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RESUMO

Estudos citogenéticos foram realizados em dois géneros de peixes nos riachos Pindorama e
Lopei, pertencentes & bacia do Alto rio Parana, com diferentes abordagens: citossistematica e
ecoldgico-evolutiva. Em Heptapterus mustelinus foi realizada a primeira caracterizacdo
citogenética no género, tendo sido verificado 54 cromossomos (26m+18sm+4st+6a), numero
diploide nédo relatado entre os heptapterideos até 0 momento estudados. Diferentemente da
maioria das espécies da familia, foram observadas Ag-RONs mudltiplas e heterocromatina
presente na regido centromérica da maioria dos cromossomos do complemento, sendo estas
heterocromatinas CMA;*/DAPI” em nove pares cromossdmicos, além daquelas coincidentes
com as Ag-RONs. Estes dados revelam um caminho diferente na evolucgéo cariotipica de H.
mustelinus em relacéo aos demais géneros de Heptapteridae. No género Astyanax foi realizada
uma analise comparativa entre populacdes de Astyanax aff. paranae, Astyanax fasciatus e
Astyanax altiparanae coletadas nos riachos Pindorama e Lopei, verificando-se as tendéncias
da evolucdo e diferenciacdo cromossémica nas trés espécies. Nas populacdes de Astyanax aff.
paranae e A. fasciatus foram verificados 48 e 50 cromossomos, respectivamente, mas com
diferencas interpopulacionais nas férmulas cariotipicas em ambas as espécies. O numero
diploide para A. altiparanae foi de 50 cromossomos com mesma foérmula cariotipica em
ambas as populacbes. As trés espécies apresentaram Ag-RONs mudltiplas, com diferencas
interpopulacionais observadas em Astyanax aff. paranae e A. fasciatus. Em relacdo ao padrao
de distribuicdo de heterocromatina, diferencas interpopulacionais foram verificadas. A
ocorréncia de Ag-RONS/CMA;" foi observada nas trés espécies, além de bandas DAPI* em A.
altiparanae. Os dados demonstraram que Astyanax aff. paranae e A. fasciatus apresentaram
diferencas cariotipicas interpopulacionais mais conspicuas do que as populacdes de A.
altiparanae, provavelmente por caracteristicas biondmicas que restringem Astyanax aff.
paranae e A. fasciatus a trechos superiores de riachos, com a fixagdo de rearranjos
cromossémicos nas populagdes. Entretanto, a auséncia de diferencas cariotipicas
interpopulacionais em A. altiparanae sugerem fluxo entre as duas populagdes. De forma geral
ficou evidente que a citogenética é uma importante ferramenta para o entendimento dos
mecanismos cromossoémicos envolvidos no processo evolutivo dentro dos grupos de peixes, e
que a associacdo a estudos de ecologia é fundamental para compreender 0s processos
envolvidos na dispersdo de algumas espécies.

Palavras-chaves: Rearranjos cromossémicos; Ecologia de peixes; Fluorocromos; Diferencas

cariotipicas.



ABSTRACT

Cytogenetics studies were carried out in two genera of fishes from Pindorama and Lopei
streams, Upper Parand River basin, with cytossistematic and ecologic-evolutionary
approaches. In Heptapterus mustelinus, the first cytogenetics characterization in the genus
was carried out, verifying 54 chromosomes (26m+18sm+4st+6a), which is a diploid number
not observed among the Heptapteridae species till now studied. Differently from the others
members of this family, multiple Ag-NORs and centromeric heterochromatin in almost all the
chromosome of the complement were observed, being these heterochromatin CMA;"/DAPI
in nine chromosome pairs, beyond that coincident with Ag-NORs. These data show a
different way in the karyotypic evolution of H. mustelinus in relation to the others
Heptapteridae genus. In the genus Astyanax, an interpopulation comparative analysis was
carried out in Astyanax aff. paranae, Astyanax fasciatus and Astyanax altiparanae from
Pindorama and Lopei streams, in way to observe the chromosomal differentiation and the
evolutionary trends in the three species. It was verified 48 and 50 chromosome in Astyanax
aff. paranae and A. fasciatus, respectively, with interpopulation differences in the karyotypic
formulae. The diploid number obtained to A. altiparanae was 50 chromosomes, with the same
karyotypic formulae in both populations. The three species presented multiple Ag-NORs,
with interpopulation differences observed in Astyanax aff. paranae and A. fasciatus. In
relation to the heterochromatin distribution pattern, interpopulation differences were verified.
The occurrence of Ag-NORs/CMA;" was observed in the three species, besides DAPI™ bands
in A. altiparanae. The results showed that Astyanax aff. paranae and A. fasciatus presented
more conspicuous interpopulation differences than A. altiparanae populations, probably due
bionomic characteristic that avoid the presence of Astyanax aff. paranae and A. fasciatus to
upper segments in the streams, leading to the fixation of chromosomal rearrangements in
these populations. However, the absence of interpopulation karyotypic differences in A.
altiparanae suggests gene flow between the two populations. By the way, the present study
showed that cytogenetics is an important tool in understanding the chromosomal mechanism
involved in the evolutionary process in fishes group, and that the association to ecological
studies is fundamental to the comprehension of dispersion process of some group of fishes.

Key-words: Chromosomal rearrangements; Ecology of fishes; Fluorochromes; Karyotypic

differences.
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1. INTRODUCAO

1.1. O sistema Alto rio Parana e a importancia dos riachos

O rio Parand com 4.695 km de extensdo é o quarto maior do mundo em termos de
drenagem e décimo em relacdo a descarga. Sua bacia ocupa a maior parte central-sul da
Ameérica do Sul, abrangendo Brasil, Paraguai e Argentina (Agostinho et al., 2007a). De sua
nascente, na confluéncia dos rios Grande e Paranaiba até sua foz, no estuario do rio da Prata,
o rio Parana drena uma érea de 2.800.000 km? Provenientes de rochas cristalinas, o rio
Paranaiba surge no Planalto Central, e o rio Grande nas serras da Canastra e da Mantiqueira
(Stevaux et al., 1997). Além destes dois grandes rios, o rio Parand conta com importantes
tributarios, os rios Tieté, Verde, Pardo, Ivinhema, Paranapanema, Amambai, lvai, Iguatemi,
Piquiri e Iguacu (Agostinho & Julio Junior, 1999).

Com cerca de 1.900 km em territorio brasileiro, o rio Parana cruza diversos estados e
tem o curso de seus principais afluentes alterados por represamentos, que sao 146 registrados
através de levantamentos, com 104 destinados a geracdo hidrelétrica. A area total alagada
nessa bacia é de aproximadamente 16.700 km?, contribuindo com parte significativa da 4gua
represada no Brasil (Agostinho et al., 2007b). Com seu maior afluente, o Paraguai (2.559
km), o rio ocupa uma regido com clima ameno, terras férteis e de fécil acesso, fatores que tém
favorecido o desenvolvimento da maior concentracdo humana e industrial na América do Sul
(Agostinho et al., 2007a).

A bacia do rio Parané esta dividida em quatro grandes partes: curso superior, a partir
de sua origem na confluéncia dos rios Paranaiba e Grande até a barragem de Itaipu (local dos
saltos de Sete Quedas); curso médio, ao longo da fronteira da Argentina e do Paraguai para a
confluéncia do rio Paraguai, perto de Corrientes (Argentina); curso inferior, correspondendo a
uma vasta planicie aluvial até o sul de Rosario, e delta, a partir da confluéncia do rio
Carcarafia para o estuario de La Plata (Stevaux, 2000).

O sistema do Alto rio Parand, curso superior, representa o segundo maior sistema de
drenagem da América do Sul com 3,2 milhdes de km?, incluindo toda drenagem do rio Parana
a montante da Usina Hidroelétrica de Itaipu (Graca & Pavanelli, 2007; Sallun et al., 2007).
Ocupando uma &rea de 802.150 km? em territério brasileiro, este sistema abrange redes
hidrograficas que passam pelos estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Goiés e Parana e
abriga grandes tributarios como os rios Grande, Paranaiba, Tieté e Paranapanema (Stevaux et
al., 1997; Castro et al., 2003).
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Os principais limites geograficos do Alto rio Parana sdo: ao norte as bacias do rio
Grande e Paranaiba e Serra de Caiap0, a leste 0 macigo Litoraneo Brasileiro, ao sul a bacia do
rio Iguacu, afluente do Médio Parana, e a oeste a bacia do rio Paraguai e a Serra de Maracaju
(Sallun et al., 2007). Na margem esquerda os principais rios deste sistema sao mais longos e
possuem nascentes em rochas cristalinas na serra do Mar, enquanto que na margem direita os
rios nascem em area da bacia sedimentar, nas serras de Maracaju e do Caiapd (Stevaux et al.,
1997).

Um dos afluentes do rio Parana, o rio Sdo Francisco Verdadeiro, cuja nascente esta
localizada em Cascavel-PR, tem uma &rea de 2.219,1 km?, abrangendo onze municipios do
Oeste do Estado do Parana. O rio desagua no reservatorio da Usina Hidrelétrica de Itaipu e ao
longo desse trajeto, o curso d'agua e seus tributarios passam por areas urbanas e terras
agricolas em aproximadamente 10.000 propriedades rurais (PHI, 2010; Gubiani et al., 2010).
A bacia do rio Sdo Francisco Verdadeiro tem como principais afluentes o rio do Ouro, rio
Central e rio das Antas, com volume de chuva anual de 1.800 mm, concentrada no periodo de
outubro a maio; possui vazdo média anual de 62 m®/s, comprimento de 91,6 km e largura de
28 km. Em relacdo ao volume de agua potencial de superficie, o rio Sdo Francisco Verdadeiro
possui 2.000 milhdes m*/ano, ja em relacéo a agua subterranea, a bacia encontra-se acima do
maior aqlifero contiguas no mundo, o aquifero Guarani (Unesco, 2010).

Associado ao Alto rio Parand hd um grande nimero de riachos e cabeceiras, ambientes
que sdo habitados principalmente por espécies de peixes de pequeno porte, geralmente com
menos de 15 cm de comprimento padrdo, com distribui¢bes geogréficas restritas e pouco ou
nenhum valor comercial (Agostinho & Julio Junior, 1999; Castro, 1999). A regido do Alto rio
Parana é uma das areas com maior numero de estudos ictiofaunisticos realizados, e ainda
assim faltam muitos estudos tendo em vista a diversidade presente (Starez & Lima-Junior,
2009). Levantamentos sobre a diversidade de peixes vém sendo bastante realizados nesta
bacia (Castro et al., 2003, 2005; Langeani et al., 2007, Gubiani et al., 2010), tendo sido
verificado 310 espécies de peixes, sendo que das 52 espécies novas potenciais, 36 séo de
riachos, mostrando a relevancia destes ambientes (Langeani et al., 2007).

Os riachos, componentes comuns nas bacias hidrograficas, sdo ecossistemas que
geralmente apresentam grande diversidade de ambientes, caracterizados por leito rochoso,
aguas limpidas, fortes correntezas, temperaturas relativamente baixas e elevadas
concentragfes de oxigénio (Oyakawa et al., 2006). Também séo areas frageis e sensiveis a
perturbacdes antropogénicas ao longo de seus cursos, tais como construcdo de pequenas

barragens (tanto para irrigacdo ou construcdo de acudes), uso descontrolado de pesticidas e
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fertilizantes, destrui¢do da vegetacdo riparia, assoreamentos e introducao de espécies exdticas
(Béhlke et al., 1978; Castro, 1999).

Ambientes l6ticos, os riachos geralmente possuem alta concentracdo de oxigénio e
possuem caracteristicas proprias como a presenca de barreiras fisicas naturais como
cachoeiras e rochas, além de areas sombreadas e outras abertas, diferentes substratos e niveis
de profundidade. As espécies que habitam pequenos riachos, em geral apresentam
caracteristicas que favorecem a ocorréncia de eventos vicariantes, distribuicdo geografica
restrita, pouco valor comercial e dependem da vegetacgdo riparia para alimentacao, reproducéo
e abrigo (Castro, 1999).

Esses ambientes podem sofrer alguns impactos em decorréncia da ocupag¢do humana,
gue ndo se resumem apenas em conseqléncias como a poluicdo. A urbanizacdo também
resulta em aumento da densidade de estradas e de uma associa¢do ao aumento do numero de
corregos atravessados por estradas (Wheeler et al.,, 2005). O aumento da construgdo
rodoviaria associada com a urbanizacao pode resultar em fragmentacdo e perda de populagdes
de peixes em riachos (Benton et al., 2008).

Os peixes podem ser bastante influenciados pelo padrdo direto de conectividade
aquatico (Shurin et al., 2009). Em riachos, o isolamento é freqlientemente equiparado como
uma variavel continua tal como o volume do fluxo e variabilidade destes ambientes, ja que
pode impedir a dispersdo em diferentes graus (Taylor & Warren, 2001). A dispersao pode
limitar a variedade de espécies e a diversidade de comunidades. Apesar de sua importancia,
pouco € conhecido sobre seu papel em habitats de dgua doce e sua relagdo em ambientes
I6ticos (Shurin et al., 2009). O uso de informacdes filogenéticas ¢ fundamental para o
entendimento dos aspectos biogeograficos e de variacdo espacial das espécies de riacho, visto
que a biogeografia historica fornece as hipoteses necessarias para o entendimento da origem
da diversidade do grupo (Buckup, 1999).

A avaliacdo da diversidade cariotipica torna-se interessante em espécies que habitam
estes ambientes, principalmente pelo fato da variedade nos riachos tropicais, associada por
varios autores a um aumento na heterogeneidade de habitats, o qual, por sua vez, €
relacionado principalmente a um aumento na vazdo e na disponibilidade de abrigos
(Caramaschi, 1986; Garutti, 1988; Uieda, 1995). A citogenética de peixes € uma importante
ferramenta para a caracterizacdo das especies, em estudos citotaxondémicos, alem de sugerir
tendéncias evolutivas dentro dos diversos grupos (Bertollo et al., 1978; Moreira-Filho &
Bertollo, 1991; Vissotto et al., 1999; Vicari et al., 2008).
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Peixes neotropicais apresentam uma diversidade cromossomica alta com variagdes em
namero dipldide, cromossomos sexuais, e cromossomos supranumerarios, e muitos casos de
variacOes estruturais chamados polimorfismos (Galetti Junior, 1998). VariacOes
cromossémicas podem ser vantajosas, desvantajosas, ou neutras. As desvantajosas sdo
eliminadas rapidamente de populagdes, enquanto as variages vantajosas e neutras podem ser
transmitidas para os descendentes e podem contribuir com variagdes cariotipicas dentro das

especies (Mazzuchelli et al., 2007).

1.2. Aspectos gerais da ordem Siluriformes, com énfase na familia Heptapteridae

Os peixes formam um grupo muito diversificado e de muita importancia, tanto
econémica quanto ecoldgica, constituindo cerca de 28.000 espécies validas distribuidas em 62
ordens (Nelson, 2006). Dentre essas ordens, Siluriformes é representada por um grupo de
peixes conhecido popularmente como bagres e cascudos, possui cerca de 3090 espécies
reconhecidas como validas distribuidas entre 478 géneros e 36 familias (Ferraris Junior,
2007).

Os Siluriformes apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas como corpo nu
envolto por uma pele espessa ou coberto por placas 6sseas, nadadeiras raiadas e bem
separadas, sendo o primeiro raio das nadadeiras peitorais e da dorsal portador de um aculeo
forte, o qual, muitas vezes produz toxina associada a glandula de veneno. Presenca de
nadadeira adiposa geralmente bem desenvolvida e nadadeira caudal assumindo formatos
variaveis e de um a quatro pares de barbilhGes sensitivos (Britski et al.,1988).

Os representantes da ordem Siluriformes s&o os mais diversos e amplamente
distribuidos dentro do grupo Ostariophysi. Sdo encontrados na América do Sul, América do
Norte, Eurasia e Africa e representantes fosseis foram encontrados na Antartida (Pinna, 1998).
Este grupo de peixes habita principalmente ambientes de agua doce, mas algumas espécies
possuem tolerancia a salinidade de estuarios ou até mesmo a niveis de salinidade oceéanica.
Assim, enquanto a maioria dos bagres vive em aguas interiores, a distribuicdo da ordem
também inclui as regides costeiras dos continentes e préximas a ilhas (Ferraris Junior, 2007).
Duas familias incluem representantes marinhos, Ariidae e Plotosidae, e alem disso,
Pimelodidae, Auchenipteridae, Aspredinidae e Pangasiidae incluem espécies de estuario que
podem ainda, apresentar certa tolerancia a ambientes marinhos (Pinna, 1998).

Esta ordem € uma das mais representativas, e juntamente com Characiformes,

compreende aproximadamente 80% das espécies de peixes Neotropicais (Agostinho et al.,
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2007a; Langeani et al., 2007a), apresentando na bacia do Alto rio Parani esta mesma
representatividade (Castro et al., 2003, 2005; Graca & Pavaneli, 2007; Aquino et al., 2009).

Uma das familias desta ordem, Heptapteridae com 26 géneros € endémica da regido
Neotropical (Bockmann & Guazzelli, 2003), possuindo 203 espécies (Froese & Pauly, 2010).
Os heptapterideos sdo peixes de pequeno porte, atingindo cerca de 20 cm, com habitos
alimentares variados, sendo onivoros ou carnivoros. Nao possui cuidado parental, além de
serem solitarios ou formarem pequenos grupos em pequenos corpos d’agua ou escondidos na
vegetacdo. Como muitos outros Siluriformes, sdo adaptados a vida bentbnica, e geralmente
vivem em riachos de segunda a quinta ordem. A presenca e grande abundéncia de
heptapterideos é notavel em riachos com densa cobertura vegetal e com &gua de boa
qualidade, de modo que atuam como eficientes indicadores da saude do ambiente (Bockmann
& Guazzelli, 2003).

Anteriormente considerada uma subfamilia dentro de Pimelodidae (Heptapterinae,
Pimelodinae e Pseudopimelodinae) por Pinna (1998), Heptapteridae foi elevada a categoria de
familia (Bockmann & Guazzelli, 2003; Ferraris Junior, 2007). De acordo com Froese & Pauly
(2010), o género Heptapterus Bleeker, 1858 possui 9 espécies validas. Dentre estas espécies,
Heptapterus mustelinus (Valenciennes, 1835), conhecida popularmente no Brasil como bagre-
de-pedra, ndo possui dimorfismo sexual e atinge cerca de 20 cm de comprimento. Com
distribuicdo pela América do Sul, H. mustelinus tem sido observada em riachos da bacia do
Alto rio Parana (Langeani et al., 2007) e neste mesmo sistema, na micro-bacia do rio S&o
Francisco Verdadeiro (Gubiani et al., 2010).

Em relacdo as caracteristicas morfoldgicas, o género Heptapterus possui cabeca e
corpo muito alongado, coberto com pele macia, olhos pequenos, palato desdentado e seis
barbilhGes. Nadadeira adiposa longa, baixa, confluente ou quase continua com o caudal, uma
nadadeira dorsal curta com sete raios, nadadeira anal de comprimento moderado, nadadeira

caudal obliqguamente arredondado e nadadeira ventral com seis raios (Gunther, 1864).

1.3. Citogenética em Heptapteridae

A citotenética de peixes tem se revelado de extrema importancia tendo em vista a
diversidade de espécies. Bertollo et al (1986) ressaltaram o valor da citogenética para a
taxonomia, atraves de uma boa caracterizagdo cromossdmica das espécies, a evidéncia
cariotipica para as suas relagbes evolutivas e o suporte adicional para colaborar na

identificacdo de espeécies. Diante da diversidade observada no grupo dos peixes, inimeros
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dados citogenéticos tem sido produzidos nos ultimos anos, em torno de 1.150 espécies, e
destas, 318 espécies da ordem Siluriformes (Oliveira et al. 2009)

Vaérios estudos citogenéticos vém sendo realizados em Heptapteridae, contribuindo
para 0 melhor entendimento da diversidade neste grupo (Hochberg & Erdtmann, 1988; Dias
& Foresti, 1993; Abucarma & Martins-Santos, 2001; Maistro et al., 2002; Fenocchio et al.,
2003; Stolf et al., 2004; Margarido & Moreira-Filho, 2008; Kantek et al., 2009; Garcia et al.,
2010). Apesar disso, em apenas 5 dos 26 géneros da familia existem dados disponiveis, sendo
a maior parte no género Rhamdia Bleeker, 1858. Os primeiros dados citogenéticos revelados
nesta familia foram através de estudos de Toledo & Ferrari (1976) em Rhamdia quelen (Quoy
& Gaimard, 1824), (citada como Rhamdia hilarii) e Pimelodella sp. na bacia do Alto rio
Parana. O numero diploide em Heptapteridae varia de 42 cromossomos em Imparfinis
hollandi Haseman, 1911 (Margarido & Moreira-Filho, 2008) a 58 cromossomos, como em
Pimelodella kronei (Miranda Ribeiro, 1907) (Almeida-Toledo et al., 1992), Cetopsorhamdia
iheringi Schubart & Gomes, 1959 (Vissotto et al., 1999), entre outras, havendo o predominio
deste numero diploide.

Alto numero fundamental e riqueza de cromossomos do tipo metacéntricos e
submetacéntricos é relatado para a maioria das espécies da familia, como em Cetopsorhamdia
iheringi por Vissotto et al. (1999), em Imparfinis aff. schubarti (Gomes, 1956) por Stolf et al.
(2004), em Pimelodella meeki por Vidotto et al. (2004), além de espécies que apresentaram
cromossomos apenas deste dois tipos como Imparfinis mirini Haseman, 1911 (Vissotto et al.,
1997), R. quelen (Maistro et al., 2002) e Pimelodella boschmai Van der Stigchel, 1964
(Garcia & Almeida-Toledo, 2010). De acordo com Oliveira e Gosztonyi (2000), um elevado
namero fundamental em Siluriformes corresponde a uma condi¢do plesiomorfica.

Uma caracteristica comum neste grupo é o predominio de regides organizadoras de
nucléolos (RONs) simples, na regido terminal dos bracos curtos de cromossomos
submetacéntricos e subtelocéntricos, havendo em cromossomos metacéntricos e
acrocéntricos, porem mais raros. Outra particularidade interessante desta familia é o que
ocorre em quase todas as espécies de Cetopsorhamdia (Eigenmann & Fisher, 1916) e
Imparfinis (Eigenmann & Norris, 1900), a evidéncia de RONs na regido intersticial em um
par cromossomico (Vissotto et al., 1997; Vissotto et al., 1999; Vissotto et al., 2001,
Fenocchio et al., 2003; Stolf et al., 2004; Kantek et al., 2009).

A maioria dos representantes em Heptapteridae apresenta pouca heterocromatina,
dificultando a observacdo precisa destes segmentos (Vasconcelos & Martins-Santos 2000;
Maistro et al., 2002; Stivari & Martins-Santos, 2004; Margarido & Moreira-filho, 2008). O
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padrdo da heterocromatina encontrado é basicamente em regides terminais de quase todos 0s
cromossomos, bem como em regifes centroméricas e pericentroméricas em alguns estudos
(Fenocchio et al., 2000; Vissotto et al., 2001; Swarca et al., 2003; Vidotto et al., 2004;
Moraes et al., 2007).

Outra caracteristica observada na familia é a presenca de cromossomos Bs, de
diferentes tamanhos. Almeida-Toledo et al. (1992) verificaram um micro cromossomo B em
Pimelodella kronei, além disso Fenocchio & Bertollo (1990), Abucarma & Martins-Santos
(2001), Hochberg & Erdtmann (1988) observaram mais de um pequeno cromossomo B além
do complemento. Maistro et al. (2002) e Valcarcel et al. (1993) verificaram médios
cromossomos deste tipo e Stivari & Martins-Santos (2004) observaram variagdo de 1 a 4
grandes cromossomos Bs em Rhamdia quelen.

A variacdo cariotipica, tanto em relacdo a diferencas no numero dipldide como na
macroestrutura cromossémica foi observada em Heptapteridae e varios estudos apontaram
mecanismos para a diferenciacdo cariotipica. Margarido & Moreira-Filho (2008) atribuiram a
eventos de fusdes em tandem a reducdo do numero dipldide para 42 cromossomos em
Imparfinis hollandi Haseman, 1911, que originaram quatro grandes pares de cromossomos
assimétricos. Ja o principal rearranjo cromossémico responsavel pela reducdo do ndmero
dipléide em Pimelodella foi sugerido ser através de translocacdo robertsoniana (Vasconcelos
& Martins-Santos, 2000).

Em Rhamdia spp., o alto grau de variabilidade na macroestrutura cromossdémica
observado e sem mudanca no ndmero diploide foi atribuido por Garcia et al. (2010) a
rearranjos ndo-Robertsonianos, principalmente inversdes. Assim como Vissotto et al. (2001)
em Imparfinis cf. piperatus Eingenmann & Norris, 1900, que avaliaram que as diferengas na
férmula cariotipica e no numero fundamental observados em algumas espécies ou populacdes
de Imparfinis Eingenmann & Norris, 1900 sdo devido a pequenos rearranjos cromossémicos

fixados durante o processo evolutivo.

1.4. Aspectos gerais da ordem Characiformes, familia Characidae e género Astyanax

A ordem Characiformes é uma das mais representativas, com cerca de 1.700 espécies
distribuidas em 270 géneros e 18 familias (Nelson, 2006). Destas espécies, 475 possuem
dados citogenéticos (Oliveira et al., 2009). As espécies desta ordem possuem geralmente
corpos pequenos e prateados, comportamento diurno, linha lateral completa ou incompleta,

nadadeira adiposa frequentemente presente, a presenca de um oOrgdo sensorial chamado
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Aparelho de Weber e a intolerancia a 4gua salgada (Weitzman & Malabarba, 1998). Dentes
em geral bem desenvolvidos (a maioria sdo carnivoros), mandibula superior geralmente ndo
verdadeiramente protratil, dentes faringeos normalmente presentes, mas geralmente néo
especializada como nos Cypriniformes e barbelas ausentes (Nelson, 1994).

A origem dos Characiformes data de mais de 100 milhdes de anos atrés, quando
Africa e América do Sul formavam uma (nica massa continental chamada Gondwana (Orti &
Meyer, 1997). Neste grupo ocorre uma variedade de especializacdes ecologicas, com uma
gama de formas de alimentacdo, como detritivoros, planctivoros, herbivoros e carnivoros.
Algumas espécies possuem adaptacbes morfoldgicas e fisiologicas para permitir a
sobrevivéncia em condic¢des de baixa concentragdo de oxigénio; alem disso, alguns grupos em
Characiformes exibem comportamento de nidificacdo e cuidado parental. Incluem espécies de
grande porte atingindo um tamanho de 100-130 cm de comprimento, como o Dourado
pertencente ao género Salminus, até espécies de pequeno porte (Orti & Vari, 1997).

A familia Characidae é um grupo bastante diversificado com cerca de 950 espécies e
165 géneros (Reis et al., 2003) e devido ao grande tamanho da familia e da sua natureza
heterogénea, as espécies sao agrupadas em 13 subfamilias, devido a inclusdo de Stervadiinae
(Weitzman et al., 2005). S&o listados nesta familia 88 géneros como Incertae Sedis, incluindo
620 espécies, abrangendo uma assembléia amplamente heterogénea de peixes de grande a
pequeno porte. Neste grupo 64% ou 399 espécies sdo atribuidas como especiosas,
taxonomicamente pouco conhecidas e possivelmente constituindo géneros ndo monofiléticos
em Characidae (Lima et al., 2003).

Muitas familias de Characiformes possuem evidencias de monofiletismo, por
apresentarem certas especializagbes, como Cheirodontinae, por apresentar caracteres
relacionados a morfologia dentéria, a musculatura e ao padrao de colorido na regido umeral,
que suportam seu monofiletismo (Malabarba, 1998). Porém em algumas familias, como
Characidae, ndo ha consenso do monofiletismo e sua composicdo (Mirande, 2010).
Tetragonopterinae era tida como a mais especiosa entre as subfamilias de Characidae, e pela
caréncia de dados que suportariam o seu monofiletismo, foi considerada apenas com o género
Tetragonopterus. Os demais géneros de Tetragonopterinae, entre eles Astyanax Baird e
Girard, 1854, foram listados em Incertae Sedis (Lima et al., 2003).

O género Astyanax possui 128 especies validas de acordo com dados atuais (Froese &
Pauly, 2010). Eigenmann (1917) considerou Astyanax um género primitivo dentro da familia,
além de identificar linhas de evolugdo divergentes, produzindo um género polifilético. Os

peixes deste género sdo dominantes na América do Sul, sdo pequenos, comprimidos, mais ou
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menos alongados, raramente com tamanho maior que 150 mm, sendo geralmente menores,
com excecdo de Astyanax maximus, atingindo até 200 mm. Astyanax apresenta duas series de
dentes, linha lateral completa, auséncia de escamas na nadadeira caudal, ossos infra-orbitais
que ndo cobrem completamente a face e presenca de nadadeira adiposa (Eigenmann, 1917).

Grande parte das espécies de Characidae é de pequeno porte, sendo conhecida no
Brasil pelos nomes de lambari, piquira, piaba e matupiri (Buckup, 1999). A maioria das
espécies de pequeno porte apresenta capacidade de deslocamento restrita dentro de grandes
bacias hidrograficas e que, aléem disso, para praticamente todos 0s peixes, extensdes de terra
seca de quaisquer dimensdes constituem barreiras e é possivel imaginar que, ao longo dos
mais de 65 milhdes de anos da histdria evolutiva dos Otophysi, um grande numero de
alteragdes geograficas e ecologicas tenha ocorrido nos corpos d’agua sul-americanos, gerando
numerosos eventos de vicariancia (Castro, 1999).

As espécies do género Astyanax apresentam ampla distribuicdo geogréfica,
principalmente quando se considera a ictiofauna de riachos da bacia do Alto rio Parana
(Suarez & Lima-Junior, 2009). Dentre essas espécies, Astyanax paranae Eigenmann (1914),
Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) e Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000 tém ampla
distribuicéo e tém sido verificadas nos levantamentos ictiofaunisticos desta bacia hidrogréafica
(Castro et al., 2003; Langeani et al, 2007).

Astyanax paranae foi descrita por Eigenmann (1914), como um pequeno lambari
considerada uma espécie comum na bacia do Alto rio Parand, formando numerosas
populacdes isoladas entre si em cabeceiras de rios (Garutti & Britski, 2000) e, além disso, faz
parte do complexo A. scabripinnis (Bertaco & Lucena, 2006). Astyanax fasciatus foi
originalmente descrito por Cuvier em 1819 como Chalceus fasciatus, tipicamente habitando
rios brasileiros (Eigenmannn, 1917), e apesar do porte reduzido € de grande importancia como
elo na cadeia alimentar (Gurgel, 2004). Astyanax altiparanae era conhecido como Astyanax
bimaculatus, peixe muito comum nos rios e corregos da bacia do alto rio Parana. Recebeu esta
nova denominacdo apoOs a revisdo realizada por Garutti & Britski (2000) para o género

Astyanax.
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1.5. Citogenética no género Astyanax

O género Astyanax possui inimeros dados citogenéticos, e 0s primeiros estudos foram
feitos por Jim & Toledo (1975) em A. fasciatus e A. altiparanae (referido como Astyanax
bimaculatus). Desde entdo as espécies deste género foram bastante avaliadas
citogenéticamente, trazendo contribuicdes dentro da citogenética de peixes, tendo em vista a
diversidade de abordagens, tanto em relacdo a caracterizacdo das especies bem como
inferéncias ecoldgicas e biogeogréficas para explicar diferencas entre populagdes.

O numero diploide em Astyanax varia de 36 cromossomos em Astyanax schubarti
(Morelli et al., 1983) a 50 cromossomos em A. scabripinnis, A. fasciatus, A. altiparanae e
Astyanax jacuhiensis (Souza & Moreira-Filho, 1995; Artoni et al., 2006; Ferreira Neto et al.,
2009; Pacheco et al., 2010). Astyanax compreende um grupo interessante para estudos
citogenéticos, constituido por espécies com diferentes tendéncias de evolucdo, além da
variacdo no numero dipléide sédo verificadas diferencas na formula cariotipica, a presenca de
cromossomos Bs, triploidia, polimorfismos na heterocromatina, bem como variacdo no
namero e localizacéo das regides organizadoras de nucléolos (Kavalco et al., 2007).

As espécies A. scabripinnis, A. fasciatus e A. altiparanae tém sido consideradas como
um “complexo de espécies”, caracterizado por espécies morfologicamente muito semelhantes
(Fernandes & Martins-Santos, 2004). Moreira-Filho & Bertollo (1991) atribuiram pela
primeira vez o termo complexo de espécies em A. scabripinnis quando encontraram
diferencas cariotipicas e morfoldgicas pertencentes a riachos de diferentes bacias e a
diferentes riachos dentro da mesma bacia. Estes autores encontraram diferencas no nimero
diploide, nos tipos cromossémicos e padrdo de heterocromatina entre as populacdes. Fazem
parte do complexo Astyanax scabripinnis 17 espécies (Bertaco & Lucena, 2006; Bertaco et
al., 2010).

Lowe-McConnell (1969) afirmou que as espécies podem ficar isoladas
geograficamente nas cabeceiras de tributarios, e as barreiras podem ser fisicas (como a
velocidade do fluxo de agua ou tipo de leito), quimicas (verificadas na composi¢do da &gua)
ou bidticas (como movimentos da superficie da terra). Tais alteraces ecoldgicas permitem o
isolamento microgeografico em diferentes trechos e em alguns grupos de peixes.
Corroborando esta afirmacdo, Moreira-Filho & Bertollo (1991) observaram que nos estudos
das espécies do complexo Astyanax scabripinnis, bem como outras espécies com

caracteristicas similares, € importante interpretar os dados obtidos ndo somente como um
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papel do isolamento causado por divisores dos maiores sistemas hidrogréaficos, mas
principalmente como um papel dos diferentes ambientes como 0s riachos.

Os numeros cromossdmicos encontrados em A. scabripinnis sdo de 46 cromossomos
(Moreira-Filho & Bertollo, 1991), 48 cromossomos (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Souza
et al.,, 1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1998; Maistro et al., 2000; Alves & Martins-
Santos, 2002; Fernandes & Martins-Santos, 2003; Vicari et al., 2008) e 50 cromossomos
(Morelli et al., 1983; Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Salvador & Moreira-Filho, 1992;
Stange & Almeida-Toledo, 1993; Fauaz et al., 1994; Souza & Moreira-Filho, 1995; Porto-
Foresti et al., 1997; Maistro et al., 1998; Neo et al., 2000; Ferro et al., 2001; Souza et al.,
2001; Kavalco et al., 2007; Vicari et al., 2008).

Evidéncias de alguns processos de diferenciacdo cariotipica envolvidos na evolugédo
dos peixes foram fornecidas por analises de nimero, quantidade e variabilidade posicional das
regides heterocromaticas e RONs (Margarido & Galetti Junior, 2000; Mantovani et al., 2004).
Este tipo de anélise se tornou uma importante ferramenta para o entendimento das relacoes
dentro do grupo scabripinnis (Mantovani et al., 2000). A presenca de RONs multiplas € mais
comum em A. scabripinnis, e diferenca numérica e posicional das RONs foram verificadas
entre as populacdes (Maistro et al., 1998; Mantovani et al., 2000; Ferro et al., 2001).

Variacdo entre populagdes em relacdo ao padrdo de heterocromatina também foi
verificada, como nos trabalhos realizados por Moreira-Filho & Bertollo (1991), Maistro et al.
(1998). Souza & Moreira-Filho (1995) quando compararam populacdes em diferentes
altitudes, observaram uma das populaces com blocos pericentroméricos e teloméricos de
heterocromatina e outra populacdo com poucas bandas distribuidas. Diferencas no cari6tipo
em populacBes de A. scabripinnis sdo devido ao fato dessas espécies comporem populacées
restritas a cabeceiras de pequenos riachos (Souza & Moreira-Filho, 1995).

Em relacdo a A. fasciatus varios estudos indicam a existéncia de popula¢bes bem
diferenciadas ao longo dos sistemas hidrograficos brasileiros. O nivel de divergéncia entre
elas sugerem a ocorréncia de um complexo de espécies (Pazza et al., 2006; Medrado et al.;
2008, Pazza et al., 2008). Astyanax fasciatus apresentou os seguintes nimeros dipldides, 45
cromossomos (Pazza et al., 2006), 46 cromossomos (Jim & Toledo, 1975; Morelli et al.,
1983; Pazza et al., 2006), 47 cromossomos (Pazza et al., 2006), 48 cromossomos (Morelli et
al., 1983; Artoni et al., 2006; Pazza et al., 2006; Medrado et al., 2008) e 50 cromossomos
(Artoni et al., 2006).

Alguns estudos demonstraram a presenca de diferentes cariomorfos em simpatria,

como observado por Artoni et al. (2006), em que verificaram a presenca de trés cariomorfos
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no Alto rio Tibagi. Pazza et al. (2006) observaram ao menos seis cariomorfos em Cachoeira
das Emas, no rio Mogi Guagu e os autores atribuiram este fato a possiveis cruzamentos
aleatorios entre os cariomorfos e/ou entre os descendentes deles. Se esse for o caso, deve
haver uma relativa plasticidade cariotipica para esta espécie, onde a0 menos umas poucas
combinagBes cromossdmicas ndo devem ter um efeito forte para causar efeitos deletérios para
provocar inviabilidade nos portadores deles (Pazza et al., 2006)

Além disso, diferencas entre populacdes também foram verificadas, tanto em relacao
ao numero diploide quanto na formula cariotipica (Morelli et al., 1983; Medrado et al., 2008).
As diferencas encontradas entre as populagdes e bacias parecem ser causadas por restrigdes do
fluxo génico relatados pela presenca de obstaculos naturais ou eventos historicos (Medrado et
al., 2008). Diferencas no numero e posicdo das RONSs, e no padrdo de heterocromatina
também foram verificadas entre populac6es de A. fasciatus (Medrado et al., 2008).

Contrastando com as espécies de A. scabripinnis e A. fasciatus que apresentam
variacdo no numero cromossdémico, A. altiparanae possui uma estabilidade no ndmero
diploide, com 50 cromossomos observados em todos os estudos (Jim & Toledo, 1975;
Pacheco et al., 2001; Fernandes & Martins-Santos, 2004; Domingues et al., 2007; Hashimoto
et al., 2008; Ferreira Neto et al., 2009). Este fato provavelmente deve-se a0 comportamento
migratorio da espécie, mesmo dentro de distancias curtas (Orsi et al., 2002). Garutti & Britski
(2000) afirmam que a migracdo pode levar a homogeneizacdo do numero dipldide neste
peixe, amplamente distribuidas ao longo da bacia do Alto rio Parana.

Apesar desta tendéncia para o conservadorismo, existem diferencas na férmula
cariotipica, no numero e localizacdo das RONs e pequenas variacbes no padrdo de
heterocromatina entre populagbes de A. altiparanae (Fernandes & Martins-Santos, 2004;
Domingues et al., 2007; Ferreira Neto et al., 2009). De acordo com Fernandes & Martins-
Santos (2004) essas caracteristicas levam A. altiparanae a pertencer a um complexo de
espécies, a semelhanca do que tem sido relatado em outras espécies do mesmo género.
Ferreira Neto et al. (2009) afirmam que essas pequenas diferencas cariotipicas detectadas
indicam alguma divergéncia evolutiva devido a restrigdes de fluxo génico.

A presenca de cromossomos Bs foi observada em A. scabripinnis (Salvador &
Moreira-Filho, 1992; Souza & Moreira-Filho, 1995; Porto-Foresti et al., 1997; Ferro et al.,
2001; Alves & Martins-Santos, 2002), em A. fasciatus por Moreira-Filho et al. (2001), em A.
altiparanae por Hashimoto et al. (2008). De acordo com Porto-Foresti et al. (1997), a
frequiéncia de cromossomos Bs foi alta em cabeceiras de riachos, mas reduzida quando os

peixes habitavam outros segmentos do riacho. Eles sugerem que estes cromossomos podem
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conferir uma vantagem adaptativa para os peixes de cabeceiras de riacho. Para explicar as
diferengas encontradas tanto em relacdo ao nimero diploide bem como na morfologia dos
cromossomos nestes trés complexos de espécies, Souza & Moreira-Filho (1995) e Alves &
Martins-Santos (2002) atribuiram ao isolamento geografico, principalmente em cabeceiras de
pequenos riachos onde ocorreram eventos sucessivos de rearranjos cromossdmicos, fixados

independentemente nas populagdes locais, diferenciando uma da outra.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diante da relevancia de ambientes como cabeceiras de riachos e a diversidade de
espécies de peixes presentes, estudos devem ser feitos para conhecer a variabilidade genética,
e a partir deste conhecimento propor mais pesquisas em diversas &reas para a conservagdo
ambiental.

Assim foi objetivo deste trabalho caracterizar o caridtipo de quatro espécies residentes
nas cabeceiras de riachos buscando o entendimento da evolugcdo cromossomica, da
diversificagdo especifica, bem como fornecer subsidios a citotaxonomia e ao estudo das

relac@es filogenéticas dos grupos estudados.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material e locais de coleta
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Foram estudados exemplares dos riachos Pindorama e Lopei, afluentes do rio S&o

Francisco Verdadeiro, na bacia do Alto rio Parana. Os peixes (10 a 20 individuos/espécie)

foram coletados através de equipamentos como tarrafas e redes de bloqueio, levados vivos

para os laboratérios de Genetica da UNIOESTE — Cascavel e mantidos em aquérios aerados.

Foram sacrificados por overdose de Oleo de cravo (Griffiths, 2000) (Conforme Comité de

ética na Experimentacdo Animal e Aulas Praticas da Unioeste: Protocolo 13/09 —

CEEAAP/Unioeste) para retirada de tecidos para preparacdes citogenéticas.
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3.2. Preparacdo dos cromossomos mitoticos

A. Preparacao in vivo (Bertollo et al., 1978)

1. Injetar intra-abdominalmente uma solucéo de colchicina 0,025% na proporcao de 1 ml para
cada 100g de peso do animal. Manter o peixe em aquario aerado por aproximadamente 30-40
minutos.

2. Anestesiar o animal por overdose de 6leo de cravo, sacrificando-o sem seguida.

3. Retirar uma porcao do rim anterior, transferindo-a em aproximadamente 10 ml de solucéo
hipotdnica (KCI 0,075M), dissociando-o com auxilio de pincas de disseccdo e seringa
hipodérmica, procurando obter uma suspenséo celular.

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

5. Retirar a suspensao celular da estufa, e adicionar 5-10 gotas de fixador gelado (metanol e
acido acético na proporcdo de 3:1, respectivamente). Ressuspender levemente com pipeta de
Pasteur. Levar a centrifuga (900rpm) por 10 minutos.

6. Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 7-10 ml de fixador. Centrifugar
por 10 minutos a 900 rpm.

7. Repetir 0 passo 6 por mais duas vezes.

8. Apds a ultima centrifugacdo e eliminagcdo do sobrenadante, adicionar 1-2 mL de fixador,
ressuspender o material.

9. Acondicionar o material em tubos plasticos tipo Ependorff e guarda-los no refrigerador.
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B. Preparacao in vitro (Foresti et al., 1993)

1. Anestesiar o animal por overdose de 6leo de cravo, sacrificando-o sem seguida.

2. Fragmentos do rim anterior foram colocados em 10 ml de meio de cultura RPMI e
dissociados com pingas de ponta fina e uma seringa, desprovida de agulha.

3. Transferir a suspensdo celular obtida para um tubo de centrifuga, utilizando-se uma pipeta
Pasteur, adicionando-se 1-2 gotas de solucéo de colchicina 0,025%, misturando-as bem com o
material.

4. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos e uma centrifugacdo do material durante 10
minutos, a 900 rpm.

5. Descartar o sobrenadante e adicionar 10 ml de solucdo hipotonica (KCI 0,075M), re-
suspendendo bem o material transferido-o para estufa a 37°C, por mais 28 minutos.

6. Retirar a suspensdo celular da estufa, e adicionar 5-10 gotas de fixador gelado (metanol e
acido acético na proporc¢do de 3:1, respectivamente). Ressuspender levemente com pipeta de
Pasteur. Levar a centrifuga (900rpm) por 10 minutos.

7. Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 7-10 ml de fixador. Centrifugar
por 10 minutos a 900 rpm.

8. Repetir 0 passo 7 por mais duas vezes.

9. Apds a ultima centrifugacdo e eliminagcdo do sobrenadante, adicionar 1-2 mL de fixador,
ressuspender o material.

10. Acondicionar o material em tubos plasticos tipo Ependorff e guarda-los no refrigerador.
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3.3. Preparo de laminas

1. Pingar de 1 a 3 gotas de suspensdo celular sobre uma lamina limpa, deixando-a secar ao ar.
2. Corar a lamina com Giemsa 5%, diluido em tampédo fosfato (Na,HPO, x 12H,0 +
KH,PO,), pH= 6,8 por 7 minutos, ou tratar a ld&mina segundo as técnicas de banda-C,

impregnacéo por prata e fluorocromos ou fish.

3.4. Determinacgédo das AgRONs (Howell & Black, 1980)

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

2. Adicionar sobre cada gota de gelatina, 2 gotas de AgNO350% e 1 gota de dgua destilada.

3. Cobrir com laminula e colocar em estufa a 60°C durante 3-6 minutos.

4. Deixar a laminula escorrer debaixo de agua corrente.

5. Secar a lamina, corar com Giemsa e observar ao microscopio.

3.5. Determinacéo da heterocromatina (Sumner, 1972)

1. Incubar a 1d&mina em solucéo de HCI 0,2N a 42°C por aproximadamente 15 minutos.

2. Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar.

3. Passar por uma solucéo aquosa de Ba(OH) , 8H, O 5% a 42°C durante 1 minuto e meio.

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

5. Incubar a lamina em solugédo salina 2xSSC (pH=6.8) a 60°C por aproximadamente 30
minutos.

6. Lavar a lamina em agua corrente, deixar secar ao ar.
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7. Corar com Giemsa na proporcdo de 1:20 em tampédo fosfato (Na,HPO, x 12H,0 +
KH,PO,) pH 6.8 por aproximamente 7 minutos.
8. Alternativamente, as laminas podem ser coradas com iodeto de propidio, em uma

proporgao de 0,7uL de iodeto de propidio (50pg/mL) para 20uL de antifading.

3.6. Dupla coloracéo pelos Fluorocromos Cromomicina As/DAPI (Schweizer, 1980)

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

2. Escorrer a laminula e lavar a 1dmina e tampdo Mcllvaine; lavar e secar levemente.

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

4. Lavar a lamina em tampdo Mcllvaine, secar ao ar e cobrir com laminula em meio de
montagem glicerol/Mcllvaine; esperar 3 dias para analisar.

OBS: Opcionalmente, a lamina poderd ser montada com DAPI/Antifading. Neste caso, no
passo 3, devera ser utilizado 80 pl de solucdo DAPI/Antifading (0,2 pg/ml) e retirado o

excesso em papel filtro; a analise podera ser feita ap6s 15 minutos.

3.7. Estudos cariotipicos

As preparacdes (Giemsa, banda-C e Ag-RONSs) foram analisadas em microscopio
Optico. As contagens cromossdmicas e observacfes mais detalhadas foram feitas com a
objetiva de imersdo, em aumento de 1000 vezes. As melhores metéfases e as preparagdes com
fluorocromos foram capturadas em fotomicroscopio Olympus BX60 com camera digital
DP71.

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



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

RB > 7,00, acrocéntrico (a).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CAPITULO 1

Primeiros estudos citogenéticos no género Heptapterus (Actinopterygii,
Siluriformes): diferenciacéo cariotipica e revisdo dos dados citogenéticos na

familia Heptapteridae

RESUMO

O peixe neotropical Heptapterus mustelinus coletado no riacho Pindorama, bacia do Alto rio
Parana (Brasil) foi estudado citogeneticamente, tendo sido verificado 54 cromossomos
(26m+18sm+4st+6a), numero diploide ndo relatado entre os Heptapteridae até o momento
estudados. Diferentemente da maioria das espécies da familia, foram observadas Ag-RONSs
maltiplas e heterocromatina presente na regido centromérica da maioria dos cromossomos do
complemento, sendo estas heterocromatinas CMA3/DAPI” em nove pares cromossomicos,
além daquela coincidente com as Ag-RONs. Os dados apresentados neste trabalho revelam
um caminho diferente na evolucdo cariotipica de Heptapterus mustelinus em relacdo aos
demais géneros de Heptapteridae, e que estudos citogenéticos nas demais espécies do género
devem ser realizados para um melhor entendimento da sisteméatica e evolucdo e dos

mecanismos cromossémicos envolvidos no processo de especiacao desta familia.

Palavras-chave: bandamento cromossémico, rearranjos cromossodmicos, fluorocromos.
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INTRODUCAO

O sistema do Alto rio Parana representa o segundo maior sistema de drenagem da
América do Sul com 3,2 milhdes de km?, incluindo toda drenagem do rio Parana & montante
da Usina Hidroelétrica de Itaipu (Graga & Pavanelli, 2007; Sallun et al., 2007). Associado a
este sistema ha um grande nimero de riachos e cabeceiras, ambientes que sdo habitados
principalmente por espécies de peixes de pequeno porte, geralmente com menos de 15 cm de
comprimento padrdo, com distribuicbes geograficas restritas e pouco ou nenhum valor
comercial (Agostinho & Jalio Junior, 1999; Castro, 1999).

A regido do Alto rio Parana é uma das areas com maior nimero de estudos
ictiofaunisticos realizados, e ainda assim faltam muitos estudos tendo em vista a diversidade
presente (SlUarez & Lima-Junior, 2009). Levantamentos sobre a diversidade de peixes vém
sendo bastante realizados nesta bacia (Castro et al., 2003, 2005; Langeani et al., 2007,
Gubiani et al., 2010), verificando 310 espécies de peixes, sendo que das 52 espécies novas
potenciais, 36 sdo de riachos, mostrando a relevancia destes ambientes (Langeani et al.,
2007).

A avaliacdo da diversidade cariotipica torna-se interessante nestes ambientes,
principalmente pelo fato da variedade dos riachos tropicais, associada por varios autores a um
aumento na heterogeneidade de habitats, o qual, por sua vez, € relacionado principalmente a
um aumento na vazdo e na disponibilidade de abrigos (Caramaschi, 1986; Garutti, 1988;
Uieda, 1995). A citogenética de peixes € uma importante ferramenta para a caracterizacdo das
espécies, em estudos citotaxondmicos, além de sugerir tendéncias evolutivas dentro dos
diversos grupos (Bertollo et al., 1978; Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Vissotto et al., 1999a;
Vicari et al., 2008).

A ordem Siluriformes é uma das mais representativas, e juntamente com
Characiformes, compreende aproximadamente 80% das espécies de peixes Neotropicais
(Agostinho et al., 2007; Langeani et al., 2007), apresentando na bacia do Alto rio Parana esta
mesma representatividade (Castro et al., 2003, 2005; Graga & Pavaneli, 2007; Aquino et al.,
2009). Esta ordem é constituida por 36 familias, 478 géneros e aproximadamente 3.088
espeécies, conhecidas como bagres, cascudos e mandis (Ferraris Junior, 2007).

Heptapteridae com 26 géneros & endémica da regido Neotropical (Bockmann &
Guazzelli, 2003), possuindo 203 espécies (Froese & Pauly, 2010). Os heptapterideos sao
peixes de pequeno porte, atingindo cerca de 20 cm, com habitos alimentares variados, sendo

onivoros ou carnivoros. Nao possui cuidado parental, além de serem solitarios ou formarem
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pequenos grupos em pequenos corpos d’agua ou escondidos na vegetacdo. Como muitos
outros Siluriformes, sdo adaptados a vida bentbnica, e geralmente vivem em riachos de
segunda a quinta ordem. A presenca e grande abundancia de heptapterideos € notavel em
riachos com densa cobertura vegetal e com agua de boa qualidade, de modo que atuam como
eficientes indicadores da saude do ambiente (Bockmann & Guazzelli, 2003).

Anteriormente considerada uma subfamilia dentro de Pimelodidae (Heptapterinae,
Pimelodinae e Pseudopimelodinae) por Pinna (1998), Heptapteridae foi elevada a categoria de
familia (Bockmann & Guazzelli, 2003; Ferraris Junior, 2007). De acordo com Froese & Pauly
(2010), o género Heptapterus Bleeker, 1858 possui 9 espécies validas. Dentre estas espécies,
Heptapterus mustelinus (Valenciennes, 1835), conhecida popularmente no Brasil como bagre-
de-pedra, ndo possui dimorfismo sexual e atinge cerca de 20 cm de comprimento. Com
distribuicdo pela América do Sul, H. mustelinus tem sido observada em riachos da bacia do
Alto rio Parana (Langeani et al., 2007) e neste mesmo sistema, na micro-bacia do rio S&o
Francisco Verdadeiro (Gubiani et al., 2010).

Apesar de varios estudos citogenéticos terem sido realizados em Heptapteridae, em
apenas 5 dos 26 géneros da familia existem dados disponiveis, sendo a maior parte no género
Rhamdia Bleeker, 1858 (Tabela 1). Os primeiros dados citogenéticos revelados nesta familia
foi através de estudos de Toledo & Ferrari (1976) em Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard,
1824), (citada como Rhamdia hilarii) e Pimelodella sp. da bacia do Alto rio Parana. O
namero diploide em Heptapteridae varia de 42 cromossomos em Imparfinis hollandi
Haseman, 1911 (Margarido & Moreira-Filho, 2008) a 58 cromossomos, como em Pimelodella
kronei (Miranda Ribeiro, 1907) (Almeida-Toledo et al., 1992), Cetopsorhamdia iheringi
Schubart & Gomes, 1959 (Vissotto et al., 1999a), entre outras, havendo o predominio deste
namero dipléide.

Estudos citogenéticos em Heptapterus sdo inexistentes, visto que Heptapterus
longicauda caracterizada por Vissotto et al. (1999a) atualmente é classificada como
Imparfinis borodini Mees & Cala, 1989 (Bockmann & Guazzelli, 2003). O presente estudo
busca realizar a primeira caracterizagdo citogenética no género Heptapterus, e diante da
escassez de dados citogenéticos na maior parte dos géneros em Heptapteridae, auxiliar no

entendimento da diversidade cariotipica do grupo.
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MATERIAIS E METODOS

Analises citogenéticas foram realizados em H. mustelinus (4 machos e 4 fémeas),
coletados no riacho Pindorama, afluente do rio Sdo Francisco Verdadeiro, na bacia do Alto rio
Parana (Parana, Brasil). Os peixes foram sacrificados por overdose de 6leo de cravo como
descrito por Griffiths (2000) e os espécimens depositados na colecdo Ictiolégica do Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aqicultura - NUPELIA (NUP 11429) da
Universidade Estadual de Maringa (Parand, Brasil). A obtencdo de cromossomos mitéticos foi
a partir de células da porgdo anterior do rim, segundo Bertollo et al. (1978) e Foresti et al.
(1993). As regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) foram caracterizadas pela
impregnacdo com nitrato de prata (Howell & Black, 1980). Para a deteccdo de
heterocromatina (bandas-C) foi utilizada a técnica convencional de hidroxido de bario
(Sumner, 1972), com modificacGes na coloracdo feita com iodeto de propidium (Lui et al.,
2009), sob prévia analise de laminas com coloracdo convencional por Giemsa (andlise
sequencial). A caracterizacdo da composicdo da heterocromatina foi realizada através da
dupla coloracdo, com emprego dos fluorocromos Cromomicina Az (CMA3) e 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) (Schweizer, 1980). A morfologia dos cromossomos foi determinada
baseada na razdo de bragos proposto por Levan et al. (1964). O nimero fundamental foi
calculado considerando 0s cromossomos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e
subtelocéntricos (st) contendo dois bragos, e 0s cromossomos acrocéntricos (a) contendo
apenas um braco. As metafases foram capturadas com camera digital DP71 acoplada ao

fotomicroscopio Olympus BX60 utilizando-se programa DP Controller versdo 3.2.1.276.

RESULTADOS

O numero diploide encontrado para H. mustelinus foi de 54 cromossomos para ambos
0S sexos (26 metacéntricos, 18 submetacéntricos, 4 subtelocéntricos e 6 acrocéntricos;
NF=102) (Fig. 1a). Foram observadas RONs multiplas em posi¢do terminal, sendo que em
todos os individuos essas regides foram evidenciadas no brago curto do par acrocéntrico 25, e
esporadicamente no braco longo de um cromossomo do par metacéntrico 1, no brago curto de
um cromossomo do par metacéntrico 2 e no brago longo dos cromossomos do par
submetacéntrico 18 (Fig. 1a). O bandamento C evidenciou heterocromatina presente na regiao

centromerica da maioria dos cromossomos do complemento (Fig. 1b) e associada as RONs. A
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dupla coloragédo pelos fluorocromos CMA3; e DAPI mostrou que as heterocromatinas
centroméricas dos pares 1, 3, 4, 6, 10, 14, 17, 23 e 27 s&o GC-ricas, assim como 0S pares
portadores das RONs. Tanto as regides heterocromaticas como as RONs foram DAPI

negativas (Fig. 2 a, b).

DISCUSSAO

Embora o nimero de cromossomos encontrado em H. mustelinus esteja dentro da
variacdo observada em Heptapteridae (42 a 58), o nimero diploide de 54 cromossomos
encontrado neste estudo difere de todos os dados das espécies de Heptapteridae até agora
analisadas. Contudo, este numero diploide tem sido encontrado nas espécies da familia
Pseudopimelodidae (Vissotto et al., 1999a; Marques et al., 2008; Martinez et al., 2008), que
assim como Heptapteridae, j& foi considerada uma subfamilia em Pimelodidae (Pinna, 1998).
Além disso, Lundberg et al. (1991) sugeriram uma relacdo de grupo irméo entre as familias
Heptapteridae e Pseudopimelodidae baseado na estrutura do labio inferior. Martinez et al.
(2008) trabalharam com trés espécies de Pseudopimelodidae, e comparando com outros dados
da literatura observaram que a presenca de 54 cromossomos poderia ser uma importante
caracteristica para diferenciar as espécies desta familia com as espécies de Heptapteridae e
Pimelodidae, hipdtese que ndo pode ser aplicada baseada neste estudo.

Um alto numero fundamental e riqueza de cromossomos do tipo metacéntricos e
submetacéntricos observado esta conforme o relatado para a maioria das espécies da familia
(Tabela 1), além de espécies que apresentaram cromossomos apenas deste dois tipos como
Imparfinis mirini Haseman, 1911 (Vissotto et al., 1997), R. quelen (Maistro et al., 2002) e
Pimelodella boschmai Van der Stigchel, 1964 (Garcia & Almeida-Toledo, 2010). De acordo
com Oliveira e Gosztonyi (2000), um elevado numero fundamental em Siluriformes
corresponde a uma condicao plesiomorfica. Outra caracteristica observada em H. mustelinus
compartilhada por quase todas as espécies em Heptapteridae é a simetria do cariétipo, nao
havendo a grande diferenca de tamanho entre 0s pares cromossdmicos observada no cariotipo
assimétrico de Imparfinis hollandi (Margarido & Moreira-Filho, 2008).

A presenca de RONs mdltiplas ndo é comum dentro deste grupo, sendo observada em
Imparfinis borodini (Vissotto et al., 1999a), em Rhamdia. sp e R. quellen (citada como R.
branneri) (Abucarma & Martins-Santos, 2001) e no presente estudo. Uma caracteristica

predominante neste grupo é a presenca de RONSs simples, na regido terminal dos bragos curtos
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de cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos, sendo mais raros em cromossomaos
metacéntricos e acrocéntricos, ou intersticial (Tab. 1).

Souza et al. (1996) afirmaram que o padréo de distribuicdo de heterocromatina é uma
valiosa ferramenta para diferenciar algumas espécies, e pode ajudar no entendimento dos
mecanismos ocorridos durante o processo evolutivo dos diferentes grupos de peixes. De fato,
estudos tém sido realizados em muitas espécies pertencentes a diversos grupos dentro da
ictiofauna, usando a heterocromatina como um meio importante para caracterizacdo dentro da
citogenética (Oliveira & Wright, 1998; Souza et al., 1996; Artoni & Bertolo, 1999; Maistro et
al., 2000; Margarido & Galetti Junior, 2000). Em H. mustelinus foi verificado uma quantidade
significativa de heterocromatina, diferente de outros Heptapteridae onde se observou pequena
guantidade (Vissotto et al., 2001; Maistro et al., 2002; Stivari & Martins-Santos, 2004). Em
peixes e anfibios o uso de fluorocromos pode fornecer uma importante informacao sobre os
tipos de heterocromatina (Souza et al., 1996; Margarido & Galetti Junior, 2000). A presenca
de heterocromatinas centromericas GC-ricas ndo associadas as RONs observadas em H.
mustelinus é uma caracteristica incomum entre os Heptapteridae. Por outro lado, a ocorréncia
de Ag-RONs/CMA;" é muito comum em cariétipos de peixes, evidenciada em varias espécies
desta familia (Maistro et al., 2002; Swarca et al., 2003a; Vidotto et al., 2004; Garcia et al.,
2010; Tsuda et al., 2010).

Alguns estudos em Heptapteridae apontaram mecanismos diferentes para a
diferenciacdo cariotipica. Margarido & Moreira-Filho (2008) atribuiram a eventos de fusdes
em tandem a reducdo do numero dipldide para 42 cromossomos em I. hollandi, que
originaram quatro grandes pares de cromossomos assimétricos. Em Rhamdia spp., o alto grau
de variabilidade na macroestrutura cromossémica observado e sem mudanga no ndmero
diploide foi atribuido por Garcia et al. (2010) a rearranjos nao-Robertsonianos,
principalmente inversGes. Assim como Vissotto et al. (2001) em Imparfinis cf. piperatus
Engenmann & Norris, 1900, que avaliaram que as diferencas na formula cariotipica e no
numero fundamental observados em algumas espécies ou populacdes de Imparfinis
Engenmann & Norris, 1900 sdo devido a pequenos rearranjos cromossémicos fixados durante
0 processo evolutivo.

Alguns autores afirmaram que a maioria dos rearranjos cromossémicos, incluindo
translocacOes, delecdes, inversdes ocorrem em regides heterocromaticas (Kuzin et al., 2002;
Badaeva et al., 2007). O padréo de distribuicdo da heterocromatina em H. mustelinus em
comparacdo aos dados disponiveis na literatura corroboram a proposta apresentada por

Oliveira et al. (1993) a respeito do papel da heterocromatina em relacdo aos eventos
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responsaveis pela diversidade cromossémica do grupo, como facilitadora de rearranjos.
Considerando esta hipotese, o numero dipldide de 54 cromossomos, poderia ter surgido
através de translocacGes Robertsonianas, sugerindo que espécies com ndmero menor que 58
cromossomos seriam derivadas, visto que 58 cromossomos € condicdo basal em
Heptapteridae (Fenocchio et al., 2003a).

Os dados observados no presente trabalho, como cari6tipo composto por 54
cromossomos, ocorréncia de RONs multiplas, heterocromatina presente no centrdmero da
maioria dos cromossomos, sendo algumas GC ricas, revelam um caminho diferente na
evolucdo cariotipica de Heptapterus mustelinus em relacdo aos demais géneros de
Heptapteridae. Mais estudos citogenéticos devem ser realizados nas espécies de Heptapterus,
e nos demais géneros em Heptapteridae, para confirmar esta proposta, bem como para um
melhor entendimento dos mecanismos cromossémicos envolvidos no processo evolutivo

desta familia.
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Tabela I. Reviséo dos dados citogenéticos em Heptapteridae.

Species Locality (Hydrographic Basin) 2n  Chromosome formulae NORs Ref.
Cetopsorhamdia iheringi Capivara and Pardo rivers-SP (UP) 58 28m+24sm+6st single, sm-interstitial 1
C. iheringi Sé&o Francisco river-MG (SF) 58 22m+16sm+10st+10a single, st-interstitial 2
C. iheringi Marrecas river-SP (UP) 58 22m+16sm+10st+10a single, st-interstitial 2
Cetopsorhamdia sp. Canta Galo stream - SP (UP) 58 22m+16sm+10st+10a single, m-interstitial 2
Heptapterus mustelinus Pindorama stream - PR (UP) 54  26m+18sm+4st+6a multiple, m-sm-a-terminal 3
Imparfinis borodini* Quinta stream-SP (UP) 52 22m+26sm+4st multiple, m-st-terminal 1
I. mirini Jacutingé and Quinta streams-SP (UP) 58 24m+34sm _ 4
. piperatus Araras river-SP (UP) 58 32m+26sm single, m-interstitial 5
I. piperatus Grande river-SP (UP) 58 26m+22sm+8st+2a single, m-interstitial 5
I. cf. piperatus Juquié river-SP (UP) 56 22m+26sm+4st+4a single, a-interstitial 5
I. cf. piperatus Juquia river-SP (UP) 56 24m+12sm+20st single, st-interstitial 2
I. aff. schubarti Canta Galo stream - SP (UP) 58 22m+16sm+10st+10a single, m-terminal 2
I. aff. schubarti Tibagi river-PR (UP) 58 28m+28sm+2st single, m-interstitial 6
I. schubarti Piumhi-MG (SF) 58 18m+34sm+6st single, sm-interstitial 7
I. hollandi Iguacu river-PR (UP) 42 22m+10sm+10st single, st-terminal 8
Pimelodella sp. Mogi-Guagu and Pardo rivers-SP (UP) 46 28m+10sm+8a _ 9
Pimelodella sp. Mogi-Guagu river-SP (UP) 46 40m/sm+6st/a single, m-sm-terminal 10
Pimelodella sp. Pardo-Cardoso river-SP (UP) 46 34m+12sm single, sm-terminal 11
Pimelodella sp1 Parana river-PR (UP) 46 20m+20sm+6st single, sm-terminal 12
Pimelodella sp2 Parand river-PR (UP) 52 22m+22sm+8st single, sm-terminal 12
P. kronei Iporanga-SP (UP) 58 54m/sm+4st _ 13
P. transitoria Iporanga-SP (UP) 58 54m/sm+4st _ 13
P. avanhandavae Araqué and Capivara rivers-SP (UP) 46 20m+20sm+6st single, sm-terminal 1
P. aff. avanhandavae Tibagi river-PR (UP) 52 30m+22sm single, sm-terminal 14
P. meeki Tibagi and Couro do Boi rivers-PR (UP) 46 30m+12sm+4st single, sm-terminal 15
P. meeki Gabriel da Cunha river-PR (UP) 46 30m+12sm+4st single, sm-terminal 15
P. meeki Paranapanema river-SP (UP) 46 28m+12sm+6st single, sm-terminal 11
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P. boschmai
P. lateristriga
P.
Rhamdela microcephala
Rhamdia quelen*
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. quelen*
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X 0
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Lobo dam- SP (UP)

29 dam- SP (UP)
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S&o Francisco river-MG (SF)

Mogi-Guagu river-SP (UP)

Aguapey river- Corrientes - ARG (PA)
Horteld, Quinta, Araqua and Jacutinga
streams, Pardo river, Jurumirim dam- SP (UP)
Buenos Aires- Argentina (PA)

Iguacu river, Usina de Salto Segredo-PR (1G)
Iguagu river, Usina de Salto Segredo-PR (IG)
Guaiba river e Quadros lagoon-RS (IG)
Iguagu river, Porto Uni&o-SC (1G)
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Iguagu river-PR (IG)

Parana river, Posadas- ARG (UP)
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single, st-terminal
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36m+16sm+6st

30m+16sm+10st+2a
45m+21sm+15st+6a

36m+10sm+12st
32m+8sm+12st+6a
40m+10sm+8st
36m+14sm+8st
36m+14sm+8st
40m+10sm+8st
44m+12sm+2st
36m+10sm+12st
36m+10sm+12st
36m+10sm+12st
34m+16sm+8st
40m+10sm+8st
40m+10sm+8st

30m+14sm+12st+2a

36m+14sm+4st+4a
46m/sm+12st
69m/sm+18st

single, sm-terminal

multiple, sm-terminal

single, st-terminal
single, st-terminal
single, st-terminal
single, st-terminal
single, st-terminal
single, sm-terminal
single, sm-terminal
single, st-terminal
single, st-terminal
single, st-terminal
single, sm-terminal
single, sm-terminal
single, sm-terminal
single, st-terminal

multiple, a-st-terminal

28
28
29
29
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
23
31
31

45

2n, diploid chromosome number; Ref., references; UP, Upper Parana river basin; SF, Sdo Francisco river basin; PS, Paraiba do Sul river basin; PA, Paraguay river basin; IG,
Iguacu river basin; LP, Lower Parand river basin; RI, Ribeira do Iguape river basin; m, metacentric; sm, submetacentric; st, subtelocentric; a, acrocentric; FUNPIVI, Fundagao
de Piscicultura do Vale do Itajai; 1, Vissotto et al. (1999a); 2, Fenocchio et al. (2003a); 3, Present study; 4, Vissotto et al. (1997); 5, Vissotto et al. (2001); 6, Stolf et al.
(2004); 7, Kantek et al. (2009); 8, Margarido & Moreira-Filho (2008); 9, Toledo & Ferrari (1976); 10, Dias & Foresti (1993); 11, Garcia & Almeita-Toledo (2010); 12,
Vasconcelos & Martins-Santos (2000); 13, Almeida Toledo et al. (1992); 14, Swarca et al. (2003a); 15, Vidotto et al. (2004); 16, Fonseca et al. (2003); 17, Fenocchio &
Bertollo (1990); 18, Fenocchio et al. (2000); 19, Maistro et al. (2002); 20, Fenocchio et al. (2003b); 21, Vissotto et al. (1999b); 22, Valcarcel et al. (1993); 23, Abucarma &
Martins-Santos (2001); 24, Hochberg & Erdtmann (1988); 25, Swarca et al. (2003b); 26, Stivari & Martins-Santos (2004); 27, Moraes et al. (2007); 28, Moraes et al. (2009);
29, Tsuda et al. (2010); 30, Garcia et al. (2010); 31, Garcia et al. (2003); * Renamed species.
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Figura 1. Carittipos de Heptapterus mustelinus (a) corado por Giemsa e (b) C-bandado.

Cromossomos portadores das Ag-RONs na caixa (a). Barra = 10 pum.
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Figura 2. Metéafases coradas pelos fluorocromos (a) CMA; e (b) DAPI. As setas indicam as

RON:Ss e as cabecas de seta indicam as heterocromatinas GC-ricas. Barra = 10 um.
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4.2. CAPITULO 2

Disperséo e diversificacdo de trés espécies de Astyanax (Characiformes,
Incertae Sedis) em dois riachos de cabeceiras do Alto rio Parana, Brazil,

verificada pela citogenética.

Populacdes de Astyanax aff. paranae, Astyanax fasciatus e Astyanax altiparanae coletadas
nos riachos Pindorama e Lopei, bacia do Alto rio Parand (Brasil), foram estudadas
citogeneticamente, verificando-se a diferenciacdo cromossomica e a tendéncia evolutiva nas
trés espécies. Em Astyanax aff. paranae foi verificado 48 cromossomos nas duas populacdes
com diferencas na formula cariotipica (8m+ 20sm+10st+10a no riacho Pindorama e
8m+16sm+14st+10a no riacho Lopei). Astyanax fasciatus apresentou 50 cromossomos em
ambos os riachos com diferentes férmulas cariotipicas (8m+18sm+10st+14a no riacho
Pindorama e 8m+14sm+12st+16a no riacho Lopei). O nimero dipldide para A. altiparanae foi
de 50 cromossomos sem diferencas interpopulacionais na formula cariotipica
(6m+30sm+4st+10a). As trés espécies estudadas apresentaram Ag-RONs multiplas, com
diferencas entre as populacdes de Astyanax aff. paranae e A. fasciatus. Em relacdo a
heterocromatina, diferencas interpopulacionais na distribuicdo foram verificadas. A
ocorréncia de Ag-RONS/CMA;" foi observada nas espécies, além de regides AT ricas em A.
altiparanae. Os dados do presente estudo demonstraram que Astyanax aff. paranae e A.
fasciatus apresentaram diferencas cariotipicas interpopulacionais mais conspicuas do que as
populacOes de A. altiparanae, provavelmente por caracteristicas que restringem Astyanax aff.
paranae e A. fasciatus a trechos superiores de riachos, com a fixacdo de rearranjos
cromossdmicos nas populagbes. Entretanto, a auséncia de diferencas cariotipicas
interpopulacionais em A. altiparanae sugerem fluxo entre as duas populacdes. No presente
estudo ficou evidente o papel dos riachos como ambiente mantenedor de diversidade

ictiofaunistica portadora de diferentes pools genéticos.

Palavras-chave: diferencgas cariotipicas, isolamento microgeogréafico, ecologia.
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INTRODUCAO

A bacia do rio Parana esta dividida em quatro grandes partes: curso superior, curso
médio, curso inferior e delta (Stevaux, 2000). O curso superior corresponde ao sistema do
Alto rio Parand, que representa o segundo maior sistema de drenagem da Ameérica do Sul.
Ocupando uma &rea de 802.150 km? em territério brasileiro, este sistema abrange redes
hidrogréaficas que passam pelos estados do Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Goiés e Parana e
abriga grandes tributarios como os rios Grande, Paranaiba, Tieté e Paranapanema (Stevaux et
al., 1997; Castro et al., 2003). Um dos afluentes do rio Parana, o rio Sdo Francisco
Verdadeiro nasce na cidade de Cascavel-PR, com uma area de 2.219,1 km2 e possui associado
a este sistema um grande nimero de riachos e cabeceiras (Gubiani et al., 2010).

Os riachos, componentes comuns as bacias hidrogréficas, sdo ecossistemas que
geralmente apresentam grande diversidade de ambientes e espécies de pequeno porte (Castro,
1999; Oyakawa et al., 2006), que podem ser bastante influenciados pelo padrdo direto de
conectividade aquéatico (Shurin et al., 2009). Varias ferramentas, como a citogenética, tém
explorado essas caracteristicas, produzindo dados bastante consistentes sobre o papel do
isolamento geografico e a fixacdo de alguns caracteres entre as populacGes de peixes.

A ordem Characiformes é uma das mais representativas, com cerca de 1.700 espécies
distribuidas em 270 géneros e 18 familias (Nelson, 2006), sendo que 475 espécies possuem
dados citogenéticos (Oliveira et al., 2009). A familia Characidae é um grupo bastante
diversificado com cerca de 950 espécies e 165 géneros (Reis et al., 2003) agrupadas em 13
subfamilias, devido a inclusdo de Stervadiinae (Weitsman et al., 2005), abrangendo uma
assembléia amplamente heterogénea de peixes de pequeno a grande porte. Séo listados nesta
familia 88 géneros como Incertae Sedis, incluindo o género Astyanax anteriormente
pertencente a subfamilia Tetragonopterinae (Lima et al., 2003). Astyanax possui 128 espécies
validas de acordo com dados atuais (Froese e Pauly, 2010).

As espécies de Astyanax sdo pequenas, corpo comprimido, mais ou menos alongado,
raramente com tamanho maior que 150 mm e apresentam ampla distribuicdo geografica,
principalmente quando se considera a ictiofauna de riachos da bacia do Alto rio Parana
(Eigenmann, 1917; Sdarez e Lima-Junior, 2009). Astyanax scabripinnis, Astyanax fasciatus e
Astyanax altiparanae tém sido consideradas um “complexo de espécies”, caracterizado por
especies morfologicamente muito semelhantes (Souza e Moreira-Filho, 1995; Fernandes e
Martins-Santos, 2004; Pazza et al., 2006). O complexo Astyanax scabripinnis, por exemplo,

compreende 17 espécies, incluindo A. paranae (Bertaco e Lucena, 2006; Bertaco et al., 2010).
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O género Astyanax possui inimeros estudos citogenéticos, e os primeiros dados foram obtidos
por Jim e Toledo (1975) em A. fasciatus e A. altiparanae (citado como Astyanax
bimaculatus). O nimero dipléide no género varia de 36 cromossomos em Astyanax schubarti
(Morelli et al., 1983) a 50 cromossomos em A. scabripinnis, A. fasciatus, A. altiparanae e
Astyanax jacuhiensis (Maistro et al., 1998; Artoni et al., 2006; Hashimoto et al., 2008;
Pacheco et al., 2010).

Em A. scabripinnis o nimero dipldide varia de 46 a 50 cromossomos (Moreira-Filho e
Bertollo, 1991; Vicari et al., 2008). Dentro deste complexo tém sido observadas diferencas
cromossémicas entre populagGes de riachos da mesma bacia, como nimero dipléide, férmula
cariotipica, padrdo de heterocromatina e nimero e localizagcdo dos pares cromossémicos
portadores das RONs (Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Ferro et al., 2001; Alves e Martins-
Santos, 2002; Kavalco et al., 2007).

Astyanax fasciatus possui variacdo de 45 a 50 cromossomos (Artoni et al., 2006;
Pazza et al.,, 2006), também tendo sido observadas diferengas cromossémicas entre
populacdes, como numero diploide, formula cariotipica, bem como nimero e posicdo das
RONs e padrdo de heterocromatina (Morelli et al., 1983; Pazza et al., 2008a). Outra
caracteristica interessante verificada neste complexo é a presenca de diferentes cariomorfos
em simpatria, como observado por Artoni et al. (2006) no rio Tibagi, e por Pazza et al. (2006)
no rio Mogi-Guagu.

Entretanto, em A. altiparanae had uma estabilidade no ndmero dipléide, com 50
cromossomos (Jim e Toledo, 1975; Pacheco et al., 2001). Apesar desta tendéncia para o
conservadorismo no numero dipléide entre populagdes de riachos diferentes pertencentes a
mesma bacia, varia¢des na formula cariotipica, no nimero e localizagdo das RONs foram
verificadas (Ferreira Neto et al., 2009) e pequenas variacBes no padrdo de heterocromatina
(Fernandes e Martins-Santos, 2004).

Diante das variagdes observadas em muitos estudos citogenéticos e da complexidade
destas espécies, este estudo busca avaliar citogeneticamente populacGes de Astyanax aff.
paranae, A. fasciatus e A. altiparanae pertencentes a dois riachos de cabeceira, verificando as

tendéncias da evolucéo e diferenciacdo cromossémica nas trés espécies.
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MATERIAIS E METODOS

Analises citogeneticas foram realizadas em Astyanax aff. paranae (6 machos e 11
fémeas), A. fasciatus (4 machos e 7 fémeas) e A. altiparanae (4 machos e 4 fémeas) coletadas
no riacho Pindorama, e Astyanax aff. paranae (4 machos e 5 fémeas), A. fasciatus (4 machos
e 4 fémeas) e A. altiparanae (11 machos e 5 fémeas) coletadas no riacho Lopei, ambos
afluentes do rio Sdo Francisco Verdadeiro, bacia do Alto rio Parand (Parana, Brasil). Os
peixes foram sacrificados por overdose de 6leo de cravo como descrito por Griffiths (2000) e
0s espécimens depositados na colecdo Ictiolégica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia,
Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da Universidade Estadual de Maringé (Parana, Brasil). A
obtencdo de cromossomos mitoticos foi a partir de células da porcao anterior do rim, segundo
Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993). As regiGes organizadoras de nucléolos (Ag-
RONSs) foram caracterizadas pela impregnacdo com nitrato de prata (Howell e Black, 1980).
Para a deteccdo de heterocromatina (bandas-C) foi utilizada a técnica convencional de
hidroxido de bario (Sumner, 1972), com modificacdes na coloracdo feita com iodeto de
propidium (Lui et al., 2009), sob prévia analise de laminas com coloracdo convencional por
Giemsa (analise sequencial). A caracterizacdo da composicao da heterocromatina foi realizada
através da dupla coloracdo, com emprego dos fluorocromos Cromomicina Az (CMA3) e 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Schweizer, 1980). A morfologia dos cromossomos foi
determinada baseada na razdo de bracos proposto por Levan et al. (1964). O numero
fundamental foi calculado considerando os cromossomos metacéntricos (m), submetacéntricos
(sm) e subtelocentricos (st) contendo dois bragos, e 0S cromossomos acrocéntricos (a)
contendo apenas um braco. As metéafases foram capturadas com cémera digital DP71
acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX60 utilizando-se programa DP Controller versdo
3.2.1.276.

RESULTADOS

Astyanax aff. paranae

O numero diploide encontrado para Astyanax aff. paranae foi de 48 cromossomos em
ambos 0s riachos, porém nos espécimes do riacho Pindorama foi observada a formula
cariotipica 8m+ 20sm+10st+10a e no riacho Lopei 8m+16sm+14st+10a (Fig. 2). Foram
observadas RONs multiplas com variacdo interindividual nas duas popula¢es, em posicao

terminal no braco longo de um dos cromossomos dos pares 3, 5, 18, no brago curto dos pares
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15, 16 e 19 e bitelomérica no par 4 no riacho Pindorama; em posicao terminal no braco longo
em um dos cromossomos dos pares 3 e 14, e no brago curto em um dos cromossomos dos
pares 13 e 19, e braco curto do par 16 no riacho Lopei (Fig. 3 ). Nos espécimes dos dois
riachos, o bandamento C evidenciou pequenas marcacfes centroméricas e associada as RONSs,
observada nos pares 3, 4, 5, 8 e 13 na populacdo do riacho Pindorama; na populagéo do riacho
Lopei foi observada heterocromatina nos pares 2, 3, 8, 9 e 16 (Fig. 4). A dupla coloracdo por

fluorocromos mostrou que as RONs sdo GC ricas em ambos os riachos (Fig. 5).

Astyanax fasciatus

O namero dipldide encontrado para A. fasciatus foi de 50 cromossomos em ambos 0s
riachos, porém nos espécimes do riacho Pindorama foi observada a férmula cariotipica de
8m+18sm+10st+14a e no riacho Lopei 8m+14sm+12st+16a (Fig. 2). Foram observadas RONs
multiplas com variacéo interindividual nas duas populacdes, em posi¢do terminal no brago
longo nos pares 5 e 10, e em um dos cromossomos do par 20, no brago curto em um dos
cromossomos dos pares 16 e 23 no riacho Pindorama; em posicao terminal no braco longo em
um dos cromossomos dos pares 10 e 20, no braco curto do par 14 e bitelomérica do par 19 no
riacho Lopei (Fig. 3 ). Na populagdo do riacho Pindorama o bandamento C evidenciou bloco
conspicuo em posi¢do terminal no braco longo do par 20. Na populacdo do riacho Lopei o
bantamento C evidenciou blocos conspicuos em posic¢ao terminal no braco longo dos pares 19
e 20 (Fig. 4). A dupla coloracao por fluorocromos mostrou que as RONs sdo GC ricas em

ambos os riachos (Fig. 6).

Astyanax altiparanae

O numero dipléide encontrado para A. altiparanae foi de 50 cromossomos
(6m+30sm+4st+10a) em ambos os riachos (Fig. 2). Foram observadas RONs multiplas com
variacdo interindividual nas duas populacdes, em posi¢do terminal no braco longo do par 6,
no braco curto em um dos cromossomos do par 14, e no par 19 no riacho Pindorama; em
posicao terminal no brago longo em um dos cromossomos do par 6, no brago curto em um dos
cromossomos do par 14, e no par 19 no riacho Lopei (Fig. 3). Nos espécimes dos dois riachos
0 bandamento C evidenciou bandas pericentroméricas e heterocromatina associada as RONS,
observada nos pares 5, 7, 9, 10, 16, 19 e 24 na populagédo do riacho Pindorama. Na populacéo
do riacho Lopei foi observada nos pares 4, 5, 8, 10, 16, 19, 21, 22 e 25 (Fig. 4). A dupla

coloracédo por fluorocromos mostrou que as heterocromatinas pericentroméricas sdo AT-ricas
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nas duas populagdes, no riacho Pindorama presente nos pares 5, 9, 10 e 16, e no riacho Lopei
nos pares 4, 5, 10 e 16. As RONs foram GC-ricas em ambas as populacdes (Fig. 7).

DISCUSSAO

Os riachos apresentam diversos ambientes, como rochas e corredeiras e as espécies
que os habitam em geral apresentam caracteristicas que favorecem a ocorréncia de eventos
vicariantes (Castro, 1999). Estas espécies podem ficar isoladas geograficamente nas
cabeceiras de tributérios, e as barreiras podem ser fisicas (como a velocidade do fluxo de agua
ou tipo de leito), quimicas (verificadas na composicdo da agua) ou bidticas (como
movimentos da superficie da terra). Tais alteracdes ecologicas permitem o isolamento
microgeografico em diferentes trechos e em alguns grupos de peixes (Lowe-McConnell,
1969). Em riachos, o isolamento é frequientemente equiparado como uma variavel continua tal
como o volume do fluxo e variabilidade destes ambientes, ja que pode impedir a dispersdo em
diferentes graus (Taylor e Warren, 2001).

Diferencas cariotipicas e morfologicas foram observadas por Moreira Filho e Bertollo
(1991) em A. scabripinnis pertencentes a riachos de diferentes bacias e a riachos dentro da
mesma bacia. Estes autores observaram que nos estudos das espécies do complexo Astyanax
scabripinnis, bem como outras espécies com caracteristicas similares, é importante interpretar
os dados obtidos ndo somente como um papel do isolamento causado por divisores dos
maiores sistemas hidrograficos, mas principalmente como um papel dos diferentes ambientes
como os riachos. Assim as diferencas cariotipicas ocorreriam devido ao falto de se
desenvolverem independentes processos de rearranjos cromossdmicos entre as populacdes
(Souza e Moreira-Filho, 1995).

Apesar de néo ter sido verificada variagéo interpopulacional de nimero dipléide nas
especies estudadas, Astyanax aff. paranae e A. fasciatus apresentaram diferencas cariotipicas
interpopulacionais mais conspicuas do que as populacdes de A. altiparanae. Diferencas na
férmula cariotipica em distintas populacdes tém sido observada nos estudos de A. scabripinnis
(Alves e Martins-Santos, 2002), A. fasciatus (Domingues et al., 2007) e A. altiparanae
(Medrado et al., 2008). A presenca de 48 cromossomos no complexo Astyanax scabripinnis
também foi verificada em riachos do Alto rio Parand (Moreira Filho e Bertollo, 1991;
Mizoguchi e Martins-Santos, 1998; Maistro et al, 2000; Alves e Martins-Santos, 2002;

Malacrida et al., 2003), Em A. fasciatus a presenca de 50 cromossomos foi verificada por
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Artoni et al. (2006) no rio Tibagi, afluente do Alto rio Parand. Como em todos os estudos em
A. altiparanae, este estudo verificou a presenca de 50 cromossomos (Jim e Toledo, 1975;
Pacheco et al., 2001; Domingues et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Ferreira Neto et al.,
2009).

Em outros grupos de peixes também tém sido encontradas diferencas cariotipicas entre
populacbes da mesma espécie, tanto variagfes entre riachos, como entre bacias hidrograficas.
Um trabalho realizado em 14 populacdes de Rhamdia quellen, comparando riachos da mesma
bacia, e de bacias distintas também verificou variagdes na formula cariotipica e na localizacéo
das RONs, com manutencdo do mesmo numero diploide (Garcia et al., 2010). Pequenas
diferengas em relacdo as RONs em Pimelodella meeki de dois tributarios do rio Tibagi
também foram observadas (Vidotto et al.,, 2004). Em populacbes de Hypostomus
nigromaculatus de dois rios ocorreram variacao na formula cariotipica e nos pares portadores
das RONs (Rubert et al., 2008)

Souza & Moreira-Filho (1995) afirmaram que o numero de cromossomos portadores
das RONs também significa um importante fator para a diferenciacdo entre populacfes. A
presenca de RONs mdltiplas com variacdo interpopulacional é comum entre as espécies dos
complexos Astyanax scabripinnis e Astyanax fasciatus (Ferro et al., 2001; Medrado et al.,
2008), assim como verificado no presente estudo em Astyanax aff. paranae e A. fasciatus,
apresentando diferencas interpopulacionais na localizacdo e no numero de cromossomos
portadores das RONs. Varia¢es das RONs em A. altiparanae também tém sido observadas
(Fernandes e Martins-Santos, 2004; Ferreira Neto et al., 2009); entretanto, no presente estudo
as duas populacgdes apresentaram 0s mesmos pares marcados pela prata.

Embora haja na literatura diferentes padrbes de heterocromatina em A. scabripinnis e
A. fasciatus, o padrdo de heterocromatina centromérica aqui verificado em Astyanax aff.
paranae também foi observado por outros autores em A. scabripinnis (Stange e Almeida-
Toledo, 1993; Souza et al., 1996; Mantovani et al., 2000; Vicari et al., 2008). Em A. fasciatus
0 padréo de heterocromatina telomérico obtido no presente estudo também foi observado por
outros autores (Daniel-Silva e Almeida Toledo, 2001; Centofante et al., 2003; Abel et al.,
2006; Pazza et al., 2008a). Ja a heterocromatina pericentromérica verificada em A.
altiparanae parece ser conservada, observada em todos os estudos que utilizaram a técnica do
bandamento C (Daniel-Silva e Almeida Toledo, 2001; Fernandes e Martins-Santos, 2004;
Domingues et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Ferreira Neto et al., 2009). Diferencas
interpopulacionais na distribui¢cdo da heterocromatina como nos resultados obtidos também

foram verificadas por outros autores. Moreira-Filho e Bertollo (1991) e Fernandes e Martins-
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Santos (2003) verificaram diferengas no padrdo, na quantidade e distribuicdo da
heterocromatina entre populacdes de A. scabripinnis de riachos da mesma bacia. Diferencas
em relacdo a heterocromatina entre dois cariomorfos de A. fasciatus em simpatria foram
demonstradas por Artoni et al. (2006), e pequenas variacdes foram observadas entre duas
populacbes alopatricas (Pazza et al., 2008a). Em relagdo a A. altiparanae foi observada uma
pequena diferenca interpopulacional na quantidade de heterocromatina assim como verificada
no presente estudo (Fernandes e Martins-Santos, 2004).

Muitos estudos no complexo A. scabripinnis utilizaram fluorocromos para caracterizar
as regibes ricas em GC e AT (Souza et al., 1996; Ferro et al., 2001; Souza et al., 2001;
Kavalco et al., 2007; Vicari et al., 2008; Rosa et al., 2009). Entretanto, menos estudos foram
realizados no complexo A. fasciatus (Pazza et al., 2008b) e em A. altiparanae (Pacheco et al.,
2001; Fernandes e Martins-Santos, 2004; Domingues et al., 2007). Todos os estudos citados
demonstraram a ocorréncia de Ag-RONs/CMA3"*, como observado nos resultados de Astyanax
aff. paranae, A. fasciatus e A. altiparanae do presente estudo. A natureza AT-rica das bandas
pericentroméricas em A. altiparanae aqui verificadas ndo foi demonstrada pelos demais
autores, e talvez represente um caracter desta populagdo.

Hipdteses foram propostas para explicar a restricdo de algumas espécies de peixes as
cabeceiras e se baseavam em fatores abidticos, como sazonalidae, ordem e largura média do
canal; e em fatores bidticos (principalmente competicdo entre lambaris congéneres),
mecanismos de dispersdo da espécie através de grandes rios, e a distancia genética entre as
diferentes populacdes, constituindo assuntos de importantes implicacbes ecoldgicas e
zoogeograficas (Caramaschi, 1986). Endler (1982) afirmou que as espécies encontram-se em
determinado local porque suas caracteristicas ecoldgicas assim Ihes permite, tendo dispersado
para aquele lugar. Caramaschi (1986) ao fazer um estudo em rios de diferentes bacias com
diversas espécies de peixes observou que A. scabripinnis foi a Gnica espécie que apresentou
valores de constancia descrescentes do trecho superior para o inferior nos rios de todas as
bacias estudadas. Astyanax fasciatus foi classificada como acesséria em trecho superior e
médio na bacia do Pardo, constante no trecho médio da bacia Paranapanema, acesséria no
trecho médio e constante no trecho inferior da bacia do Tieté. Ja A. altiparanae (citada com
Astyanax bimaculatus) se apresentou como constante em trechos inferiores de rios da bacia do
Tieté. Além disso, A. altiparanae estava entre as espécies mais abrangentes em relacdo a
ordem de canal, variando de primeira a quinta ordem.

Os riachos Pindorama e Lopei séo riachos de primeira ordem, ambos desaguando no

rio Sdo Francisco Verdadeiro (segunda ordem), e com uma distancia aproximada de 36 km de
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foz a foz. Devido a sua maior abrangéncia em rios e riachos de primeira a quinta ordem, e ao
seu comportamento migratério, mesmo dentro de curtas distancias (Orsi et al., 2002), as duas
populacdes de A. altiparanae parecem ndo estar isoladas, hipdtese esta corroborada pelos
dados citogenéticos aqui apresentados. Entretanto, para Astyanax aff. paranae, com menor
constancia dos espécimes em trechos inferiores do canal e caracteristicas que a restrigem a
cabeceiras, como proposto por Caramaschi (1986), o trecho do rio Sdo Francisco Verdadeiro
compreendido entre a foz dos dois riachos parece ter funcionado como uma barreira ecolégica
para as duas populacdes, impedindo a dispersdo entre os dois riachos, hipotese também
corroborada pelas diferencas cariotipicas interpopulacionais observadas no presente trabalho.

Em A. fasciatus onde a forma de sua dispersdo é mais abrangente, sendo espécie
acessoria ou constante em diferentes trechos do canal, como observado por Caramaschi
(1986), também foram encontradas diferencas entre as populacdes estudadas. De acordo com
Artoni et al. (2006), a diversidade cariotipica interpopulacional pode ocorrer mesmo em
espécies com certa dispersao, tais como A. fasciatus, e surgiria em conseqiiéncia da fixacdo de
rearranjos cromossoémicos nas populagdes, influenciada por fatores como tamanho efetivo da
populacdo, fluxo génico e/ou deriva geneética. Além disso, estudos citogenéticos em A.
fasciatus em distintas ordens do canal demonstram diferencas cariotipicas marcantes entre 0s
espécimes de rios e os de riachos. O predominio de cariomorfos com 46 e 48 cromossomos
em populacGes de A. fasciatus (Centofante et al., 2003; Abel et al., 2006; Torres-Mariano e
Morelli, 2006; Pazza et al., 2006; Pazza et al., 2008a), e a presenca de diversos cariomorfos
(45, 46, 47 e 48 cromossomos) em simpatria no rio Mogi-Guacu (Pazza et al., 2006),
demonstram uma caracteristica propria das populacfes que ocupam estes sistemas maiores. Ja
estudos realizados em riachos de cabeceiras, o cariomorfo de 50 cromossomos (sem a
presenca de diferentes cariomorfos) parece ser comum em espécimes coletados nestes
ambientes, como verificado em um dos cariomorfos observados por Artoni et al. (2006) no rio
Cara-cara e lagoa Dourada (afluentes do rio Tigabi) e no presente trabalho, e pode representar
uma caracteristica das populacdes do complexo de A. fasciatus restritas a riachos de
cabeceiras.

No presente estudo ficou evidente que estes ecossistemas (riachos), que apresentam
grande diversidade de ambientes, abrigam uma diversidade ictiofaunistica pouco conhecida, e
que a citogenética de peixes associada a estudos de ecologia é uma importante ferramenta
para entender os processos envolvidos na distribuicdo e dispersdo de algumas espécies,
verificando diferentes tendéncias na evolucdo e diversificacdo em espécies do género

Astyanax.
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Figura 5. Metafases de Astyanax aff. paranae coradas por fluorocromos: populagéo do riacho
Pindorama, CMA; (A1) e DAPI (A2); populacdo do riacho Lopei, CMA; (B1) e DAPI (B2).
As setas indicam as RONs. Barra = 10 pm.
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Figura 6. Metafases de Astyanax fasciatus coradas por fluorocromos: populacdo do riacho
Pindorama, CMA; (A1) e DAPI (A2); populacdo do riacho Lopei, CMA; (B1) e DAPI (B2).
As setas indicam as RONs. Barra = 10 pm.



69

Figura 7. Metéafases de Astyanax altiparanae coradas por fluorocromos: populacéo do riacho
Pindorama, CMA; (A1) e DAPI (A2); populacdo do riacho Lopei, CMA; (B1) e DAPI (B2).

As setas indicam as RONSs e as cabecas de seta indicam as heterocromatinas AT-ricas. Barra =

10 pm.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo foi realizado em dois riachos da bacia do Alto rio Parana e apresentou
varias abordagens, tanto em relacdo aos dados cromossémicos demonstrando tendéncias
evolutivas nos grupos de peixes estudados, como também apresentou a importancia de
ambientes como os riachos que possuem caracteristicas préoprias, abrigando espécies de
pequeno porte.

Tendo em vista a diversidade encontrada na familia Heptapteridae e a necessidade de
mais dados citogenéticos com o intuito de esclarecer a tendéncia evolutiva dentro do grupo, o
estudo referente ao Capitulo 1 revelou um caminho diferente na evolucdo cariotipica de
Heptapterus mustelinus, uma espécie de pequeno porte, coletada no riacho Pindorama. Os
resultados obtidos demonstraram diferencas cariotipicas marcantes quando comparados com
os demais dados de Heptapteridae da literatura, reforcando a importancia de realizar mais
estudos nas espécies da familia, visto que apenas cinco géneros possuem dados citogenéticos.

Diante da complexidade das espécies do género Astyanax, o Capitulo 2 fez uma
abordagem focada dentro do género, principalmente nos complexos Astyanax scabripinnis,
Astyanax fasciatus e Astyanax altiparanae. Além de demonstrar diferencas cariotipicas mais
conspicuas entre as populacbes de Astyanax aff. paranae e A. fasciatus do que entre as
populacdes de A. altiparanae dos riachos Pindorama e Lopeli, este estudo buscou entender,
através de abordagens ecoldgicas e biogeograficas, 0s processos envolvidos nestes resultados,
provavelmente pelo isolamento entre as populacBes de Astyanax aff. paranae e A. fasciatus,
originado por fatores bidticos e abioticos, e 0 ndo isolamento entre as populacdes de A.
altiparanae pelo modo de dispersdo desta espécie.

A citogenética se mostrou uma ferramenta essencial produzindo resultados que déo as
respostas necessarias para diferentes propésitos, como estudos evolutivos dentro dos diversos
grupos de peixes, bem como estudos comparativos entre populagdes, proporcionando um

vasto conhecimento da diversidade da ictiofauna.
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