecimento dos processos de diferenciacdo cromossOmica nas espécies de

peixes estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Locais de Coleta

O ribeirdo do Feijao esta inserido na regidao de Sao Carlos, oeste do
Estado de Sao Paulo e trata-se de umas das principais sub-bacias do alto do
Jacaré-Guacgu, sendo este a principal fonte de abastecimento de agua da
cidade. Nasce no alto da Serra do Cruzeiro, localizado na Area de Protecdo
Ambiental (APA) de Corumbatai. O ribeirdo do Feijao é tributario, afluente da
Bacia Hidrografica do Médio Tieté e escoa sobre a formagao Botucatu. O clima
€ do tipo Cwa (clima quente de inverno seco) com temperaturas médias de
23,0°C no verao e 18,0°C no inverno e possui extencdo aproximada de 133
Km (Figura 1).

O ribeirdo do Pantano nasce na regido de S&o Carlos, a cerca de 900m
de altitude. Atravessa os municipios de Sao Carlos e Descalvado, percorrendo
cerca de 45Km. Tem suas nascentes protegidas pela APA Estadual de
Corumbatai, foi incluido em toda a extensao contida no municipio, até
desembocar no Rio Mogi-Guacgu (Figura 1).

A APA atinge apenas a area rural, e como na area se localizam
industrias e mineradoras de areia de grande porte, apresentam graus de
alteragdo antropica que dificultam a implantacdo de programas de
conservagao ambiental. Os beneficios ambientais trazidos pela implantacdo da
APA devem atingir ndo somente a populagéo rural residente no seu territorio,
mas também a populagdo urbana. Isso se deve ndo somente a protecao de
recursos naturais que afetem a vida urbana, como a qualidade de agua, mas
por seus limites abrangerem os arredores da cidade, promovendo o uso

racional das areas passiveis de expansao urbana.
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DIVISOR
AGUAS

DE

Figura 1 — Bacias do ribeirdo do Feijado (em azul) e ribeirdo do Pantano (em

vermelho). Divisor de aguas (Serra do Cruzeiro) representado pela linha

pontilhada.
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3.2. As espécies estudadas

Para realizar os estudos propostos neste trabalho foram coletados
exemplares de 5 familias.

Characidae

Astyanax altiparanae

Astyanax fasciatus

Moenkhausia sanctafilomenae

Curimatidae

Cyphocarax modestus

Prochilodontidae

Prochilodus lineatus

Cichlidae

Geophagus brasiliensis

Cichlasoma facetum

Gymnotidae

Gymnotus carapo

Eigenmannia sp.;

Os espécimes coletados no ribeirdo do Feijdo foram: Astyanax
altiparanae; Astyanax fasciatus; Gymnotus carapo e Geophagus brasiliensis.

No ribeirdo do Pantano foram coletados os exemplares de: Astyanax
altiparanae; Cichlasoma facetum, Cyphocarax modestus, Eigenmannia sp.,
Geophagus brasiliensis, Gymnotus carapo, Moenkhausia sanctafilomenae e

Prochilodus lineatus.
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Figura 2: Espécies analisadas coletadas no ribeirdo do Feijao: a) Astyanax
altiparanae (7,5 cm); b) Astyanax fasciatus (9,5 cm); ¢) Gymnotus carapo (18

cm) d) Geophagus brasiliensis (13 cm).
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Figura 3: Espécies analisadas coletadas no ribeirdo do Pantano: a) Astyanax

altiparanae; b) Cichlasoma facetum (10,5 cm); ¢) Cyphocarax modestus (15,0
cm) d) Eigenmannia sp.(16,0 cm); e) Geophagus brasiliensis (11,5 cm); f)
Gymnotus carapo (20,0 cm); g) Moenkhausia sanctafilomenae (7,5 cm); h)

Prochilodus lineatus (13,0 cm).
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3.3. Metodologias

3.3.1. Inducao de metafase

Foi utilizada a técnica de inducdo do aumento na frequéncia mitética
nas ceélulas de defesa através da injecdo de suspenséo de levedura (LEE &
ELDER, 1980).
3.3.2. Preparagao de cromossomos mitéticos

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células do rim por meio da
técnica de preparagao direta (BERTOLLO et al., 1978):
Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na proporgdo de 1mL para cada
100g do animal.
1. Apo6s 30 min sacrificar o animal, retirar o rim e dissociar em solugao
hipoténica de KCI 0,075mol/L.
2. Incubar a suspensao celular por 20min em estufa a 37°C.
3. Pingar 6 gotas de fixador (metanol/acido acético-3:1) homogeneizar o
material e centrifugar a 900rpm/10min.
4. Descartar o sobrenadante e acrescentar 10mL de fixador,
homogeneizar e centrifugar a 900rpm/10min.
5. Repetir o passo 4 por mais duas vezes.
6. Apoés desprezar o sobrenadante da ultima centrifugagao, adicionar 200
a 1000uL de fixador homogeneizar e guardar o material a —20°C.
Alternativamente, utilizar a técnica de Gold et al. (1990):
1. Retirar o rim, colocar em solucdo de Hanks, dissociar e incubar por
25min com 4 gotas de colchicina 0,025%.
2. Centrifugar a 900rpm/10min, descartar o sobrenadante e acrescentar

10mL de solucao hipotdnica de KCI 0,075mol/L.
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3. Incubar por 20min, em seguida, fazer as fixagdes como no protocolo
anterior.

Para a analise cromossOmica, trés gotas de suspensao celular foram
pingadas sobre uma lamina de vidro e coradas com Giemsa 5% em tampao
fosfato (pH=6,8) por 7min.

Os cromossomos foram classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo
com a razao de bragcos (LEVAN et al., 1964) e arranjados em ordem
decrescente em cada grupo cromossdmico. Para a determinagdo do numero
fundamental (NF) (nimero de brago dos cromossomos) foram considerados
com dois bragos os cromossomos m, sm e st e com um unico braco os

Cromossomeos a.

3.3.3. Bandamento C
A identificacdo das regides de heterocromatina constitutiva seguiu a
metodologia descrita por Sumner (1972):
1. Mergulhar a lamina em HCI 0,2mol/L a 42°C por 15min.
2. Lavar a lamina em agua corrente e mergulhar em Ba(OH), 5% a 42°C

por 30s a 2min.

3. Em seguida mergulhar trés vezes em HCI 0,2mol/L.
4. Lavar a lamina e mergulhar em 2xSSC a 60°C por 30min.
5. Lavar a lamina, secar ao ar e corar com Giemsa 5% em tampao fosfato

(pH=6,8) por 5min.
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3.3.4. Deteccao das regioes organizadoras de nucléolo (Ag-RONs)

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

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

2. Lavar em agua corrente e secar ao ar.

3. Pingar na lamina 3 gotas de solu¢do aquosa de gelatina (2%) com acido
férmico (1%).

4. Pingar 6 gotas de AgNO3 (50%), cobrir com uma laminula e incubar na
estufa a 60°C.

5. Quando a lamina apresentar coloragdo castanha lavar em agua

corrente e secar ao ar.

3.3.5. Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

A localizacido dos sitios de rDNA 18S e 5S foi obtida pela hibridagao
fluorescente in situ (FISH), segundo Pinkel et al. (1986), com sondas de
Prochilodus argenteus (Pisces, Prochilodontidae), obtidas por Hatanaka e
Galetti Jr. (2004) e de Leporinus elongatus (Pisces, Anostomidae) por Martins

e Galetti Jr. (2001), respectivamente:

Marcacgao da sonda
1. As sondas foram marcadas com biotina através de “Nick Translation”
com o kit Bionick™ Labeling System, seguindo-se as recomendacdes do

fabricante (Invitrogen™).
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2. Desidratar a lamina em série alcodlica (etanol 70, 80 e 10° v/v) por 5
min cada. Incubar as laminas com RNAse (0,1ug/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 Iamina em série alcodlica (etanol 70, 80 e 100 v/v)

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

6. Simultaneamente, desnaturar a sonda em solugdo de hibridacéo
(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 solugao de hibridagdo em cada lamina e incubar em
camara umedecida com formamida 60% overnight.

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

9. Incubar as laminas em tampao 5% NFDM (No Fat Dry Milk 5%,
4xSSC).

10. Incubar as laminas com 90uL de FITC 2,5ng/uL em NFDM por 30 min.
11.  Lavar por 3x de 5 min cada em solugao de 4xSSC/0,5% Tween.

12.  Incubar as laminas com 90uL de anti-avidina 1% em NFDM por 30 min.
13. Lavar por 3x de 5 min cada em solugéo de 4xSSC/0,5% Tween.

14. Repetir o passo 10 e 11. Repetir o passo 12 e 13.

15. Repetir o passo 10 e 11.

16. Desidratar em série alcodlica (etanol 70, 80 e 100 v/v)

17. Montar a lamina com 25 uL de antifade e 0,01uL de DAPI (0,2uL/mL).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Capitulo I: Estudos citgenéticos comparativos ente espécies coletadas no
ribeirdo do Feijao e ribeirdo do Pantano

4.1. Astyanax altiparanae

4.1.1. Cariétipo de A. altiparanae

Foram coletados 17 exemplares de A. altiparanae, sendo 8
provenientes do ribeirdo do Feijdo (5 machos e 3 fémeas) (Tabela 1) e 9
provenientes do ribeirdo do Pantano (5 machos e 4 fémeas) (Tabela 2). Os
espécimens de ambas as populacdes apresentaram um numero dipléide de
2n=50 cromossomos para machos e fémeas. Os caridtipos ndo apresentram
diferencas de heteromorfismo sexual. A populagdo do ribeirdo do Feijao
demonstrou uma estrutura cariotipica constituida por 6 m, 30 sm; 8 ste 6 a, e
numero fundamental NF= 94 (Figura 4a). A populagéo do ribeirdo do Pantano
demonstrou um cariétipo formando por 6 m; 28 sm; 10 st e 6 a € numero
fundamental NF= 94 (Figura 5a).

A heterocromatina evidenciada pelo bandamento C foi localizada em
blocos heterocromaticos na regido centromérica e/ou pericentromérica da
quase totalidade dos pares cromossOmicos, nos pares 4 e 10 em regido
terminal, em em alguns pares na regido intersticial do brago londo, tanto na
populagao do ribeirdo do Feijao (Figura 4b) quanto na a populacéo do ribeirdo
do Pantano (Figura 5b).

As regides organizadoras do nucléolo, evidenciadas pelo nitrato de
Prata (Ag-RONs) foram localizadas na regiao telomérica do brago curto do par
cromossémico numero 4 submetacéntrico e em um dos homélogos de um par

de cromossomos submetacéntricos marcado na regido terminal do brago
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longo, sendo correspondente a uma regiao heterocromatica nesta regiao do
par 4, nos exemplares do ribeirdo do Feijao (Figura 4 box). Ja os exemplares
do ribeirdo do Pantano apresentaram RON na regido telomérica do brago curto
do par cromossdmico submetacéntrico numero 4, também coincidindo com
blocos de banda C (Figura 5 box).

A localizagdo dos sitios ribossomais 18S por FISH na amostra do
ribeirdo do Feijdao mostrou 1 par de cromossomos marcados na regiao
terminal do brago curto de cromossomos submetacéntricos de tamanho médio
e em um cromossomo submetacéntrico de pequeno tamanho na regiao
telomérica do brago longo, sendo as marcagdes correspondentes a NOR
(Figura 6a). Ja nos exemplares do ribeirdo do Pantano foi encontrado 1 par de
cromossomos submetacéntrico com sitios na regido telomérica do brago curto,
correspondente as regides marcadas pelas Ag-RON (Figura 7a).

O sitio ribossomal 5S foi localizado na regi&o intersticial do brago curto
de um par cromossdmico submetacéntrico, para os espécimes do ribeirdo

Feijao e do ribeirdo do Pantano (Figuras 6b e 7b).
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TABELA 1 — Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Astyanax altiparanae do ribeirdo do Feijao

dl\(l)"sepztiexxeos Numero dipldide To’tal de

46 47 48 49 50 Ceélulas
18252 O 1 2 1 2 6 12
18254 3 2 1 1 1 7 12
18257 & 3 1 3 4 16 27
18259 & 1 3 2 3 9 18
18260 & 1 4 4 2 13 24
18279 & 2 3 2 1 12 20
18281 © 3 1 1 3 15 23
18307 2 1 5 2 11 21
TOTAL 15 16 19 18 89 157

% 96% 102% 12,1% 115% 56,7%  100,0%

TABELA 2 — Numeros dipldides encontrados para fémeas e machos de

Astyanax altiparanae do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero Dipldide Total de

dos peixes 46 47 48 49 50 células
17491 & 1 2 1 2 8 14
17492 & 2 0 3 3 7 15
17497 & 2 1 1 4 12 20
18120 ¢ 1 2 1 3 15 22
18130 & 2 1 4 2 23 32
18143 ¢ 4 3 4 6 8 25
18144 © 3 1 5 3 15 27
18149 @ 2 1 2 3 13 21
18185 & 1 2 2 3 10 18
TOTAL 18 13 23 29 111 194

% 9,3% 6,7% 11,9% 149%  57,2% 100,0%
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Figura 4: Caridtipo de macho de Astyanax altiparanae do ribeirdo do Feijao

corado com Giemsa (a), Ag-RON (box) e (b) distribuicdo da heterocromatina

constitutiva pelo bandamento C.
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Figura 5: Cariétipo de fémea de Astyanax altiparanae do ribeirdo do Pantano
corado com Giemsa em (a), Ag-RON (box) e, (b) distribuicdo da

heterocromatina constitutiva pelo bandamento C.
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Figura 6: Cromossomos mitoticos de Astyanax altiparanae do ribeirdo do
Feijao. Em (a) hibridag&o fluorescente in situ evideciando pelas setas os sitios

ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.

Figura 7: Cromossomos mitoticos de Astyanax altiparanae do ribeirdo do

Pantano. Em (a) hibridacdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.2. Geophagus brasiliensis
4.2.1 Cariétipo de G. brasiliensis

Foram coletados 8 espécimens (3 machos e 5 fémeas) de Geophagus
brasiliensis provenientes do ribeirdo do Feijao (Tabela 3) e 10 exemplares (4
machos e 6 fémeas) provenientes do ribeirdo do Pantano (Tabela 4). As duas
populacdes apresentaram composicdo cromossémica composta por numero
dipléide de 2n = 48 cromossomos com auséncia de sistema de cromossomos
sexuais. As formulas cariotipicas foram semelhantes, compostas de 6 sm e 42
st/a e numero fundamental NF=54, para ambos os sexos, nos individuos do
ribeirdo do Feijao (Figura 8a) e do ribeirdo do Pantano (Figura 9a).

A heterocromatina constitutiva teve marcagdes préximas aos
centrbmeros na maioria dos pares cromossOmicos e algumas marcagdes
intersticiais, para ambas as populac¢des (Figuras 8b e 9b).

A localizagcdo das RONSs por nitrato de Prata demonstrou marcagdes na
regido telomérica do brago curto do cromossomo subtelo/acrocéntrico numero
6, na populacdo do ribeirdo do Feijao (Figura 8 box) e na do ribeirdo do
Pantano (Figura 9 box). A hibridagao in situ fluorescente com sonda de rDNA
18S apresentou marcagdes em um par cromossOmico subtelocéntrico na
regidao telomérica, correspondendo a marcagcdo obtida pela Ag-RON,
observados para o ribeirdo do Feijao (Figura 10a) e do ribeirdo do Pantano
(Figura 11a).

A hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S apresentou
sitios marcados na regido intersticial de um par cromossdmico acrocéntrico,
tanto para os individuos do ribeirdo Feijao (Figura 10b) quanto do ribeirdo do

Pantano (Figura 11b).
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TABELA 3 — Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Geophagus brasiliensis do ribeirdo do Feijao

N° e sexo Numero diploide Total de
dos peixes células
44 45 46 47 48

18220 ¢ 0 1 1 3 21 26
18222 & 1 1 1 1 23 27
18223 ¢ 1 1 4 0 22 28
18256 & 0 1 2 1 20 24
18261 @ 2 1 2 2 13 20
18268 ¢ 2 3 2 1 12 20
18270 ¢ 1 1 4 2 18 26
18282 @ 0 1 3 2 10 16
TOTAL 7 10 19 12 139 187
% 3,7% 5,3% 10,2% 6,4% 74,3%  100,0%

TABELA 4- Numeros dipldides encontrados para fémeas e machos de

Geophagus brasiliensis do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero diploide Total de
dos peixes células
44 45 46 47 48

18123 @ 3 1 4 2 12 22
18160 & 2 1 3 2 10 18
18443 & 1 0 3 2 14 20
18447 1 3 2 3 9 18
18485 & 1 1 4 2 6 14
18486 ¢ 0 2 2 1 8 13
18487 Q 3 1 4 1 15 24
18489 & 0 2 5 3 7 17
18490 2 1 5 2 12 22
TOTAL 13 12 32 18 93 168

% 7,7% 7,1% 19,0% 10,7%  55,4%  100,0%
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Figura 8: Caridtipo de fémea de Geophagus brasiliensis do ribeirdo do Feijao.
Em (a), coloragdo convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 9: Caridtipo de macho de Geophagus brasiliensis do ribeirdo do
Pantano. Em (a), coloragdo convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 10: Cromossomos mitoticos de Geophagus brasiliensis do ribeirdao do
Feijdo. Em (a) hibridag&o fluorescente in situ evideciando pelas setas os sitios

ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.

Figura 11: Cromossomos mitoticos de Geophagus brasiliensis do ribeirdao do
Pantano. Em (a) hibridagao fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 58S.
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4.3. Gymnotus carapo

4.3.1. Cariétipo de Gymnotus carapo

Os 4 exemplares coletados do ribeirdo do Feijao (2 machos e 2 fémeas)
(Tabela 5) e os 16 exemplares do ribeirdo do Pantano (9 machos e 7 fémeas)
(Tabela 6) apresentaram cariotipo composto por um numero diploide de 2n=54
cromossomos para machos e fémeas, sem heteromorfismo de cromossomos
sexuais. Apresentaram formula cariotipica composta por 44 m, 8 sme 2 st/a e
NF=106 em ambas as populagdes (Figuras 12a e 13a). A heterocromatina
constitutiva teve fortes marcagdes centroméricas na maioria dos cromossomos
dos exemplares analisados das duas localidades (Figuras 12b e 13b).

A localizagdo da RON por nitrato de Prata demonstrou marcacgao
préxima a regiao terminal no brago longo do par cromossémico metracéntrico
namero 1 (Figuras 12 e 13 box). Os sitios marcados por FISH com sonda de
rDNA 18S foram correspondentes a marcacao obtida pela Ag-RON, em ambas
as populagdes analisadas (Figuras 14a e 15a).

Os sitios de rDNA 5S foram localizados na maioria dos cromossomos
do complemento, em regiao intersticial dos cromossomos, sendo observados
tanto nos exemplares do ribeirdo Feijao (figura 14b), como em exemplares do

ribeirdo do Pantano (Figura 15b).

TABELA 5 — Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Gymnotus carapo do ribeirao do Feijao
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N° e sexo Numero dipléide Total de
dos peixes células
50 51 52 53 54

18221 & 0 1 3 3 11 18
18266 J 2 1 3 1 18 25
18267 ¢ 1 0 1 4 10 16
18288 ¢ 0 3 2 2 8 15
TOTAL 3 5 9 10 47 101
% 3,0% 5,0% 8,9% 9,9% 46,5%  100,0%

TABELA 6-— Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Gymnotus carapo do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero dipléide Total de
dos peixes células
50 51 52 53 54

17524 & 4 1 3 2 9 19
17525 & 2 0 2 3 12 19
17527 & 5 1 3 0 12 21
17537 ¢ 1 1 2 3 14 21
17539 & 1 0 0 2 17 20
17540 & 3 2 2 2 13 22
17560 J& 0 0 1 2 6 9
18456 ¢ 4 2 1 1 11 19
18457 ¢ 2 2 3 0 11 18
18458 ¢ 1 0 2 0 7 10
18459 4 3 1 2 1 15 22
18460 ¢ 3 2 2 0 10 17
18461 ¢ 0 0 3 1 10 14
18462 ¢ 2 2 0 0 8 12
18463 4 0 1 3 2 15 21
TOTAL 31 15 29 19 170 264
% 12% 6% 11% 7% 64% 100%
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Figura 12: Cariétipo de fémea de Gymnotus carapo do ribeirdo do Feijao. Em

(a), coloragao convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.

distribuicao
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Figura 13: Cariétipo de macho de Gymnotus carapo do ribeirdo do Pantano.
Em (a), coloracdo convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 14: Cromossomos mitéticos de Gymnotus carapo do ribeirdo do Feijao.
Em (a) hibridagdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os sitios

ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.

Figura 15: Cromossomos mitéticos de Gymnotus carapo do ribeirdo do
Pantano. Em (a) hibridagao fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 58S.
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DISCUSSAO

As espécies Astyanax altiparanae, Geophagus brasiliensis e Gymnotus
carapo, foram coletadas em ambas as localidades, sendo estas usadas como
ferramenta de comparacédo citogenética entre as diferentes populagoes,
procurando estabelecer possiveis relagbes evolutivas/biogeograficas entre as
mesmas.

Astyanax é um género bem distribuido no Sul da América (GERY,
1977), permitindo isolamento geografico, o que pode justificar a grande
diversidade do grupo (ARTONI et al., 2006). As populagbes de Astyanax
altiparanae aqui estudadas apresentaram mesmo numero dipldide. No entano,
as férmulas cariotipicas foram divergentes entre as duas localidades (ribeirdo
do Feijao e ribeirdo do Péantano). A composi¢céo entre as duas populagdes
também demonstrou um padrao diferente de distribuicdo de heterocromatina
constitutiva (Banda C). Uma grande semelhanca foi encontrada em individuos
analisados por Paganelli (1990) provenientes do rio Mogi-Guagu, com numero
dipléide de 50 cromossomos e auséncia de sistema de cromossomos sexuais.
Takashi (1995) sugeriram que possiveis variagdes estruturais se devem a
provaveis rearranjos cromossdmicos.

Contudo, em relagdo aos genes ribossébmicos as populagcbes de
Astyanax altiparanae demostraram padrbes caracteristicos distintos, onde
populacao do ribeirdo do Feijao apresentou Ag-NORs multiplas localizadas na
regido telomérica dos cromossomos, resultado semelhante a estudos
realizados por outros autores na espécie (JORGE & MOREIRA-FILHO, 2001;
PACHECO et al., 2001). Ja a populagdo do ribeirdo do Pantano apresentou

apenas um par marcado pela RON, também na regido telomérica. A familia
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Characidae apresenta de forma geral o padrdo de RONs multiplas,
caracterizando varias populag¢des de Astyanax (SOUZA & MOREIRA-FILHO,
1995; MAISTRO et al, 2000; ALVES & MARTINS-SANTOS, 2002). Diferengas
nas marcacgoes por nitrato de Prata encontradas por alguns autores podem ser
atribuidas ao fato de processos de regulacdo da atividade genética dos
cistrons ribossébmicos que podem estar inativos durante a intérfase
(MIYAZAWA & GALETTI JR., 1994; MIZOGUCHI & MARTINS-SANTOS, 1998;
FERRO et al., 2001; JORGE & MOREIRA-FILHO, 2001).

A analise dos sitios de rDNA 18S de Astyanax altiparanae permitiu
localizar esses sitios em concordancia com as Ag-RONs, em ambas as
populacdes, sendo encontradas quatro marcagcdes nos exemplares do ribeirao
do Feijdo e apenas duas nos espécimes do ribeirdo do Pantano. Outros
estudos realizados em A. altiparanae de distintas bacias hidrograficas
apresentaram mesmo numero dipléide, embora diferentes estruturas
cariotipicas tenham sido encontradas (TAKASHI et al., 1994; ALBERT &
FENOCCHIO, 1997; TORRES-MARIANO & MORELLI, 2000; PACHECO et al.,
2001;DOMINGUES et al., 2007).

As populacdes de Astyanax altiparanae analisadas apresentam uma
estrutura citogenética diferenciada em alguns aspectos entre os espécimes
das diferentes bacias analisadas. Porém, as poucas diferencas observadas na
distribuicdo da heterocromatina, formula cariotipica e numero de sitios rDNA
18S observadas podem ser explicadas pela separacdo dos ribeirbes
adjacentes e restricdo do fluxo génico existente entre as populagdes.
Espécimes provenientes do rio Tibagi analisados por Domingues et al. (2007)

demonstraram varios sitios de rDNA 18S marcados no cariétipo. Este dado,
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somado a divergéncia de férmulas cariotipicas entre as populagdes sugerem
uma intensa variacdo interpopulacional atribuida a estes caracteres.

Diferengas cariotipicas na morfologia cromossdémica, principalmente
referindo-se a cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos de Astyanax
altiparanae foram observadas em populagdes analisadas provenientes do alto
rio Tibagi e alto rio Iguagu, apresentando numero fundamental de 92 e 94
respectivamente. Eventos n&o-robertsonianos que promovem variagao
cariotipica como inversdes pericentroméricas sugerem uma possivel evolugao
cariotipica nestas espécies (DOMINGUES et al. 2007). Da mesma forma,
inversdes pericéntricas podem ter ocorrido entre os espécimes analisados do
ribeirdo do Feijao e do Péantano alterando as férmulas cariotipicas das duas
populacdes.

Os sitios de rDNA 5S nos exemplares de Astyanax altiparanae
apresentaram para ambas as populagdes dois sitios marcados na regido
pericentromérica de um par cromossdémico sm. Estudos feitos em deiferentes
espécies do género Astyanax apresentaram sitios de rDNA 5S conservados
em dois pares cromossdmicos, sendo um metacéntrico e um acrocéntrico,
marcados na regido proximal (FERRO et al., 2001, ALMEIDA-TOLEDO et al.,
2002, MANTOVANI et al., 2005), sugerindo uma possivel apomorfia para o
género.

Astyanax altiparanae trata-se de uma espécie conservada
cariotipicamente, quanto a numero cromossémico e localizagdo da
heterocromatina constitutiva. No entanto, variagdes na férmula cariotipica e no
numero de cromossomos portadores de rDNA 18S e 5S sugerem uma intensa

variacéo interpopulacional. Espécies de A. scabripinis e A. fasciatus séo
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proximas taxonomicamente de A. altiparanae, porém apresentam diferencas
significantes no numero cromossdmico e marcagbes de heterocromatina.
Equanto A. altiparanae demonstra possuir maior conservadorismo para estes
caracteres (DOMINGUES et al., 2007).

Estudos cariotipicos em Ciclideos tem demonstrado a manutencao do
numero dipldide na maioria das espécies, sendo o numero dipldide igual a 48
cromossomos, com muitos cromossomos subtelo/acrocétricos (THOMPSON,
1979; FELDBERG & BERTOLLO, 1985a; MARTINS et al. 1995). O numero
dipléide desta familia pode variar de 2n=32 cromossomos até 2n=60
cromossomos (FELDBERG et al., 2003). O numero dipléide considerado basal
dos Perciformes demonstra ser de 2n=48 cromossomos acrocéntricos
(GALETTI JR. et al. 2000).

Os espécimes de Geophagus brasiliensis coletados em ambos os rios
apresentaram numero dipléide e formula cariotipica semelhantes com 2n=48
cromossomos € NF=54. As populacdes de G. brasiliensis apresentaram
distribuicdo de heterocromatina localizada na regi&o intersticial de alguns pares
e centromérica de outros cromossomos acrocéntricos. Estudos comparativos
de Cichlideos demonstram mesmo padréo de heterocromatina, localizadas nas
regides pericentroméricas dos cromossomos (KORNFIELD et al, 1979;
OLIVEIRA & WRIGHT, 1998). Vicari et al. (2006b) demonstrou um padréo
peculiar de distribuicdo da heterocromatinaem G. brasiliensis do rio Jaguaiaiva
apresentando alguns pares blocos heterocromaticos conspicuos e instersticiais.
A populagdo de G. brasiliensis do ribeirdo do Pantano também apresentou

alguns cromossomos com blocos intersticiais conspicuos de heterocromatina,
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diferente da populacéo do ribeirdo do Feijdo que apresentou apenas marcas
centroméricas, comuns a espécie.

As marcagdes pelo ion nitrato de Prata evidenciaram apenas um par
cromossOmico marcado nas duas populacdes de G. brasiliensis. A familia
Cichlidae possui a caracteristica de RONs simples localizadas cromossomos
acrocéntricos em regides terminais do brago curto (BRUM et al., 1998;
FELDBERG et al., 2003; VICARI et al., 2006b).

Vicari et al. (2006b) analisaram por hibridacao in situ fluorescente trés
diferentes populacdes de G. brasiliensis quanto ao numero e localizagado dos
sitios de rDNA 18S e 5S. Verificaram que os cromossomos portadores dos
sitios ribossomais 18S eram homdlogos entre as espécies e/ou populagoes,
sempre localizados no braco curto de um par cromossémico st/a. Ainda, os
sitios ribossomais entre os diferentes exemplares poderiam apresentar um
polimorfismo de tamanho. Os resultados encontrados para o rDNA 18S das
populagdes do ribeirdo do Feijdo e do Pantano também s&do homédlogos aos
encontrados por Vicari et al. (2006b). Em relagdo aos sitios ribossomais 5S as
populacdes de G. brasiliensis apresentaram um par de cromossomos st com
sitios intersticiais do brago longo. Esses resultados corroboram aos
encontrados por Vicari et al. (op. cit.) na mesma espécie de ouras populagdes.

Os resultados encontrados neste estudo para G. brasiliensis corroboram
a hipotese de conservadorismo cromossémico para estas espécies, onde o
numero dipldide 2n=48, um par st portador de RON e um par portador de rDNA
5S parecem ser caracteristicas plesiomorficas para o grupo.

Os espécimes analisados de Gymnotus carapo apresentaram numero

dipldide 2n = 54 cromossomos em ambas as populagdes (ribeirdo do Feijao e
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do Pantano). Resultados apresentados por Almeida-Toledo & Fernandes
Matioli (2001) demonstraram o mesmo numero cromossémico para Gymnotus
carapo, e distintos numeros dipléides para outras espécies de Gymnotus, os
quais podem variar de 2n=40 em G. sylvius a 2n=52 para G. inaequilabiatus e
G. pantherinus. Dados de outros estudos demonstram que em Gymnotiformes,
a evolugao cariotipica é mais divergente do que conservativa (SILVA &
MARGARIDO, 2005). A redugdo do numero cromossdmico existente entre as
espécies pode ser vista como uma tendéncia evolutiva no grupo, com G.
carapo apresentando 2n=54 cromossomos parecendo ser Dbasal
(FERNANDES-MATIOLI et al., 1998). Essa possivel redugdo do umero dipléide
em Gymnotidae pode ser explicada por eventos cromossdmicos de fuséo.

Fernandes et al. (2005) analisaram uma nova espécie de Gymnotus,
denominada G. pantanal, a qual apresentou numero cromossémico de 40
cromossomos e formula cariotipica diferente das espécies comparadas (G.
carapo, G. sylvius, G. pantherinus, G. inaequilabiatus). Ainda, visualizaram
nestas espécies uma terceira NOR ativa presente em um dos homodlogos do
par meta/submetacéntrico grande em regiao terminal do bracgo longo. Todas as
demais espécies demonstraram apenas um par cromossdmico marcado na
regido organizadora de nucléolo, semelhante aos resultados encontrados nas
espécies de G. carapo do presente trabalho. Os resultados de bandamento C
encontrados corroboram com os dados obtidos nas quatro espécies analisadas
por Fernandes-Matiolo et al. (1998) em quatro espécies de Gymnotidae.

A distribuicdo da heterocromatina € encontrada em espécies de
Gymnotiformes distribuida em pequenos blocos localizados em regides

pericentroméricas para todos os cromossomos do complemento em
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Brachyhypoponus pinnicaudatus (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000), bem como
em Eigenmannia virensis (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002). Este padrao de
distribuicdo € semelhante aos resultados obtidos neste trabalho em Gymnotus
carapo, podendo ser uma caracteristica comum do grupo.

A hibridacéao in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S em G. carapo
das populagbes ribeirdo Feijdo e do Pantano apresentaram marcagdes
intersticiais no brago longo do par cromossdémico numero 1. Os sitios marcados
com sonda de rDNA 5S foram encontrados em grande parte dos cromossomos
na regiao pericentromérica, igualmente nas duas populagdes. A ocorréncia de
multiplos sitios de rDNA 5S em G. carapo sédo possivelmente decorrentes de
uma familia de DNA repetitivo que evoluiu a partir de pseudogenes derivados

do rDNA 5S, como ja decrito na familia Erythrinidae (FERREIRA et al., 2007).
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Capitulo II: Estudos citogenéticos inerentes a apenas uma das duas
localidades estudadas, ribeirdo do Feijao e ribeirdo do Pantano.
4.4. Astyanax fasciatus
4.4.1. Cariétipo de A. fasciatus

As amostras de 16 exemplares (11 machos e 5 fémeas) de Astyanax
fasciatus provenientes do ribeirdo do Feijao apresentaram uma estrutura
cariotipica constituida por 2n=46 cromossomos para ambos os sexos (Tabela
7). Os cariétipos sdo homomorficos, sem a presenga de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados, sendo 28 cromossomos m/sm; 18 st/a e um
numero fundamental NF=74 (Figura 16a). A heterocromatina constitutiva esta
distribuida em blocos conspicuos na regido centromérica e telomérica do
braco longo de alguns pares cromossdmicos meta, submeta e acrocétricos
(Figura 16b).

A analise por nitrato de Prata demonstrou marcagdes na regido terminal
do brago curto do par cromossémico submetacéntrico numero 3 (Figura 16
box). Os sitios de rDNA 18S apresentaram marcagdes na regido terminal do
braco curto de um par de cromossomos submetacéntrico, correspondentes a
Ag-RON, e em dois cromossomos ndo homélogos, sendo um submetacéntrico
de pequeno tamanho marcado na regidao terminal do brago longo e outro
submetacéntrico de tamanho grande marcado na regido termial do brago curto
(Figura 17a).

A hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S apresentou
sitios marcados em dois pares cromossémicos submetacéntricos na regiao

sub-terminal do bracgo curto (Figura 17b).
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TABELA 7 — Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Astyanax fasciatus do ribeirao do Feijao

N° e sexo Numero dipléide Total de
dos peixes células
43 44 45 46

18228 4 1 2 7 12 22
18230 & 2 4 3 7 16
18232 & 4 7 1 16 28
18233 ¢ 4 2 5 13 24
18251 @ 2 2 2 6 12
18253 4 4 3 6 8 21
18255 & 3 2 4 5 14
18258 @ 2 4 3 12 21
18262 4 1 3 3 10 17
18269 ¢ 4 7 1 15 27
18271 & 1 5 5 7 18
18274 & 4 2 3 9 18
18278 4 1 3 2 5 11
18280 & 2 2 4 8 16
18306 J& 3 2 5 9 19
18308 ¢ 4 3 2 12 21
TOTAL 42 53 56 154 305
% 13,8% 17,4% 18,4% 50,5% 100,0%
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Figura 16: Caridtipo de macho de Astyanax fasciatus do ribeirdo do Feijao

corado com Giemsa (a), RON (box) e, em (b) distribuicdo da heterocromatina

constitutiva evidenciada pelo bandamento C (b).

50



Figura 17: Cromossomos mitéticos de Astyanax fasciatus do ribeirdo do Feijao.

Em (a) hibridacdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os sitios

ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.5. Cichlasoma facetum
4.5.1. Cariétipo de C. facetum

Os espécimens de Cichlasoma facetum (1 macho e 1 fémea) do ribeirdo
do Pantano apresentaram um cariotipo constituido por 2n=48 cromossomos
(tabela 8), tanto no macho quanto na fémea, sendo homomorficos, isto €, nao
apresentaram diferenciacado sexual, e um cariétipo constituido por 10 sm e 38
st/a, com NF=58 (Figura 18a).

O bandamento C apresentou marcagdes evidentes localizadas na regiao
centromérica de praticamente todos os cromossomos do complemento (Figura
18b).

As regides organizadoras de nucléolo evidenciadas pelo nitrato de Prata
e pela hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S, foram
localizadas na regido telomérica do brago curto de um par cromossémico st/a
(Figuras 18 (box) e 19a). O sitio de rDNA 5S foi localizado na regi&o intersticial

do brago longo de um cromossomo subtelo/acrocéntrico (Figura 19b).

TABELA 8 — Numeros dipldides encontrados para fémeas e machos de

Cichlasoma facetum do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero diploide Total de
dos peixes células
44 45 46 47 48
17521 @ 1 3 2 3 17 26
17522 4 4 2 3 1 24 34
TOTAL 5 5 5 4 41 60
% 8,3% 8,3% 8,3% 6,7% 68,3%  100,0%
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Figura 18: Cariétipo de macho de Cichlasoma facetum do ribeirdo do Pantano
corado com Giemsa em (a), Ag-RON (box) e, em (b) distribuicdo da

heterocromatina constitutiva pelo bandamento C.
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Figura 19: Cromossomos mitéticos de Cichlasoma facetum do ribeirdo do

Pantano. Em (a) hibridagéo fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.6. Cyphocharax modestus
4.6.1. Cariétipo de C. modestus

Foram coletados 8 exemplares de Cyphocharax modestus do ribeirdo
do Pantano, sendo 3 machos e 5 fémeas (Tabela 9). Os espécimens
analisados apresentaram 2n=54 cromossomos com constituicao cariotipica de
34 m e 20 sm, para ambos o0s sexos, com numero fundamental NF=108
(Figura 20a). O padrdao de heterocromatina constitutiva teve marcagoes
centroméricas evidentes na maioria dos cromossomos e teloméricas em
alguns cromossomos. N&o foi obervado nenhum heteromorfismo
cromossoémico relacionado ao sexo (Figura 20b).

As Ag-RONs foram localizadas na regido telomérica do brago longo de
um par cromossdmico metacéntrico (Figura 20 box). A hibridacéo in situ
fluorescente com sonda de rDNA 18S apresentou um par cromossOmico
metacéntrico marcado na regido telomérica do brago longo e foi
correspondente a marcacgéo obtida pela Ag-RON (Figura 21a).

A hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S apresentou
marcagdes localizadas na regiao pericentromérica de um par cromossémico

metacéntrico (Figura 21b).
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TABELA 9 — Numeros dipléides encontrados para fémeas e machos de

Cyphocharax modestus do ribeirdo do Pantano

N°® e sexo NUmero dipldide Total de
dos peixes células
50 51 52 53 54

18122 9 4 2 3 2 7 18
18132 & 2 1 4 1 9 17
18133 @ 3 1 3 4 12 23
18433 & 1 0 2 3 13 19
18440 & 4 0 5 1 11 21
18448 2 1 3 1 8 15
18449 @ 2 1 1 3 5 12
18475 & 2 1 5 2 14 24
TOTAL 20 7 26 17 79 149

% 13,4% 4,7% 17,4% 11,4%  53,0% 100,0%
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Figura 20: Cariétipo de macho de Cyphocharax modestus do ribeirdao do

Pantano corado com Giemsa (a); Ag-RON (box) e, em (b) distribuicdo da

heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 21: Cromossomos mitoticos de Cyphocharax modestus do ribeirdo do

Pantano. Em (a) hibridacdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.7. Eigenmannia sp.
4.7.1. Cariétipo de Eigenmannia sp.

Os 8 exemplares analisados de Eigenmannia sp. (2 machos e 6
fémeas) coletados no ribeirdo do Pantano apresenteram cariétipo composto
por um numero dipléide de 2n=28 cromossomos para ambos os sexos (Tabela
10) com constituicao cariotipica de 14 m e 14 a e numero fundamental NF=42
(Figura 22a). Nao foi obervado nenhum heteromorfismo cromossémico
relacionado ao sexo. No par cromossémico numero 8 foi identificada uma
regido de constricdo secundaria com heteromorfismo de tamanho. O padrao
de heterocromatina constitutiva teve fortes marcagdes centroméricas evidentes
na maioria dos cromossomos e algumas marcagdes teloméricas nos pares 2,
3, 4 e 5 metacéntricos (Figura 22b).

O sitio de RON foi localizado o padrao de NOR na regido terminal do
cromossomo metacéntrico numero 3, pela impregnacao por Prata (Figura 22
box) e pela hibridagdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S (Figura
23a). A hibridagéo in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S apresentou
marcagdes localizadas na regido terminal de um par metacéntrico grande e

dois pares acrocéntricos pequenos (figura 23b).
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TABELA 10 — Numeros dipldides encontrados para fémeas e machos de

Eingenmannia sp. do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero dipléide Totalde
dos peixes células
25 26 27 28

17523 @ 1 4 6 20 31
17526 & 2 2 3 21 28
18427 @ 0 2 5 17 24
18428 & 3 2 5 8 18
18429 ¢ 1 1 3 16 21
18430 ¢ 3 2 4 22 31
18431 @ 2 1 1 15 19
18432 ¢ 1 5 4 15 25
TOTAL 13 19 31 134 197

% 6,6% 9,6% 15,7% 68,0% 100,0%
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Figura 22: Cariétipo de fémea de Eigenmannia sp. do ribeirdo do Pantano. Em
(a), coloragao convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b) distribuicao

da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 23: Cromossomos mitdticos de Eigenmannia sp. do ribeirdo do

Pantano. Em (a) hibridagdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.8. Moenkhausia sanctafilomenae
4.8.1. Cariétipo de M. sanctafilomenae

Os espécimens analisados de Moenkhausia sanctafilomenae (3 machos
e 5 fémeas) provenientes do ribeirdo do Péantano apresentaram 2n=50
cromossomos (Tabela 11). A féormula cariotipica esta organizada em 12 m, 36
sm e 2 st e NF=100 (Figura 24). Durante a analise das metafases, observou-
se que 90% dos exemplares eram portadores de cromossomos B
apresentando uma variacdo intra/interindividual de 0 a 3 cromossomos B
(figura 24a), para ambos os sexos. A localizacdo da heterocromatina
constitutiva pelo bandamento C mostrou fortes marcacgdes intersticiais no
bragco longo na maioria dos pares cromossdémicos (Figura 24b). Os micro-
Cromossomos supranumerarios ou Bs possuem menor tamanho e séao
totalmente heterocromaticos (Figura 24b).

A localizagdo das RONSs pelo nitrato de Prata evidenciou sitios em um
par de cromossomos sm grande no bracgo longo, no brago curto de um par
cromossOmico sm de tamanho grande e um sm de tamanho pequeno no bracgo
curto (Figura 24 box).

A hibridagao in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S obteve sitios
terminais marcados no brago curto de um par cromossémico sm de tamanho
médio, sendo correspondente a uma das marcagdes obtidas pela Ag-RON,
sendo o par sm de tamanho pequeno no brago curto (Figura 25a). Os demais
pares marcados correspondem a regides de heterocromatina com afinidade
pelo nitrato de Prata. Ja a hibridacao in situ fluorescente in com sonda rDNA
5S apresentou marcagdes localizadas na regido pericentromérica do braco

menor do par cromossdmico metacéntrico numero 1 (Figura 25b).
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TABELA 11— Numeros diploides encontrados para fémeas e machos de

Moenkhausia sanctafilomenae do ribeirdao do Pantano

N° e sexo NUumero dipléide Total de

dos peixes células
46 47 48 49 50 B

17494 © 4 0 5 4 5 0 18
17504 © 4 1 4 3 10 0-3 22
17505 € 1 2 2 3 10 0-3 18
17508 & 3 0 2 5 15 0-2 25
17509 & 2 1 3 2 12 0-3 20
17510 & 4 1 5 5 8 0-3 23
17511 @ 0 2 1 1 8 0 12
17512 © 1 2 2 1 13 0-3 19
TOTAL 19 9 24 73 131 157

% 12% 6% 15% 46% 83% 100%
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Figura 24: Cariétipo de fémea de Moenkhausia sanctafilomenae do ribeirdo do
Pantano. Em (a), coloragao convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 25: Cromossomos mitéticos de Moenkhausia sanctafilomenae do

ribeirdo do Pantano. Em (a) hibridagao fluorescente in situ evideciando pelas

setas os sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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4.9. Prochilodus lineatus
4.9.1. Cariétipo de P. lineatus
Foram coletados no ribeirdo do Pantano 1 macho e 1 fémea de

Prochilodus lineatus. Ambos apresentaram 2n=54 cromossomos (tabela 12) e
constituicdo cariotipica de 30 cromossomos m e 24 sm em ambos 0S Sexos,
com numero fundamental NF=108 (Figura 26a). Durante a analise das
metafases, observou-se que todos exemplares eram portadores de
cromossomos B apresentando uma variagao intra/interindividual de 0-3
cromossomos B. A heterocromatina constitutiva foi localizada em regido
centromérica na maioria dos cromossomos, sendo os cromossomos B
totalmente heterocromaticos (Figura 26b).

As Ag-RONs foram localizadas na regiao intersticial do braco curto de
um par cromossdmico metacéntrico (Figura 26 box). A hibridacdo in situ
fluorescente com sonda de rDNA 18S obteve marcas intersticiais no braco
curto de um cromossomos sm e foi correspondente a marcacao obtida pela
Ag-RON (Figura 27a). A hibridagao in situ fluorescente com sonda de rDNA 5S
apresentou marcacgdes localizadas na regiao telomérica do brago curto de um

par sm (Figura 27b).

TABELA 12— Numeros dipldides encontrados para fémeas e machos de

Prochilodus lineatus do ribeirdo do Pantano

N° e sexo Numero dipléide Total de
dos peixes células
50 51 52 53 54 B
18125 & 4 1 6 2 11 0-3 24
18148 ¢ 3 3 2 5 9 0-3 22
TOTAL 7 4 8 7 20 46
% 152% 8,7% 17,4% 15,2%  43,5% 100,0%
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Figura 26: Cariotipo de fémea de Prochilodus lineatus do ribeirdo do Pantano.
Em (a), coloragdo convencional por Giemsa, Ag-RON (box) e, em (b)

distribuicdo da heterocromatina constitutiva evidenciada pelo bandamento C.
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Figura 27: Cromossomos mitéticos de Prochilodus lineatus do ribeirdo do

Pantano. Em (a) hibridacdo fluorescente in situ evideciando pelas setas os

sitios ribossomais 18S e, em (b) os sitios ribossomais 5S.
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DISCUSSAO

A bacia do rio Pardo, a qual integra o rio Mogi-Guagu, possui cerca de
100 espécies de peixes (CASTRO & CASATTI, 1997). Os ribeirdes do Feijao,
afluente do rio Jacaré-Guacu, bacia do Médio Tieté, e do Pantano, afluente do
rio Mogi-Guagu, bacia do Alto rio Parana, serviram como objeto de estudo no
presente trabalho, onde foram feitos estudos citogenéticos de exemplares das
familias Characidae, Cichlidae, Curimatidae, Gymnotidae e Prochilodontidae,
pertecentes a ordem dos Characiformes, Gymnotiformes e Perciformes.

Estudos citogenéticos em peixes tém demonstrado que populagdes que
foram isoladas geograficamente sdo mais propicias a sofrerem fixacdo de
alteragdes cromossémicas.

A espécie Astyanax fasciatus foi coletada somente no ribeirdo do
Feijao. Ja no ribeirdo do Pantano, conseguiu-se um numero maior de espécies
coletadas somente neste local, sendo elas Cichlasoma facetum, Cyphocarax
modestus, Eigenmannia sp., Moenkhausia sanctafilomenae e Prochilodus
lineatus.

O numero diploide encontrado em Astyanax fasciatus pode variar de
2n=50 cromossomos a 2n=46 cromossomos (Justi, 1993). Os espécimes de
Astyanax fasciatus provenientes do ribeirdo do Feijao apresentaram numero
dipléide de 2n = 46 cromossomos. Este numero dipldide é o mesmo
encontrado nesta espécie de algumas populagdes.

Artoni et al. (2006) encontraram trés diferentes citétipos em A. fasciatus

da regido do rio Tibagi, PR. Estes citotipos apresentaram diferengas
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consistentes em relacdo ao numero dipléide ou em relagao a distribuicido do
bandamento C.

A presenga de grandes blocos de heterocromatina constitutiva
localizadas em regides terminais de cromossomos subtelo/acrocéntricos esta
de acordo ao encontrado para outras populacdes da espécie, e foi encontrada
semelhante no presente estudo (CENTOFANTE et al., 2003, ARTONI et al.,
2006; PAZZA et al., 2006,). Artoni et al. (2006) encontraram um citétipo de A.
fasciatus diferenciado por apresentar heterocromatinas proximais na grande
maioria dos cromossomos do complemento, além da auséncia dos blocos de
heterocromatina terminais em cromossomos subtelo/acrocéntricos. As
marcagdes por nitrato de Prata (Ag-RONs) foram encontradas em um par
cromossémico submetacéntrico na regido telomérica. Este par cromossémico
marcado pelo nitrato de Prata parece ser conservado nas diferentes
populagdes de A. fasciatus ja analisadas (JUSTI, 1993; CENTOFANTE et al.,
2003; ARTONI et al., 2006; PAZZA et al., 2006). No entanto, além deste par
submetacéntrico portador de sitios de RONs, a presenca de RONs multiplas
também ja tem sido ralatada para populag¢des de A. fasciatus (ARTONI et al.,
2006; PAZZA et al., 2006).. A ocorréncia de multiplas RONs com sitios
conspicuos principais e sempre ativos e sitios secundarios com atividade
variavel demonstra ser comum em Astyanax (MOREIRA-FILHO & BERTOLLO
1991; ROCON-STANGE & ALMEIDA-TOLEDO, 1993; MIZOGUCHI &
MARTINS-SANTOS, 1998; MANTOVANI et al., 2000; FERRO et al., 2001;
KAVALCO & MOREIRA-FILHO, 2003).

A hibridacéo in situ de rDNA 18S de A. fasciatus foi encontrada em dois

pares cromossémicos submetacéntricos na regido telomérica, sendo um deles
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correspondente a marcagdao da RON, que foi encontrada em um par
cromossémico sm na mesma regido. Estudos feitos em duas populagdes de A.
fasciatus por Pazza et al. (2006) apresentaram resultado semelhante,
demonstrando um par cromossémico com grandes marcas em sitios
correspondente a RON e pequenas marcas detectadas na regido telomérica
do brago longo de cromossomos subtelocéntricos e/ou acrocéntricos, também
coincidentes a RON.

Os sitios de rDNA 58S foram encontrados em dois pares cromossémicos
submetacéntricos, marcados na regido pericentromérica, corroborando com os
dados obtidos por Pazza et al. (2006) em duas populagdes de A. fasciatus,
mostrando-se bem conservados na espécie. A ocorréncia de dois pares com
sitios rDNA 5S marcados é predominante em alguns grupos de peixes
Neotropicais, por exemplo na familia Anostomidae (MARTINS & GALETTI,
1999, 2000, 2001) e em Astyanax (FERRO et al., 2001; ALMEIDA-TOLEDO et
al, 2002; VICARI et al., 2008a).

Para a populacdo de Cichlasoma facetum do ribeirdo do Pantano foi
encontrado numero dipléide de 2n=48 cromossomos, bem como para as duas
populagdes de Geophagus brasiliensis provenientes do ribeirdo do Feijao e
ribeirdo do Pantano também estudas no presente trabalho, demonstrando ser
uma condicdo pleisiomorfica destas espécies, corroborando com estudos
realizados (FELDBERG & BERTOLLO, 1985a; BRUM et al., 1998; FELDBERG
et al., 2003; VICARI et al., 2006b).

A populagdo de Cichlasoma facetum apresentou mesmo numero
dipldide que Geophagus brasiliensis de 2n=48 cromossomos, porém com

NF=58. A distribuicdo de heterocromatina encontrada na populacdo de C.
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facetum apresentou marcas centroméricas em praticamente todos os
cromossomos do complemento. Estudos comparativos de Cichlideos
demonstram mesmo padrdo de heterocromatina, localizadas nas regides
pericentroméricas dos cromossomos (KORNFIELD et al., 1979; OLIVEIRA &
WRIGHT, 1998). Vicari et al. (2006) demonstrou um padrdo peculiar de
distribuicdo da heterocromatinaem Cichlasoma facetum do rio Jaguaiaiva
apresentando alguns pares blocos heterocromaticos conspicuos e instersticiais.

As marcagdes pelo ion nitrato de Prata evidenciaram apenas um par
cromossOmico marcado na populacdo de C. facetum analisada. A familia
Cichlidae possui a caracteristica de RONs simples localizadas cromossomos
acrocéntricos em regides terminais do brago curto (BRUM et al., 1998;
FELDBERG et al., 2003; VICARI et al., 2006b).

Vicari et al. (2006b) analisaram por hibridagéo in situ fluorescente uma
de C. facetum quanto ao numero e localizagao dos sitios de rDNA 18S e 5S.
Verificaram que os cromossomos portadores dos sitios ribossomais 18S eram
homologos entre as espécies e/ou populagdes, sempre localizados no brago
curto de um par cromossOmico st/a. Ainda, os sitios ribossomais entre os
diferentes exemplares poderiam apresentar um polimorfismo de tamanho. Os
resultados encontrados para o rDNA 18S das populagdes do ribeirdo do
Pantano também s&o homologos aos encontrados por Vicari et al. (2006b). Em
relagao ao sitios ribossomal 5S as populagdes de C. facetum apresentaram um
par de cromossomos st com sitios intersticiais do brago longo. Esse resultado
corrobora aos encontrados por Vicari et al. (op. cit.) nas mesmas espécies de

ouras populagoes.

73



Os resultados encontrados neste estudo para C. facetum corroboram a
hipétese de conservadorismo cromossdmico para estas espécies, onde o
numero dipldide 2n=48, um par st portador de RON e um par portador de rDNA
5S parecem ser caracteristicas plesiomorficas para o grupo.

Membros da familia Curimatidae sao reconhecidos por apresentar uma
forte identidade cariotipica. S&o encontrados em muitos ecossistemas de
regides Neotropicais (VARI, 1989). Por consequéncia, pequenas populagdes
isoladas poderiam ser fixadas em locais de mudanga ambiental, onde
populagdes diferenciadas genética e morfologicamente poderiam surgir por
especiacao alopatrica (VARI, 1989)

De acordo com analises filogenéticas propostas por Vari (1983), as
familias Prochilodontidae, Curimatidae, Anostomidae e Chilodontidae séao
consideradas como grupos monofiléticos. Muitas espécies analisadas destas
familias demonstraram cari6tipo composto por 2n = 54 cromossomos € numero
fundamental de NF = 108 (BERTOLLO et al., 1980; GALETTI JR. et al., 1984;
VERENE & GALETTI JR., 1989).

O numero dipléide de 2n = 54 cromossomos meta/submetacéntricos
encontrado para Cyphocharax modestus sugere uma espécie de Curimatidae
muito conservada cariotipicamente. Venere e Galetti (1989) estudaram outras
10 espécies de Curimatidae e detectaram a manutencao de cariétipo composto
por 2n = 54 cromossomos meta/submetacéntricos, sugerindo baixa taxa de
diversificagdo na estrutura cromossdémica deste grupo. Estudos em C. platanus
demostram criétipo constituido por 2n = 58 cromossomos. Nesse caso, a
hipétese mais aceita € de que C platanus é derivado de um ancestral com 2n =

54 cromossomos, sendo originado por fissbes céntricas (VENERE, 1991).
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A localizagdo das regides de heterocromatina de Cyphocharax
modestus na regido pericentromérica em quase todos os cromosssomos é
similar aos dados encontrados em muitas espécies de Curimatidae (VENERE &
GALETTI, 1989; FELDBERG et al., 1992; OLIVEIRA & FORESTI, 1993). Estes
dados sugerem que o grupo possui evolugao cariotipica muito conservada em
termos de macroestrutura cariotipica (CARVALHO et al., 2001).

Os espécimes Cyphocharax modestus demonstraram padrédo de
marcagao de regidao organizadora de nucléolo (RON) com marcas teloméricas
em um par cromossémico. Feldberg et al. (1992) estudando 9 espécies de
Curimatidae demonstraram o mesmo padrdo de RONs simples, porém estes
sitios estariam em diferentes posigdes no cari6tipo, sugerindo rearranjos
cromossOmicos na diversificacdo destes sitios nos cromossomos. Venere e
Galetti Jr, (1989) ja descreveram uma possivel conservacdo do numero
dipléide e férmula cariotipica para Curimatidae. No entanto, a localizagcdo dos
sitios de RONSs variaveis entre diferentes espécies ja eram considerados
caracteres citotaxonémicos fortes para a familia (VENERE & GALETTI JR.,
1989).

A hibridacdo in situ fluorescente de sonda rDNA 5S apresentou
marcagdes na regido pericentromérica de um par cromossOmico, mesmo
padrao obtido em estudos feitos por Santos et al. (2006) em C. modestus e S.
insculpta, demonstrando ser um carater conservado entre estas espécies.

O género Eigenmannia apresenta diferengas cariotipicas entre espécies
e algumas populagdes, diferindo em numero e formula cromossémica, podendo
ser identificadas por meio de marcadores moleculares (ALMEIDA-TOLEDO et

al, 2002). Foram analisadas trés populacdes de E. virescens por Almeida-
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Toledo et al. (2002) onde todas apresentaram mesmo numero cromossémico
com 2n = 38 cromossomos, no entanto, com féormulas cariotipicas divergentes.

A populagédo Eigenmannia sp. analisada no presente trabalho
demonstrou estrutura cariotipica de 2n = 28 cromossomos e numero
fundamental igual a 42, sem a presenga de dimorfismo sexual. Algumas
espécies de Eigenmannia demonstram a presenga de cromossomos sexuais,
ao lado de outras sem cromossomos sexuais diferenciados (ALMEIDA-
TOLEDO et al., 2000).

Em Eigenmannia sp. provenientes do rio Mogi-Guacu foi determinado
um numero dipldide de 2n=28 cromossomos, sendo 14 metacéntricos e 14
submetacéntricos (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1996), semelhante ao encontrado
no presente trabalho. A heterocromatina foi localizada nas regides
pericentromeéricas da maioria dos cromossomos e teloméricas em alguns
cromossomos metacéntricos, semelhante ao padrdo encontrado nas
populacdes dos rios de Emas e Araras analisadas por Almeida-Toledo et al.
(1996).

As RONs de Eigenmannia sp. do ribeirdo do Pantano foram localizadas
nas regides terminais do bragco longo do par cromossémico metacéntrico
numero 3. Na populagdo analisada por Almeida-Toledo et al. (1996) do rio de
Emas, as RONs foram localizadas no par cromossdmico acrocéntrico numero
10, sendo que alguns individuos apresentaram heteromorfismo de tamanho
destes sitios. Também foram localizados sitios de RONs extras, localizados na
regidao proximal em um dos homdlogos do par cromossémico numero 11 e na
posi¢cao terminal do brago curto de um dos homodlogos do par 3. A populagao

proveniente do rio Araras apresentou RONs localizadas na regido terminal do
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par 3 metacéntrico (ALMEIDA-TOLEDO et al. 1996), semelhante ao encontrado
no presente trabalho.

A hibridacao in situ fluorescente com sonda rDNA 18S mostrou nos
exemplares de Eigenmannia sp. apenas o par cromossémico numero 3
marcado em posigao terminal do braco longo. Este resultado somado as
diferencas encontradas por Almeida-Toledo et al. (1996) sugerem a ocorréncia
de dois diferentes fendtipos fixados, indicando a nao-existéncia de genes rDNA
inativos. A FISH com sonda rDNA 5S apresentou marcacbes em trés pares
cromossdmicos, sendo dois metacéntricos e um acrocéntrico.

Em Moenkhausia sanctafilomenae da populacdo do Ribeirdao do Pantano
foi encontrado um numero dipléide de 2n=50 cromossomos e uma variagao
intra/interindividual de 0-3 microcromossomos Bs. O numero dipléide de 2n=50,
mais a ocorréncia de microcromossomos Bs é uma situagcdo comum
encontrada em Moenkhausia sanctafilomenae (FORESTI et al., 1989;
PORTELA-CASTRO et al. 2001, DANTAS et al., 2007). Porém, os espécimes
analisados por Portela-Castro et al. (2001) provenientes do rio Parana
apresentaram 0-2 Bs presentes somente nos machos. Ja o0s espécimes
analisados por Foresti et al., (1989) provenientes do rio Tieté apresentaram de
1-8 Bs, para ambos os sexos. Dantas et al. (2007) também relataram a
presenca de uma reducéo intra/interindividual de 0-5 microcromossomos B da
populagdo do rio Mogi-Guagu. Ainda, alguns destes cromossomos B
apresentaram sitios de rDNA 18S, detectados pela FISH. Resultados obtidos
no presente trabalho mostraram a presenca de 0-3 Bs em ambos os sexos e
nenhum sitio de rDNA localizados nos cromossomos Bs. A alta frequéncia dos

Cromossomos supranumerarios na espécie, independente de numero e

77



distribuicdo, sugere uma importante fungcdo na histéria evolutiva do grupo
(PORTELA-CASTRO et al. 2001).

Cromossomos B séo geralmente originados do complemento A (JONES
& REES, 1982), mas muitas possibilidades sao consideradas sobre sua origem.
Néo (1999) porpbs uma hipotese para a origem dos cromossomos Bs, ode este
evento seria devido a formagdo de dois isocromossomos a partir de um
cromossomos subtelo/acrocéntrico presente no complemento padrdo, sendo
que o brago longo e curto originariam os macro e os microcromossomos B.

Trés espécies de Moenkhausia (M. sanctafilomenae, M. intermédia e
Moenkhausia sp.), foram analisadas por Dantas et al. (2007), demonstrando
mesmo numero cariotipico de 2n=50 cromossomos, com diferengas no numero
fundamental (NF) e cromossomos B totalmente heterocromaticos, semelhante
ao encontrado em M. sanctafilomenae do ribeirdo do Pantano. Em
Moenkhausia, a presenga de heterocromatina € constante na regido
pericentromérica dos cromossomos. As regides organizadoras de nucléolo
(RONs) demonstram algumas divergéncias nas subfamilias Tetragonopterinae.
Em M. sanctafilomenae é comum a presenga de RONs multiplas (DANTAS et
al., 2007), caracteristica encontrada na maioria dos espécimes analisados.

A hibridacdo in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S mostrou um
par cromossdmico sm marcado, na regido terminal do brago curto na
populacdo de M. sanctafilomenae do ribeirdo do Pantano. No presente estudo,
ndo foramlocalizados sitios de rDNA 18S nos microcromossomos Bs de M.
sanctafilomenae do ribeirdo do Pantano como aqueles econtrados por Dantas
et al. (2007). Estes resultados corroboram com a hipétese de historias

evolutivas distintas para os microcromossomos Bs de M. sanctafilomenae de
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populacdes isoladas geograficamente. E freqliente no género Moenkhausia a
ocorréncia de rDNA 18S marcados em apenas um par cromossémico. Dessa
forma, a presenca de multiplos cistrons de rDNA 18S em M. sanctafilomenae
demonstrada por Dantas et al. (2007) pode indicar uma condi¢do apomorfica
nos grupos, possivelmente originadas por eventos de transposigao. O rDNA 5S
de M. sanctafilomenae da populacado do ribeirdo do Pantano foi localizado em
regido pericentromérica de um par comossémico metacéntrico grande. Ja os
resultados de rDNA 5S encontrados por Dantas et al. (2007) mostraram este
sitio localizado em posicdo pericentromérica de um par metacéntrico pequeno.
Estes resultados demonstram que também o rDNA 5S pode apresentar
variagdes interpopulacionais.

A analise citogenética em exemplares de Prochilodus lineatus do ribeirdo
do Pantano mostrou um numero dipldide de 2n=54 cromossomos do tipo m e
sm, mais uma variagao intra e interindividual de 0-3 cromossomos Bs. Pauls e
Bertollo (1983) demonstraram a presenca de 2n=54 cromossomos em P.
lineatus, além da presenca de cromossomos Bs pequenos e heterocromaticos.
Muitas outras espécies de peixes neotropicais de diferentes géneros, familias e
ordens tem demonstrado a presenca de cromossomos supranumerarios em
seu caridtipo (MOREIRA-FILHO et al., 2001), sendo documentada em
aproximadamente 61 espécies, em 16 familias de ordens de peixes
neotropicais (CARVALHO et al., 2008).

Espécimes de Prochilodus lineatus analisadas por Maistro et al. (2000) e
Pauls & Bertollo, (1990) provenientes do rio Mogi-Guagu apresentaram 2n=54

cromossomos, sendo 40 metacéntricos e 14 submetacéntricos, com presenca
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de 1-4 cromossomos supranumerarios. No presente estudo foram encontrados
uma variagao de 0-3 cromossomos B, sendo totalmente heterocromaticos.

A heterocromatina constitutiva foi localizada em regido pericentromérica
de quase todos os cromossomos do complemento, além de alguns
cromossomos com marcagoes terminais. Este padrdo de distribuicdo ja tem
sido descrito para outras populagdes desta espécie (PAULS & BERTOLLO,
1983; MAISTRO et al., 2000; ARTONI et al., 2006). Alguns estudos sugerem
que a composicdo genética dos cromossomos B de Prochilodus lineatus
diferem dos cromossomos do complemento A (MAISTRO et al., 2000).

As RONs de P. lineatus foram localizadas na regido do brago longo do
par cromossémico numero 3, tanto pela técnica de Ag-RONs como pela FISH
com sonda de rDNA 18S. O sitios de rDNA 5S foram localizados na regiédo
subterminal do par cromossémico metacéntrico estando em sintenia ao sitio de
rDNA 18S. A sintenia do rDNA 18S e 5S ja foram descritos por Vicari et al.

(20086).
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5. CONCLUSOES

Através da utilizacdo de técnicas citogenéticas basicas e moleculares

aplicadas neste trabalho, pdde-se concluir que:

As amostras da espécie Geophagus brasiliensis, que foram coletadas
em ambas as sub-bacias, e Ciclasoma facetum, coletada apenas no
ribeirdo do Pantano, ndo apresentaram diferengas cariotipicas e
morfoldgicas significantes entre si e quando comparadas a populagdes
de outras localidades de trabalhos ja publicados na literatura.

Nas amostras de Gymnotus carapo foi identificado um heteromorfismo
de tamanho visualisado no par cromossémico marcado pela hibridagao
in situ fluorescente com sonda de rDNA 18S, em apenas um dos
homologos. As demais caracteristicas como constituigdo cariotipica e
distribuicdo heterocromatica demonstraram-se conservadas em ambas
as populagdes e quando comparadas com outros estudos.

A espécie Astyanax altiparanae, que também foi coletada em ambos
os ribeirdes, apresentou diferenca no numero de sitios de rDNA 18S,
sendo que a populagédo do ribeirdo do Feijao apresentou dois sitios
marcados e a populacdo do ribeirdo do Pantano apresentou quatro
sitios marcados. Também foram identificadas diferencas na
distribuicdo heterocromatica. Porém, ndo foram estas diferencas
significantes a ponto de determinar diferenciagcdo especifica,
possivelmente por existirem algumas regidées com pequenos sitios que
nao foram identificados, ou ainda por reflexo do conservadorismo

cariotipico destes grupos. Além disso, a separagdo das populagdes
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pode ter levado tempo suficiente para fixar uma pequena diferenciacao
entre as populagdes.

A espécie Astyanax fasciatus, que foi coletada somente no ribeirdo do
Feijao apresentou diferencas em seu caridtipo e distribuicao
heterocromatica, sugerindo a hipétese de um complexo de espécies
para A. fasciatus.

As amostras de Moenkhausia sanctafilomenae foram identificadas
diferengas no numero de cromossomos B encontrados e no tamanho
dos cromossomos marcados pela Ag-RON. Os pares cromossOmicos
marcados a mais pelo nitrato de Prata podem ser devido a existéncia
de regides heterocromaticas com afinidade pela Prata.

Em Cyphocharax modestus nao foram identificadas a presenga de
cromossomos B, diferente de outras populagdes de estudos ja
realizados. Os demais dados cariotipicos foram semelhantes a dados
existentes na literatura, demonstrando alto conservadorismo para a
espécie.

As amostras de Prochilodus lineatus foram identificadas diferencas no
numero de cromossomos B encontrados, sendo encontrados um
numero maior de cromossomos B em outras populagdes. Para os
demais dados cariotipicos, outras populagbes apresentam mesmo
padrao e conservadorismo.

A espécie Eigenmannia sp., que foi coletada apenas no ribeirdo do
Pantano foi comparada com outras populacbes de estudos ja
realizados por diferentes autores e nao apresentaram diferencas

morfologicas e cariotipicas consideraveis, porém algumas populagdes
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demonstraram a presenca de cromossomos sexuais, diferete da

populacao do presente estudo.
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