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RESUMO

O grande numero de espécies incluidas em Characidae, associado a imensa
variedade de formas que ela apresenta, tem dificultado proposi¢bes de classificagéo
que reflitam agrupamentos naturais dentro da mesma, gerando duvidas sobre o
monofiletismo deste grupo. Dados citogenéticos disponiveis tém revelado para
Astyanax um cariétipo variando de 2n = 36 a 50 cromossomos e para Hyphessobrycon,
2n = 46 a 52, com maior frequéncia observada para 2n = 48 e 50 cromossomos. No
presente trabalho foram analisadas as estruturas cariotipicas de 14 espécimes de A.
eigenmanniorum (5 machos e 9 fémeas) e 35 de A. jacuhiensis (20 machos e 15
fémeas) provenientes das Lagoas Flores e Nicola do banhado do Taim e 14 espécimes
de H. luetkenii (8 machos e 6 fémeas) e 12 de A. eigenmanniorum (7 machos e 5
fémeas), pertencentes ao Arroio Bolaxa. A metodologia utilizada para obtencdo de
metafases a partir de rim anterior seguiu a técnica descrita por Bertollo et al., (1978). O
namero cromossdmico encontrado para A. eigenmanniorum do arroio Bolaxa e do
banhado do Taim foi 2n = 48, sendo o cariétipo constituido por 8M + 18SM + 12ST +
10A, com um numero fundamental (NF) = 86. A analise das regifes organizadoras de
nucléolo (RONS) indicou marcac¢des em dois pares cromossémicos submetacéntricos.
Para populacdo de A. jacuhiensis do banhado do Taim verificou-se 2n = 50 (8M +
26SM + 8ST + 8A), (NF) = 92 e RONs presentes em um par cromossémico. Os
exemplares de H. luetkenii provenientes do Arroio Bolaxa mostraram 2n = 50 (4M +
10SM + 36A), (NF) = 64 e RONs presentes em um par acrocéntrico, heterocromatina
constitutiva localizada preferencialmente nas regides telomeéricas e centromeéricas nos
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. A hibridacdo fluorescente in situ
(FISH) mostrou 0 mesmo padréo de distribuicdo dos sitios de DNAr 18S demonstrado
pelas RONs. Observou-se ocorréncia de um par de cromossomos metacéntricos
grandes, o primeiro do complemento, em todos espécimes analisados, que é uma
caracteristica comum em Characidae. Desse modo, A. eigenmanniorum do Bolaxa e do
Taim mostraram variacbes estruturais quando comparados com outra populacdo
pertencente a regido Sul, assim como numéricas (2n = 48 e 50) quando comparados
com populacbes de Minas Gerais e Argentina, sugerindo ser outro “complexo de
espécies”. Ja A. jacuhiensis do Taim, mostrou-se conservada ao ser comparada com
populacdes ocorrentes na regidao, variando a formula cariotipica e localizacdo das

RONSs, indicando um certo grau de diferenciagédo, possivelmente devido ao isolamento
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geografico. Os exemplares de H. luetkenii, puderam ser comparados apenas com uma
populacdo ocorrente na mesma regido devido a caréncia de dados, apresentando
variacdo no padrao de distribuicdo de RONSs, 0 que sugere uma possivel ocorréncia de
rearranjos cromossoémicos reforcados por um possivel isolamento geografico entre as

mesmas.

Palavras chave: Citogenética, Astyanax eigenmanniorum, A. jacuhiensis,

Hyphessobrycon luetkenii e Regi&do Sul.
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ABSTRACT

The large number of species included in Characidae, coupled with the
immense variety of forms that it presents, has hampered classification of propositions
that reflect natural groupings within the same, creating doubts about the monophyly of
this group. Cytogenetic data available for Astyanax have revealed a karyotype ranging
from 2n = 36 to 50 chromosomes and Hyphessobrycon, 2n = 46 to 52, with higher
frequency observed for 2n = 48 and 50 chromosomes. Cytogenetic studies were carried
out in 14 specimens of A. eigenmanniorum (5 males and 9 females) and 35 A.
jacuhiensis (20 males and 15 females) from the lakes of Taim wetland and 14
specimens of H. luetkenii (8 males and 6 females) and 12 A. eigenmanniorum (7 males
and 5 females), belonging to Arroio Bolaxa. Mitotic chromosomes from kidney cells
were obtained following methodology by Bertollo et al. (1978). The diploid number
observed for A. eigenmanniorum of Taim wetland and Arroio Bolaxa was 2n = 48. The
karyotype structure was 8M + 18SM + 12ST + 10A, and the fundamental number (FN) =
86. The analysis of nucleolus organizer regions (NORs) showed markings on two
submetacentric chromosome pairs. To population of A. jacuhiensis of the Taim wetland
was found 2n = 50 (8M + 26SM + 8ST + 8A) (NF) = 92 and NORs present in a
chromosome pair..Specimens of H. luetkenii coming from the Arroio Bolaxa showed 2n
= 50 (4M + 10SM + 36A), (NF) = 64 and NORs present in one acrocentric pair,
constitutive heterochromatin preferably located in centromeric and telomeric regions in
chromosomes metacentric and submetacentric. The fluorescent in situ hybridization
(FISH) showed the same pattern of distribution of sites of 18S rDNA demonstrated by
NORs. The first chromosomal pair of the complement is a big metacentric which is
frequently observed in Characidae, occurred in all analyzed specimens. Therefore, A.
eigenmanniorum of Bolaxa and Taim showed structural changes compared with other
population belonging to the South, as well as numbers (2n = 48 and 50) when
compared with populations from Minas Gerais and Argentina, suggesting that other
"species complex”. A. jacuhiensis from Taim wetland, proved conserved when
compared with populations occurring in the region, varying the karyotype formula and
location of NORs, indicating some degree of differentiation, possibly due to
geographical isolation. Specimens of H. luetkenii, could be compared only with a

population occurring in the same region due to lack of data, showing variation in the
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distribution pattern of NORs, which suggests a possible occurrence of chromosomal

rearrangements reinforced by geographical isolation between them.

Key words: Cytogenetics, Astyanax eigenmanniorum, A. jacuhiensis, Hyphessobrycon
luetkenii e South region.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os peixes representam o grupo mais diversificado entre os vertebrados.
Ocupam uma posicdo basal na filogenia deste grupo, constituindo um conjunto de
organismos dos mais interessantes para estudo da variabilidade genética e evolugéo
(Nelson, 1994). Assim, a citogenética de peixes tornou-se uma importante ferramenta
na abordagem de questdes evolutivas, de sistematica, de hibridacdo inter e
intraespecifica, de polimorfismo e de poliploidia cromossémica (Araujo & Morelli, 2000).

Dados disponiveis para cerca de 700 espécies Neotropicais ja permitem
visualizar algumas tendéncias de evolucdo cariotipica deste grupo, considerando
namero e formula cromossémica, sistemas de cromossomos sexuais, ocorréncia de
cromossomos B, localizacdo de regibes organizadoras de nucléolo (Ag-RONS),
padroes de distribuicdo de heterocromatina constitutiva e bandamentos diversos,
incluindo analises recentes com hibridagéo fluorescente in situ (FISH) (Almeida-Toledo,
1998; Artoni et al., 2000; Centofante, 2003; Kantek, 2005; Kantek, 2007b; Peres, 2005).

As duas ordens mais representativas em numero de espécies na regiao
Neotropical sdo Characiformes e Siluriformes. Espécies pertencentes a estas ordens
mostram uma ampla variabilidade cariotipica, onde se observam grupos bem
heterogéneos (Characidae), ao lado de outros mais conservados (Anostomidae) (Artoni
et al., 2000).

O grande numero de espécies incluidas em Characidae, associado a imensa
variedade de forma que ela apresenta, tem dificultado proposicdes de classificacdo que
reflitam agrupamentos naturais dentro da mesma, gerando duvidas sobre o
monofiletismo deste grupo, o que também prejudica o entendimento das relacdes de
parentesco com as demais familias de Characiformes (Lucena, 1993). Nestes casos, a
associacdo entre a Citogenética e a Sistematica, tem se mostrado extremamente
proficua, complementando os estudos de identificacdo, distribuicdo e relacionamento
entre grupos, que normalmente baseiam-se apenas em caracteres morfométricos e
meristicos (Ozouf-Costaz & Foresti, 1992).

Astyanax, atualmente alocado entre varios géneros Incertae Sedis de
Characidae (Géry, 1977; Peres, 2005), inclui cerca de 74 espécies, sdo abundantes
nas bacias hidrograficas brasileiras e distribuem-se desde o sul dos Estados Unidos até
a regiao central da Argentina (Garutti & Britski, 2000; Lima et al., 2003). Como se trata

de um grupo com grande numero de espécies e formas semelhantes, muito da sua
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taxonomia ainda permanece obscura e identificagcbes incorretas aparecem com
frequéncia na literatura (Kavalco et al., 2007), como ocorre com A. eigenmanniorum e
A. jacuhiensis. Estas espécies sdo encontradas no Estado do Rio Grande do Sul, com
distribuicAo nas Bacias da laguna dos Patos e Uruguai e na localidade-tipo,
respectivamente (Bemvenuti & Moresco, 2005; Buckup et al., 2007).

Descricbes citogenéticas sdo escassas para A. jacuhiensis. Os dados
cariotipicos encontrados por Pacheco et al. (2006) e Machado & Born (2006b), sdo os
anicos registros, apresentando, em ambos casos, 2n = 50 cromossomos, mas com
divergéncia na formula cariotipica. Em contrapartida, populacdes de A.
eigenmanniorum foram caracterizadas por Fauz et al., (1994) em Volta Grande/MG
(mostrando populagbes com 2n = 50 cromossomos), Bottegoni (2003) na Argentina (2n
= O primeiro e unico dado cariotipico encontrado para H. luetkenii, espécie amplamente
representativa nas drenagens costeiras do Estado do Rio Grande do Sul (Bemvenuti &
Moresco, 2005; Buckup et al., 2007), foi obtido por Machado & Born (2007), em uma
populacdo de Rio Grande/RS, onde foi verificado 2n = 50 cromossomos. A caréncia de
estudos ressalta uma necessidade de obtencdo de mais informagfes cariotipicas a
respeito desta espécie ao longo de sua distribuicéo.

50), por Mariano & Morelli (2002) em Uberlandia/MG (2n=48/50), e por
Machado & Born (2006a) em Rio Grande/RS (2n = 48), diferindo quanto a férmula
cromossOmica, localizacdo de Ag-RONSs e distribui¢cdo de heterocromatina constitutiva.

Hyphessobrycon também €& um género incerto pertencente a Characidae
incluindo mais de 100 espécies (Bertaco & Carvalho, 2005). Foi proposto por Durbin
como um subgénero de Hemigrammus Gill, sendo diferenciado, mais tarde, pela falta
de escamas na nadadeira caudal. Foi extensivamente revisado por Eigenmann em
1921, e esta constitui ainda a Unica revisdo abrangente para o género (Bertaco et al.,
2007).

Algumas das contribuicbes que sugerem o reconhecimento deste grupo sao
baseadas, principalmente, nas semelhancas de padrbes de cores e forma da nadadeira
(Géry, 1977; Weitzman & Palmer, 1997). Estes dados, por vezes, contém poucas
informacdes Uteis para uma razoavel analise filogenética do grupo (Carvalho & Bertaco,
2006). Possivelmente, a falta de dados filogenéticos concisos para o género seja a
causa do grande numero e diversidade de espécies incluidas em Hyphessobrycon
(Bertaco et al., 2007).



A constatacdo de variagBes envolvendo tanto o nUmero quanto a estrutura
dos cromossomos de peixes vem aumentando a medida que se ampliam os estudos
citogenéticos nesses animais (Fernandes, 2006). Dessa forma, muitos estudos sobre
diversidade e polimorfismos cromossémicos em populacdes naturais ainda se fazem
necessarios, para a melhor compreenséao destes na evolucao cariotipica bem como na

evolucao organica de uma espécie (Pazza, 2005).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ictiofauna Neotropical: Aspectos Gerais

Dentre os vertebrados, os peixes sdo aqueles que apresentam o maior
namero de espécies, 24.600 de acordo com Nelson (1994), o que representa mais da
metade de todas as espécies de vertebrados vivos no mundo, estimada em
aproximadamente 48.170. Esta provavelmente é a razdo para o pouco conhecimento
que se tem sobre sistematica, evolugcédo, ecologia, fisiologia e genética deste grupo
(Nelson, 1994; Vari & Malabarba, 1998).

As Américas do Sul e Central isolaram-se de outras areas continentais ha
cerca de 70 milhdes de anos, e comportam uma imensa diversidade de ambientes
ecologicos. Essas regides possuem uma fauna de peixes muito rica (Centofante, 2003),
estimada em aproximadamente 8000 espécies (Schaefer, 1998) distribuidas em
apenas 0,003% de toda agua do planeta (Vari & Malabarba, 1998).

Das 4.000 espécies validas ocorrentes na ictiofauna Neotropical de agua
doce (Reis et al., 2003), 2.587 ocorrem no Brasil (Buckup et al., 2007). Os autores
ressaltam que este registro ndo abrange espécies nominais incluidas em sinonimia.
Salientam também que houve um incremento de 1.253 espécies descritas num periodo
de um pouco mais de 50 anos transcorridos desde os primeiros registros publicados no
catalogo de Fowler, no Brasil, nos anos de 1948, 1950, 1951 e 1954.

O territério brasileiro compreende um grande numero de bacias hidrograficas
tropicais e subtropicais (Buckup et al., 2007). Populacdes isoladas, principalmente de
agua doce que habitam rios ou lagos com barreiras fisicas e/ou geograficas, tendem a
se subdividir, o que resulta em uma fauna de peixes de agua doce muito mais
diversificada do que as com representacdo marinha, que incluem 1.297 espécies
(Carvalho, 1993; Centofante, 2003; Buckup et al., 2007).

A maior parte dessa diversidade, mais especificamente a sul-americana,
pertence a cinco grupos dominantes: Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes,

Cyprinodontiformes e Ciclideos (Buckup et al., 2007).



2.1.1. Ordem Characiforme

Constituida por 14 familias (Buckup et al., 2007) e, pelo menos, 1.343
espécies. Destas, cerca de 208 sdo africanas e o restante provém do Sudoeste dos
Estados Unidos, México e das Américas do Sul e Central (Lucena, 1993; Nelson, 1994;
Froese & Pauly, 2007), sendo que no Brasil encontram-se 948 (Buckup et al., 2007).

As variacdes nas estratégias de vida dos Characiformes estdo presentes de
forma muito evidente, tanto que este grupo exibe uma divergéncia fenotipica adaptativa

tdo grande que nao se iguala a nenhuma outra ordem animal (Fink & Fink, 1981).

2.1.2. Familia Characidae

Dentro dos Characiforme encontra-se a familia Characidae, a maior e mais
complexa, compreendendo cerca de 30 subfamilias, 250 géneros (Britski et al., 1998) e
597 espécies (Buckup et al., 2007). Seus representantes estdo alocados no Filo
Chordata, Subfilo Vertebrata, Classe Osteichthyes, Subclasse Actinopterygii e Ordem
Characiformes (Nelson, 1994).

Popularmente sdo conhecidos como lambaris, piracamjubas, piranhas,
pacus, peixe—cachorro, dourado, entre outros (Britski, 1972) e sédo coletados com
relativa facilidade nos cursos de agua, tanto pela rigueza de espécies como pelo
grande numero de espécimes encontrados (Daniel-Silva, 1996).

Geralmente apresentam uma nadadeira caudal adiposa, sdo bons
nadadores, possuem escamas, € seu tamanho pode variar desde dois centimetros,
como 0s pequiras, até mais de um metro, como os dourados (Britski, 1972), Nesta
familia as espécies apresentam habitos alimentares muito diversificados (herbivoros,
onivoros e carnivoros) e exploram uma grande variedade de habitats (Britski et al.,
1998).

Grande parte das subfamilias de Characidae foi proposta originalmente por
Eigenmann, no inicio do século passado. Posteriormente, foram descritos novos
géneros que nao se encaixavam em nenhuma destas subfamilias, logo, até o
momento, este grupo ndo pode ser considerado monofilético (Weitzman & Malabarba,
1998). Desse modo, evidencia-se a necessidade de revisdes que possam esclarecer as

verdadeiras relacbes entre 0s grupos que compde esta familia, como por exemplo,



Astyanax e Hyphessobrycon, considerados géneros Incertae Sedis entre o0s
Characidae (Peres, 2005).

2.2. A Ictiofauna do Banhado do Taim

Segundo o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis), existem atualmente no mundo 9.766 unidades de conservacao,
abrangendo aproximadamente 870 milhdes de hectares, distribuidas em 149 paises.
Entendem-se como unidades de conservagao todas as areas protegidas que possuem
regras proprias de uso e de manejo, com a finalidade propria de preservacdo e
protecdo de espécies vegetais ou animais, de tradicbes culturais, de belezas
paisagisticas, ou de fontes cientificas, dependendo da categoria em que se enquadram
(Schenini et al., 2004).

A Estacdo Ecoldgica do Taim (ESEC/TAIM) possui uma area de 33.995
hectares e estende-se entre municipios do Rio Grande e Santa Vitéria do Palmar, no
Estado do Rio Grande do Sul (Kurts et al., 2003). Considerado um dos mais
importantes sitios ecologicos do pais é constituida pelas Lagoas dos Patos, Mirim,
Mangueira e um sistema de lagoas menores, como Nicola e Flores (Braga & Abdallah,
2004) sendo seu sistema hidrolégico o Unico que cerca uma variedade de habitats,
como praias, dunas, florestas, gramados e, especialmente, banhados (Motta-Marques
et al., 2002).

A Lagoa Mangueira € a principal fonte de alimentacdo de agua do banhado
do Taim, sendo o sentido geral do escoamento da regido para o norte, atravessando o
banhado e seguindo em direcéo a Lagoa Mirim (Braga & Abdallah, 2004).

Porto de paisagens tanto heterogéneas como produtivas e com uma
diversidade biologica excepcional, como orquideas, figueiras nativas, cisne-de-
pescoco-preto, ratdo-do-banhado, jacaré-de-papo-amarelo e peixes como penharol e
traira, acabou motivando autoridades federais brasileiras a considerar parte deste
sistema hidrolégico como Estacdo Ecologica do Taim através do Decreto n® 92.963 em
21 de Julho de 1986 (Braga & Abdallah, 2004; Garcia et al., 2006a), a fim de amenizar
0S impactos antropogénicos expressivos na regido, como captacdo de agua para
irrigacéo de arroz e atividades pesqueiras (Motta-Marques et al., 2002).

Segundo Garcia et al. (2006a), os peixes geralmente representam um

importante componente biolégico em banhados de agua doce, exercendo um papel
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crucial no fluxo de energia entre baixos e altos niveis troficos, no controle “top-down” da
via de predacgédo. S&o um grupo importante por sustentar alta diversidade que, contudo,
tém sido pobremente estudado nesse ecossistema. As investigacdes relacionadas aos
peixes desta regido referem-se a listas taxonémicas (Buckup & Malabarba, 1983;
Grosser et al., 1994; Garcia et al., 2006a), descricdo de novas espécies (Reis, 2003),
alimentacdo (Moresco & Bemvenuti, 2005), estrutura e dinamica alimentar (Garcia et
al., 2006b; Quintela et al., 2008).

Em recente revisdo da ictiofauna nos banhados do Taim, Garcia et al.
(2006a) indicaram a presenca de 62 espécies, distribuidas em 24 familias, com
Characidae (19 espécies) e Cichlidae (sete espécies) mostrando as maiores riguezas
de espécies, conforme Tabela 1 em anexo.

2.3. A Ictiofauna do Arroio Bolaxa

Criada em 2005 pela Lei Municipal 6.084, a Area de Protecdo Ambiental da
Lagoa Verde (APA da Lagoa Verde) apresenta uma area superficial de
aproximadamente 510 hectares e esta localizada no municipio de Rio Grande, regiao
sul da planicie costeira do Rio Grande do Sul. E delimitada por uma faixa de 200m a
partir do nivel médio da propria Lagoa Verde e uma faixa de 100m de cada margem
dos arroios Bolaxa e Senandes e do canal Sdo Simao, que liga a lagoa ao Saco da
Mangueira, no estuario da Lagoa dos Patos (Cabral & Souza, 2005; Behling, 2007).

Os ecossistemas existentes nesta APA, que formam a chamada Restinga
Litor&nea, representam a ultima area de marismas, banhados, arroios, matas e dunas
interiores preservados dentro da zona urbana do municipio (Nema, 1994; Batista et al.,
2007).

O Arroio Bolaxa é de extrema importancia na regido, em razdo do seu
volume d’agua, numero e abundéancia de espécies (Tagliani, 1994; Batista et al., 2007,
Behling, 2007) mas sofre consideravel impactacdo antropolégica, como acumulo de
lixo, exploracdo de espécies nativas vegetais, pesca predatoria, grande especulacao
imobiliaria em funcdo da expansdo do eixo Rio Grande/Cassino, além de ser
seccionado pela RS 734, que liga o centro da cidade ao balneéario (Nema, 1994, Batista
et al., 2007).

Com fluxo suave, suas aguas abrigam e alimentam 27 espécies de peixes e

nas matas de sua margem encontram-se diversos tipos de passaros (NEMA, 2008),



destacando-se também espécies ameacadas de extincdo, como as encontradas na
Lista das Espécies da Flora Ameacadas de Extingdo no Rio Grande do Sul - Butia
capitata, Tillandsia aeranthos e Tillandsia usneoides (Batista et al., 2007), e animais
ameacados - Lontra longicaudis (segundo a portaria do IBAMA no 1522,de 19/12/89), e
Austrolebias minuano Costa & Cheffe 2001, classificado como “em perigo”, conforme
Livro Vermelho da Fauna Ameacada de Extingdo no Rio Grande do Sul (Reis et al.,
2003; Porciuncula et al., 2006).

O Unico registro a respeito da ictiofauna desta regido foi feito por Tagliani em
1994, em trés riachos da planicie costeira do RS — Arroio Martins, Arroio Senandes e
Arroio Bolaxa - apresentando Characiformes como grupo dominante, seguido pelos
Atheriniformes e Perciformes. Pertencente a familia Characidae, Hyphessobrycon
luetkenii foi a espécie mais abundante e representativa (presente em 77% das
capturas), inclusive nos meses de inverno, onde a ocorréncia total de peixes mostra-se
bastante reduzida. O segundo género mais representativo nos arroios foi Astyanax,
com A. eigenmanniorum como principal representante (Tagliani, 1994) (Tabela 2 em
anexo).

Dados desatualizados a respeito da ictiofauna do Arroio Bolaxa representam
uma lacuna no conhecimento das espécies ocorrentes, uma vez que € comum a pesca
com redes regido e na Laguna dos Patos, praticada sem a devida fiscalizacdo dos
orgdos competentes, o que pode afetar diretamente a diversidade e densidade de

peixes deste local.

2.4. Consideracdes sobre a citogenética

Como uma ferramenta para estudos filogenéticos, a citogenética pode
colaborar ou corroborar com dados especificos de espécies desconhecidas ou
morfologicamente muito semelhantes. Além disso, as analises citotaxonémicas
contribuem para o estudo da evolucao, pelo fato do material genético estar contido nos
cromossomos (Guerra, 1988), e ainda, segundo Oliveira et al, (2008) e Araujo & Morelli
(2000), fornecem informacdes para o entendimento de questdes de sistemética, de
hibridacé&o inter e intraespecifica; de polimorfismo e de poliploidia cromossémica.

Os autores salientam também a relevante contribuicdo que a citogenética
prové acerca dos mecanismos de determinacdo sexual e evolugcdo de cromossomos

sexuais, assim como a descricdo de cromossomos B.



Como muitas espécies apresentam numero e morfologia cromossémica
semelhantes, além desses dados, marcadores cromoss6micos mais aprimorados tém
sido buscados como uma ferramenta para comparacao intra e interespecifica. Por meio
de técnicas convencionais, como coloracdo com Giemsa, bandamentos C, e
localizac&o das regides organizadoras de nucléolo através da impregnacdo com nitrato
de prata (Ag-RONS) e, mais recentemente, através de métodos mais apurados, como
clivagem com enzimas de restricdo, e localizacdo de sequéncias especificas atravées da
técnica de hibridacdo fluorescente in situ (FISH) se pode fornecer contribuicdes
importantes para o entendimento da evolucao e estrutura dos cromossomos (Kantek,
2005; Pazza, 2005).

2.4.1. Coloracdes e marcadores moleculares

A andlise cromossdmica convencional, feita com solugdo Giemsa
tamponada (pH 6,8) a 5% (Artoni et al., 2000), cora uniformemente 0S cCromossomos
permitindo, dessa forma, estabelecer o nimero dipléide da espécie, bem como sua
férmula cariotipica.

A coloragdo com nitrato de prata, em condicbes adequadamente
controladas, é um método altamente seletivo para coloracdo de nucléolos interfasicos e
regibes organizadoras de nucléolos (constricbes secundarias ou outras regides com
sitios responsaveis pela transcricdo de RNA ribossomal, também denominados RON)
em cromossomos. A impregnacao de nitrato de prata foi descrita por Goodpasture e
Bloom em 1975 para evidenciar RONs em cromossomos humanos, e, por meio de
modificacdes desta técnica, feitas por Howell & Black (1980), foi possivel visualizar a
variabilidade destas regides nos cromossomos de peixes (Kantek, 2005; Pazza, 2005).

Nas regides de DNA ribossomal (DNAr), ocorrem variacfes que possibilitam
a diferenciacdo ndo s6 de espécies, como também de populacdes. Através da
coloragdo com nitrato de prata, observa-se a distribuicdo de RONs quanto ao numero,
localizag&o, atividade e quantidade de DNAr. As RONs podem ser simples, presentes
em um par cromossomico ou multiplas, presentes em mais de um par de cromossomos
(Araujo & Morelli, 2000).

A grande limitacdo desta técnica é o fato do nitrato de prata marcar apenas
as RONs que foram ativamente transcritas durante as intérfases precedentes as

metafases analisadas, ndo possibilitando, muitas vezes, a demonstracdo do numero



real de RONs (Fernandes, 2006). Dessa forma, as RONs tém sido melhor
caracterizadas pela hibridacéo fluorescente in situ (FISH), uma vez que determina a
posicdo do DNAr independentemente de sua atividade. O DNAr é organizado em
eucariotos superiores dentro de duas distintas classes génicas: a classe maior (DNAr
45S) que transcreve os RNA ribossomais (RNAr) 18S, 5.8S, e 28S e a classe menor
(DNAr 5S) que transcreve o RNAr 5S. Sitios ativos de DNAr 45S correspondem as
RONSs nos cromossomos, enquanto DNAr 5S nao estdo presentes na RON (Artoni et
al., 2000; Fernandes, 2006).

Trata-se de uma técnica de DNA recombinante que ndo necessita de
isétopos radioativos, 0 que a torna realizavel em qualquer laboratério padrdo de
citogenética. Este procedimento tornou possivel detectar sequéncias especificas de
acidos nucléicos em cromossomos, células e tecidos morfologicamente preservados,
baseando-se na formacgao duplex, sob condigcbes bem definidas, de um fragmento de
acido nucléico de fita simples modificado (sonda ou probe) e sua seguéncia
complementar (sequéncia alvo) em um espécime bioldgico fixado (Naoum, 2001).

A técnica FISH envolve a preparacdo de sondas especificas de DNA,
marcadas pela incorporacdo de nucleotideos quimicamente modificados que sao
diretamente fluorescentes (método direto) ou podem ser detectados pela ligacdo a uma
molécula fluorescente (método indireto), visualizados sob luz ultravioleta. Tais sondas
de cadeias simples de DNA sao hibridizadas com os cromossomos metafasicos como
nas técnicas habituais de citogenética, mas também diretamente com 0s cromossomos
de células interfasicas. ApGs a hibridizagdo in situ, as laminas formadas podem ser
vizualizadas em microscépio de fluorescéncia, e as alteracdes cromossdmicas, se
presentes, identificadas (Pinkel et al., 1986; Naoum, 2001).

Assim, é possivel identificar alteracdes além da resolucdo visual, como as
microdelecdes, ou quando um rearranjo cromossOmico envolve uma regidao camuflada
na leitura pela banda (rearranjo critico) ou de dificil interpretacdo (como rearranjos
dentro do cromossomo). Realizando FISH também €& possivel detectar anormalidades
numericas e estruturais em células metafasicas e interfasicas, como aneuploidias
(alteragBes no numero de cromossomos) e translocacdes (Pinkel et al., 1986; Naoum,
2001).

Outra metodologia muito utilizada como auxilio no pareamento de
cromossomos homologos, € a deteccdo da heterocromatina constitutiva (também

conhecida como bandamento C proposta por Sumner (1972). Esta técnica permite ao
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pesquisador detectar rearranjos cromossOmicos, diferencas nos padrdes de localizagao
da heterocromatina e outros eventos que venham contribuir nos estudos de evolucéo

cariotipica de uma espécie em questao (Araujo & Morelli, 2000).

2.4.2. Citogenética de peixes

Os primeiros estudos citogenéticos em peixes foram publicados por Retzius
& Kastschenko em 1890 (apud Denton, 1973). Contudo, até a descoberta da aplicacédo
dos tratamentos hipotonizantes para estudo das células em divisdo, pouco foi feito
nesta area. Somente apés o inicio da década de 60, os trabalhos em citogenética de
peixes puderam apresentar dados precisos a respeito do numero e da forma dos
cromossomos (Kantek, 2005).

No Brasil, a citogenética de peixes teve seu inicio na década de 1970, com
pesquisas em espécies de Astyanax realizadas por Jim & Toledo (1975), em
Pimelodidae (Toledo & Ferrari, 1976) e em Cichlidae e Loricariidae (Michele et al.,
1977a e 1977b). A partir de entdo alguns grupos de pesquisas se formaram, estando
hoje presentes em varios estados brasileiros, alguns ja bem consolidados, enquanto
outros sdo mais recentes e/ou em estado de consolidacao (Artoni et al., 2000).

O desenvolvimento geral da citogenética de peixes tem sido bastante grande
nas ultimas décadas, entretanto, estima-se em torno de 10% de espécies com
cariétipos conhecidos dentre as 24.600 espécies de peixes existentes (Gold et al.,
1990; Ozouf-Costaz & Foresti, 1992; Nelson, 1994). A associacdo entre a Citogenética
e a Sistematica, tem se mostrado, em muitos casos, extremamente proficua,
complementando os estudos de identificacéo, distribuicdo e de relacionamento entre
grupos naturais, normalmente baseados apenas em caracteres morfométricos e
meristicos (Ozouf-Costaz & Foresti, 1992).

O género mais estudado citogeneticamente entre os Characidae é o
Astyanax, pertencente a subfamilia Tetragonopterinae (Aradjo & Morelli, 2000). Tém
recebido atencdo especial por parte de alguns pesquisadores devido as suas
caracteristicas biologicas e citogenéticas, existindo casos onde diferentes populagfes
de uma mesma espécie tém mostrado diferencas morfoldgicas e cariotipicas (Kantek,
2005).

Este grupo tem como principais caracteristicas nadadeira adiposa

geralmente presente; linha lateral completa, pouco curva na frente; pré-maxilar néo
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protratil; dentes pré-maxilares dispostos em duas séries, a interna com cinco dentes;
dentes com cuspides; altura do corpo cerca de trés vezes menor que 0 comprimento
padrdo e escamas de tamanho normal cobrindo apenas os raios da nadadeira caudal
(Britski et al., 1998).

Em contrapartida, apesar da grande diversidade de espécies que compde
Hyphessobrycon, sabe-se muito pouco a respeito dos dados citogenéticos, ja que
geralmente sé&o descritos apenas 0s numeros cromossémicos haploides (Centofante et
al., 2003).

Os representantes de Hyphessobrycon ndo ultrapassam de 60 mm de
comprimento (Lima & Gerhard, 2001). S&o caracterizados por uma linha lateral
interrompida e os lobos da nadadeira caudal desprovidos de escamas (Britski, 1972).
Muitas de suas espécies apresentam um colorido particular, despertando um grande
interesse para aquariofilia (Centofante et al., 2003).

A evolucdo destes grupos de peixes estd provavelmente relacionada a
alteracdes cromossdmicas, como rearranjos e inversdes (Peres, 2005). Logo, estudos
sobre diversidade e variacbes cromossomicas em populacdes naturais ainda se fazem
necessarios, a fim de melhor compreender a evolucdo cariotipica, bem como a

evolucao organica de uma espécie (Pazza, 2005).

2.4.2.1. Estado atual da citogenética de Astyanax: énfase em A.

eigenmanniorum e A. jacuhiensis

Os dados citogenéticos disponiveis tém revelado uma diversidade cariotipica
acentuada para a subfamilia Tetragonopterinae, cujos representantes apresentam uma
variabilidade compreendida entre 2n = 36 a 2n = 52 cromossomos (Souza, 2003). Entre
as espécies de Astyanax, o numero diploide varia de 2n = 36 em A. schubarti (Morelli et
al., 1983; Daniel-Silva & Almeida-Toledo, 2001) a 2n = 50 em outras espécies do
género (Kantek et al., 2007a), como A. jacuhiensis (Machado & Born, 2006b).

Além da variacdo do numero diploide, ha casos de populacbes de uma
mesma espécie que apresentam também formulas cariotipicas diferentes, como A.
scabripinnis e A. eigenmanniorum.

Diversas populacbes do “complexo scabripinnis” de espécies tém sido
profusamente estudadas, registrando-se diferencas cromossémicas interpopulacionais

tanto no nivel numérico quanto macro e micro estruturais (Fernandes & Martins-
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Santos, 2002b). Muitos estudos tém demonstrado a presenca de varias formas de
Cromossomos supranumerarios, casos de triploidia natural, além de variagbes no
namero cromossdmico e/ou variagbes nas formulas cromossdmicas neste grupo
(Pazza, 2005). Oliveira-Pinto et al. (2002) descreveram para populacbes de A.
scabripinnis do rio Puimhi (MG) 2n = 46. Fernandes & Martins-Santos (2002b),
analisando popula¢@es da bacia do rio Ivai (PR), encontraram 2n = 48, enquanto que a
maior parte dos trabalhos descrevem um 2n = 50, como ilustra a Tabela 3 extraida de
Machado (2006) que segue em anexo. A hipotese de que existam ao menos trés
espécies no “complexo scabripinnis” € baseada na auséncia de hibridos naturais em
populacdes com 2n = 46, 48 ou 50 cromossomos, encontradas em simpatria e/ou
sintopia (Pazza, 2005).

Populacdes de A. eigenmanniorum foram caracterizadas por Fauz et al.
(1994) em Volta Grande/MG (2n = 50), Bottegoni (2003) na Argentina (2n = 50), por
Mariano & Morelli (2002) em Uberlandia/MG (2n = 48/50), e por Machado & Born
(2006a) em Rio Grande/RS (2n = 48), diferindo também quanto a férmula
cromossOmica, localizagdo de Ag-RONSs e distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
Dados citogenéticos disponiveis para este grupo sugerem que este seja outro
“complexo de espécies” uma vez que, devido a distribuicdo do grupo compreender
desde o Rio Grande do Sul até Argentina, incluindo a bacia do Rio Parana, conforme
Bemvenuti & Moresco (2005) e Buckup et al. (2007), sua ocorréncia em coOrregos de
Minas Gerais, com variagdo do numero cromossoémico, sugere uma revisao taxonémica
mais detalhada.

Ha ainda grupos que mantém seu numero dipldide, porém, apresentam
diferencas inter e intrapopulacionais nas formulas cariotipicas, indicando que rearranjos
estruturais sdo 0s principais responsaveis pela diversificagdo ocorrida durante a
evolucéo destas espécies (Porto & Martins- Santos, 2002). E o caso de A. jacuhiensis,
como relatam os trabalhos de Pacheco et al. (2006) e Machado & Born (2006b).
Analisando populagcdes provenientes de duas regides distintas do Sul do Brasil (Rio
Guaiba, Porto Alegre/RS e canal de Santa Isabel, Rio Grande/RS, respectivamente), os
autores descreveram 2n = 50, com férmulas cariotipicas interpopulacionais distintas,
sendo estes os Unicos dados disponiveis para esta espécie que ainda encontra-se

pouco explorada citogeneticamente.

13



Devido a grande diversidade de espécies que este género apresenta, muitas
ainda estdo sendo descritas e caracterizadas citogeneticamente (Ramos et al., 2006),

como também ilustra a Tabela 3 em anexo.

2.4.2.2. Estado atual da citogenética de Hyphessobrycon: énfase em H.

luetkenii

Apesar da grande diversidade de espécies que compde este género, 0s
dados citogenéticos sdo ainda escassos, uma vez que, geralmente sao descritos
apenas 0s numeros cromossomicos hapléides (Centofante et al., 2003), ou os estudos
se concentram em descricdo de novas espécies (Bertaco et al., 2007; Benine & Lopes,
2008; Carvalho et al., 2008). Contudo, observa-se uma variabilidade cromossdémica que
compreende 2n = 46 a 2n = 52, com maior frequéncia observada para 2n =48 e 2n =
50 (Centofante et al., 2003).

Os registros citogenéticos sdo raros para o grupo, mostrando populacées de
H. anisitsi provenientes da Bacia do Alto Parana (Centofante et al., 2003) com 2n = 50
cromossomos e H. griemi e H. reticulatus ocorrentes no rio Itimirim/SP, com 2n = 48 e
50, respectivamente (Carvalho et al., 2002).

Espécie abundante nos corregos do Sul do Brasil, H. luetkenii foi descrita
cariotipicamente por Machado & Born (2007). Os autores relataram 2n = 50
cromossomos para uma populacédo ocorrente em um lago de natureza antrépica, em
Rio Grande/RS, sendo este o primeiro trabalho a descrever seu niamero e férmula
cromossOmica, bem como localizagdo de Ag-RONs e distribuicdo de heterocromatina
constitutiva. Fica evidente a importancia da ampliacdo das analises cromossémicas
deste grupo em um corpo d'agua representativo na regido, podendo, dessa forma,

avaliar a distribuicdo e evolucdo de H. luetkenii.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar citogeneticamente as
espécies de A. eigenmanniorum, A. jacuhiensis e H. luetkenii do banhado do Taim e

Arroio Bolaxa.

3.1. Obijetivos especificos

1. Caracterizar citogeneticamente A. eigenmanniorum e A. jacuhiensis
ocorrentes nas Lagoas Flores e Nicola do banhado do Taim, quanto ao
namero dipléide, formula cariotipica e regides organizadoras de nucléolo
(RONSs);

2. Caracterizar citogeneticamente A. eigenmanniorum do Arroio Bolaxa
quanto ao numero dipldide, férmula cariotipica e regides organizadoras de
nucléolo (RONSs);

3. Caracterizar citogeneticamente Hyphessobrycon luetkenii ocorrente no
Arroio Bolaxa, através do numero diploide, férmula cariotipica, distribuicdo
de heterocromatina constitutiva (bandamento C), localizacdo das regides
organizadoras de nucléolo (RONs) através de nitrato de prata e hibridacao
fluorescente in situ (FISH), através da sonda DNAr 18S;

4. Avaliar a hipotese da existéncia de polimorfismos cromossémicos e/ou
variacdes inter/ intrapopulacionais das espécies pertencentes aos diferentes

lagos;

5. Contribuir com dados citogenéticos que possam servir de auxilio para

um melhor entendimento da taxonomia destes grupos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de coleta e espécies estudadas

Durante o periodo de setembro/2007 a maio/2008, foram coletados no
banhado do Taim, nas Lagoas Flores (32° 32' 45" S; 52° 31' 4" W) e Nicola (32°
32' 32" S; 52° 32' 26" W - Figuras 1 e 2), 14 exemplares, cinco machos e nove
fémeas, de A. eigenmanniorum (Figura 3a) e 35 exemplares, 20 machos e 15

fémeas, de A. jacuhiensis (Figura 3b).
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Figura 1. Mapa hidrogréafico parcial da regido Sul, evidenciando a Estacéo
Ecoldgica do Taim e os locais de coleta: Lagoa Flores (32° 32' 45" S; 52° 31"
4" W) e Nicola (32° 32" 32" S; 52° 32' 26" W).



Figura 2. Lagoa Flores (32° 32' 45" S; 52° 31' 4" W - a) e Nicola
(32°32'32" S; 52° 32' 26" W - b).
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Figura 3. Exemplares de Astyanax. A.
A. jacuhiensis (b). Barra =1 cm.

eigenmanniorum  (a);
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As coletas no Arroio Bolaxa (32909.7407S; 52°1.270 "W - Figura 4)
ocorreram entre novembro/2007 e novembro/2008, e totalizaram em 14 exemplares de
H. luetkenii (oito machos e seis fémeas - Figura 5) e 12 de A. eigenmanniorum (sete

machos e cinco fémeas).
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Figura 4. Mapa do rio grande do sul evidenciando o Arroio Bolaxa,
pertencente ao municipio de rio grande (3209.740"S ; 52°11.270"W).
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Figura 5. Exemplar de H. luetkenii. Barra = 1 cm.

A captura dos exemplares foi realizada com tarrafa malha 12 mm (Figura 6a)
e armadilhas do tipo covo (Figura 6b).

Figura 6. Materiais utilizados para coleta dos peixes; tarrafa malha

12 mm (a); armadilha do tipo covo (b).

Estes eram transportados vivos em baldes com tampa (Figura 7a) até o
Laboratério de Genética da Furg e mantidos em tanques de 250 e 500 litros (Figura
7b), com aeracao constante e temperatura regulada de 25 C até o processamento, o
que variava de um a dois dias.

20



Figura 7 . Transporte e acondicionamento dos espécimes: balde com
tampa (a); tanques 250 e 500l (b).

Apds o procedimento para obtencdo das metafases, os espécimes foram
preservados em formol 10% durante trés dias e posteriormente transferidos para alcool
70%. Cada exemplar foi identificado e depositado no Museu de Ictiologia da UFRGS,
RS, seguindo os registros UFRGS 9830, UFRGS 9831, UFRGS 9834, UFRGS 10645 e
UFRGS 10646.
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4.2. Métodos

4.2.1. Obtenc¢éo dos cromossomos mitéticos - tratame  nto “ in vivo”

Os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir da suspenséao de células
do rim anterior, usando a técnica convencional de “air drying” descrita por Bertollo et

al., (1978), com algumas modificacoes:

1°. Injetar intra-peritonealmente, entre as nadadeiras peitoral e ventral,
solugédo aquosa de colchicina (0,025%) correspondendo a 1ml/100g do peso

do animal;
2°. Colocar o peixe em aquario aerado por cerca de 60 minutos;

3°. Transcorrido o tempo, anestesia-lo, imergindo-o em solugcéo de éter a
10%,;

4°. Sacrifica-lo e retirar seu rim anterior;
5° Lavar o material retirado em solucdo hipotbnica de KCI (0,075M),

transpondo para pequenas cubas de vidro contendo aproximadamente 10

ml da mesma solugéao;

6°. Fragmentar o material usando seringa hipodérmica sem agulha, por meio
de leves aspiracOes e expiracbes do material, até que se obtenha uma

solucdo homogénea, a fim de facilitar a separacao das células;
7°. Incubar a solugéo a 37°C por 35 minutos;

8°. Ressuspender o material, vagarosamente, usando uma pipeta Pasteur e

transferir a solucdo para um tubo de centrifuga;

9°. Pingar algumas gotas de fixador (metanol: acido acético — 3:1) recém
preparado e ressuspender o material. Centrifuga-lo por 10 minutos a 1200
rpm e descartar o sobrenadante com a pipeta Pasteur;

10°. Adicionar ao tubo 5-7 ml do fixador preparado, deixando escorrer pelas
paredes deste e ressuspender novamente o material usando a pipeta

Pasteur;
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11°. Repetir por duas vezes 0s itens sete e oito, sendo que, apds a ultima
centrifugagéo e descarte do sobrenadante, adicionar 1 ml do fixador no tubo,
ressuspender bem o material e transferi-lo para frascos do tipo “ependorff” ;

12°. Armazenar os frascos a 20°C negativos.

4.2.2. Coloracao Convencional — Giemsa

Para a analise cromossOGmica, as laminas preparadas com a suspensao
celular foram coradas com solucdo Giemsa diluida em tampéao fosfato pH 6,8 (KH,PO,
+ Na,HPO,), conforme Bertollo et al., (1978):

1°. Pingar trés gotas da suspensao obtida em lamina recém lavada e
escaldada com agua a 70°C, deixando escorrer 0 excesso de material

inclinando a lamina sobre um papel absorvente;

2°. Secar ao ar livre e corar com Giemsa 5% em tampéao fosfato, pH 6,8,

durante 10 minutos;

3°. Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar para posterior

analise no microscoépio.

4.2.3. Deteccao da heterocromatina constitutiva: Ba nda C

A heterocromatina constitutiva foi visualizada pelo método de bandamento

C, segundo Sumner (1972), com pequenas modificacdes:

1°. Colocar a lamina preparada em solucdo de HCI 0,2N, em temperatura

ambiente, por 5 minutos;
2°. Lavar a lamina em agua destilada e deixar secar;
3°. Colocar a lamina em solucéo de 2 x SSC por 15 minutos a 60°C;

4°, Lavar a lamina em agua destilada e deixar secar;
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5°. Colocar a lamina em solucdo de hidroxido de bario a 5% (Ba(OH),) a

60°C em banho-maria por 30 segundos;

6°. Imergir a lamina rapidamente em HCI 1N e lavar com 4gua destilada;
7°. Colocar a lamina em solucéo de 2 x SSC por 30 minutos a 60°C;

8°. Lavar a lamina em agua destilada e deixar secar;

9°. Corar o material com Giemsa 5% durante 12 minutos.

10°. Analise microscépica, sendo as metafases que apresentarem
cromossomos com melhor morfologia, condensacéo, dispersdo e marcacao,

fotografadas e copiadas para montagem dos cariétipos.

4.2.4. Coloragédo com nitrato de prata — Ag-RONs

As regides organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs) foram evidenciadas pela
técnica descrita por Howell & Black (1980), porém, com algumas modificacdes,
permitindo assim uma maior exatiddo na deteccao dos pares cromossémicos marcados

com nitrato de prata:

1°. Pingar uma gota de material sobre a lamina recém limpa e secar ao ar;
2°. Corar com Giemsa 5% por oito minutos;

3°. Observar no microscopio, fotografar e marcar na lamina ponto as

metafases com melhor morfologia, dispersédo e condensacédo cromossomica,

4°. Imergir a lamina em fixador Carnoy (metanol: acido acético — 3:1) a fim
de descora-la;

5°. Tratar a lamina durante trés minutos em HCI 0,2N a 60°C e secar ao ar;

6°. Pingar uma gota de solucéo coloidal reveladora (1g de gelatina dissolvida
em 50 ml de 4gua destilada acrescida de 0,5 ml de acido férmico) e duas
gotas de nitrato de prata 50% (1g de AgNO; dissolvida em 2 ml de agua

destilada) sobre o material na lamina;

7°. Cobrir com laminula;
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8°. Levar a lamina a estufa a 60°C em uma placa de Petri forrada com papel
filtro umedecido, até que a mistura das solugbes alcance uma coloracéo

marrom-dourada;
9°. Lavar a lamina em agua corrente e secar ao ar;

10°. Com auxilio da lamina ponto, procurar as metafases marcadas no

microscopio;

11°. Fotografar as metafases que apresentarem cromossomos com melhor

marcacgao para posterior montagem dos cariotipos.

4.2.5. Estudos cariotipicos

Para cada exemplar, foi contado um minimo de 30 metafases, a fim de
caracterizar 0 numero cromossdmico da espécie, bem como verificar a

presenca/auséncia de diferencas estruturais interespecificas.

As laminas foram analisadas em microscopio binocular Zeiss JenaMed?2 e as
metafases mitdticas que apresentaram melhor morfologia, condensacéo e dispersao
dos cromossomos foram fotografadas e copiadas para posterior montagem do

caridtipo. O filme utilizado foi ImageLink da Kodak, ajustado para ASA 25.

4.2.6. Revelacéo e copias fotograficas

Os negativos foram revelados e as imagens copiadas no proprio Laboratério
de Genética. Com o filme no tanque de revelacdo foram seguidas as etapas de revelar
- solucéo pura de Dektol por quatro minutos; interromper — rapida lavagem em solucéo
de acido acético a 2% e fixar - fixador por 10 minutos. As solucdes Dektol e Fixadora

foram comercializadas pela Kodak.

Apds a obtencdo do negativo, as imagens foram copiadas, obedecendo a
sequencia: passagem de luz para o papel fotografico por 50 segundos; imersao do
papel em Dektol diluido (agua destilada: Dektol — 4:1) até surgir a imagem; mergulho
imediato no interruptor; lavagem em rapida em agua corrente; imergir em solugéo

fixadora por 10 minutos; lavagem em agua corrente por uma hora e secar ao ar.
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Logo, as fotos foram analisadas, ou seja, 0s cromossomos foram recortados

e pareados a fim de montar os cariétipos.

4.2.7. ldentificacdo cromossOmica

A identificacdo cromossOmica baseou-se no tamanho e morfologia dos
cromossomos que séo classificados através da relacdo dos bragos (RB) curto/longo de

acordo com a posi¢ao do centromero seguindo-se Levan et al., (1964):
RB = 1,00 — 1,70 = metacéntricos (M)
RB = 1,71 — 3,00 = submetacéntricos (SM)
RB = 3,01 — 7,00 = subtelocéntricos (ST)
RB = a partir de 7,1 = acrocéntricos (A)

Os cromossomos foram medidos com auxilio do programa MicroMeasure ®
(Reeves & Tear, 2000). Para calculo do Numero Fundamental de bracos (NF) os
cromossomos classificados como metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos
foram considerados de dois bracos, enquanto os acrocéntricos constituidos por um

anico braco.

4.2.8. Hibridacéao fluorescente in situ (FISH) com sondas DNAr 18S

A metodologia empregada foi segundo Pinkel et al. (1986) com algumas
modificacdes. A sonda de DNA ribossémico do fragmento 18S (cerca de 1800pb), foi
obtida a partir de amplificagdo por polimerizagédo em cadeia (PCR) dessa sequéncia do
DNA genbmico do peixe Prochilodus lineatus utilizando os primers NS1 5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3' e  NS8 5-TCCGCAGGTTCACCTACGG-3’
(HATANAKA, 2000).

Para marcacado da sonda utilizou-se o procedimento de “nick translation”

com uso do Kit Bionick Labeling System Gibco, conforme as etapas::
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1°. Lavar das laminas, contendo as preparagbes cromossOmicas, em

tampao PBS 1x durante 5 minutos, em temperatura ambiente com agitacéo;
2°. Desidratar em série alcoolica (70, 85 e 100%) por 5 minutos cada,;

3°. Incubar as laminas em solucdo com 90uL de RNAse 10mg/mL (0,4%

RNAse/2xSSC), sob laminula a 37°C por 1hora em camara Umida;

4°, Lavar das laminas trés vezes por 5 minutos cada com 2 x SSC e em
PBS 1x durante 5 minutos;

5°.  Fixar em formaldeido 1% em PBS 1x com MgCl, 50mM por 10 minutos

a temperatura ambiente e lavar em PBS 1x por 5 minutos;

6°. Desidratar as laminas em série de etanol gelado (70, 85 e 100%) por 5

minutos cada;

7°.  Desnaturar o DNA cromossdémico com formamida 70% em 2 x SSC a
70°C por 5 minutos;

8°. Desidratar o material em série alcoodlica 70% (a temperatura de —20C),

85% e 100% durante 5 minutos cada;

9°.  Montar a lamina com 50uL de solucé&o de hibridacdo coberta por uma
laminula. A solucédo deve ainda ser colocada em banho-maria a 70°C para

desnaturar a sonda;

10°. Incubar as laminas em camara Umida a 37°C por 12 horas (overnight) e
passado o tempo, lavar duas vezes as laminas em formamida 50% em 2 X

SSC pH 7,0 por 10 minutos, sob agitacédo a 42°C;

11° Lavar as laminas 3 vezes em 0,1 x SSC a 60°C, por 5 minutos cada e
logo por 5 minutos em solucdo de Tween 20 (0,05%/ 2 x SSC);

12°. Incubar as laminas em tampao NFDM (non fat dry milk) 5%/4 x SSC
por 15 minutos;

13°. Lavar as laminas duas vezes por 5 minutos cada com Tween 20;

14°. Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,25ug FITC/uL NFDM) durante

30 minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;
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15° Lavar as laminas por trés vezes com Tween 0,5%/4 x SSC a

temperatura ambiente, durante 5 minutos cada;

16°. Incubar as laminas com 90 pl de anti-avidina (7uL anti-avidina/700uL
NFDM) durante 30 minutos em camara Umida e escura, a temperatura

ambiente;

17°. Lavar as laminas por trés vezes com Tween 0,5%/4 x SSC a

temperatura ambiente, durante 5 minutos cada;
18°. Repetir itens 14 e 15;

19°. Desidratar as laminas em série de etanol gelado (70, 85 e 100%)

durante 5 minutos sob agitacao;

20°. Montar as laminas com 25uL para cada solugéo de iodeto de propideo
(proporcdo de 25uL de antifading com 1uL de iodeto de propideo

concentrado em 50ug/mL);

21°. Analisar em fotomicroscopio de epifluorescéncia sob filtro azul (450-

490nm de comprimento de onda).
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5. RESULTADOS

5.1. Populacbes de A. eigenmanniorum do pertences ao banhado do Taim e

Arroio Bolaxa

Os espécimes de Astyanax eigenmanniorum analisados do banhado do
Taim e do Arroio Bolaxa apresentaram 2n = 48 cromossomos com O numero
fundamental (NF) igual 86. O cariétipo é constituido por quatro pares de cromossomos
metacéntricos, nove pares de cromossomos submetacéntricos, seis pares de
cromossomos subtelocéntricos e cinco pares de cromossomos acrocéntricos, em
ambas populacdes, sem evidéncia de heteromorfismo de cromossomos sexuais
(Figuras 8 e 9, respectivamente). O primeiro par de metacéntricos € o maior do
complemento.

As regides organizadoras de nucléolos evidenciadas por marcacdes
com nitrato de prata (Ag-RONSs) foram localizadas nas regides teloméricas do braco
longo do par seis e no bragco curto do par 11, ambos submetacéntrico, tanto na
populacdo do banhado do Taim como na do arroio Bolaxa (Figuras 10 e 11). Nao foram

observadas variacfes intra ou interindividuais.
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Figura 8. Carittipo de A. eigenmanniorum proveniente do banhado do Taim

com coloragao convencional Giemsa. Barra = 5 pum.
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Figura 9. Cari6tipo de A. eigenmanniorum proveniente do Arroio Bolaxa com

coloracdo convencional Giemsa. Barra =5 um.
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Figura 10. Metafase de A. eigenmanniorum do
banhado do Taim: coloragdo com nitrato de prata

evidenciando as Ag-RONs nos pares 6 e 11.

Figura 11. Metafase de A. eigenmanniorum do
Arroio Bolaxa: coloracdo com nitrato de prata
evidenciando as Ag-RONs nos pares 6 e 11.



5.2. Populagcédo de A.jacuhiensis ocorrente no banhado do Taim

Os exemplares de Astyanax jacuhiensis analisados do banhado do Taim
mostraram um namero diploide de 2n = 50 cromossomos, com cariotipo formado por
quatro pares de cromossomos metacéntricos, treze pares de Ccromossomos
submetacéntricos, quatro pares de cromossomos subtelocéntricos e quatro pares de
cromossomos acrocéntricos, com (NF) igual a 92 para machos e fémeas (Figura 12)

sem a ocorréncia de sistema de cromossomos sexuais.

A coloracdo com nitrato de prata evidenciou marcacbes de Ag-RONs na
regido telomérica do braco curto no par seis, o segundo submetacéntrico (Figura 13). O
maior par do complemento € o primeiro metacéntrico e para esta populacdo néo foi

observada variacao intra ou interindividual.
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Figura 12 . Carittipo de A. jacuhiensis ocorrente no banhado do

Taim com coloragéo convencional Giemsa. Barra =5 pm.

Figura 13. Metafases de A. jacuhiensis do banhado do Taim: coloracéo
Giemsa (a) e sequencial com nitrato de prata evidenciando as Ag-RONs no
par 6 (b).
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5.3. Populacdo de H. luetkenii proveniente do Arroio Bolaxa

Para populacdo Hyphessobrycon luetkenii pertencente ao Arroio Bolaxa, foi
descrito o numero dipldide de 2n = 50 cromossomos (Figura 14), bem como
composicao cariotipica constituida de 2 pares de cromossomos metacéntricos, 5 pares
de cromossomos submetacéntricos e 18 pares de cromossomos acrocéntricos e (NF) =
64, tanto para machos e fémeas, sem evidéncias de heteromorfismo de cromossomos
sexuais. O maior par do complemento € o primeiro metacéntrico e para esta populacao

nao foi observada variacéao entre os individuos.

As Ag-RONSs foram evidenciadas na regido telomérica do braco curto do
par 13, acrocéntrico (Figura 15a). A hibridagéo fluorescente in situ (FISH) com a sonda
de DNAr 18S mostrou os sitios destes genes localizados na regido telomérica do brago
curto também no par 13 (Figura 15b).

O padrao de distribuicdo da heterocromatina, verificado preliminarmente
pelo bandamento C, apresentou distribuicbes teloméricas e centroméricas nos
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Vérios cromossomos do
complemento subtelocéntricos/acrocéntrico mostraram blocos de heterocromatina
também com distribuicbes teloméricas e centroméricas, assim como apenas

centroméricas (Figura 15c).
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Figura 14. Caridtipo de H. luetkenii pertencente ao Arroio Bolaxa com coloragéo
convencional Giemsa. Barra = 5 pum.
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Figura 15. Metafases de H. luetkenii do Arroio Bolaxa: coloragdo com nitrato de
prata evidenciando as Ag-RONSs (a); hibridagéo in situ (FISH) com a sonda de

DNAr 18S (b) e regides heterocrométicas evidenciadas por bandamento — C (c).
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6. DISCUSSAO

6.1. Estudos cariotipicos comparativos em populagde s de A. eigenmanniorum
(Cope, 1894) e A. jacuhiensis (Cope, 1894) ocorrentes em diferentes lagos na

regido Sul do Brasil (Characidae; Tetragonopterinae )

Os dados citogenéticos obtidos para as populagdes de A. eigenmanniorum
do Arroio Bolaxa e banhado do Taim indicam um cariétipo ndo conservado ao longo da
distribuicdo da espécie, que descreve para o género um numero dipléide 2n = 50
Cromossomos.

O ndmero dipléide, formula cariotipica e NF descritos neste estudo
corroboram com os encontrados por Machado & Born (2006a) para a populacdo de A.
eigenmanniorum do Lago Polegar, de natureza antropica localizado no municipio de
Rio Grande/RS, e também por Mariano & Morelli (2002) no Cdérrego dos Caetano/MG.
Porém, diferem dos encontrados por Fauz et al.,, (1994), em exemplares de Volta
Grande/MG, Bottegoni (2003) no rio Riachuelo/Argentina e Mariano & Morelli (2002),
no Corrego dos Caetano/MG, que descreveram populacdes com 2n = 50 cromossomos
com uma féormula cariotipica 6M + 20SM + 8ST + 16A, com NF = 76.

O numero dipléide de uma espécie pode variar devido a arranjos do tipo
fusdes e/ou fissbes céntricas dos cromossomos. Estas alteracbes foram descritas por
Maistro et al., (2000), que ao analisarem uma populacdo de A. scabripinnis do corrego
Tamandua — SP, observaram dois numeros dipléides, 2n = 48 e 2n = 50 cromossomos,
caracterizando citotipos diferentes, mas com nameros fundamentais iguais para ambos
exemplares. Frente a esta diferenca observada em individuos da mesma populacéo, foi
proposto pelos autores que os animais analisados tinham um ancestral comum e que a
melhor hipotese para explicar esta diferenca seria uma translocagcdo Robertsoniana
entre dois pares de cromossomos acrocéntricos de um peixe com 2n = 50
Cromossomos.

Algumas espécies de Astyanax apresentam, do ponto de vista evolutivo, um
namero dipléide mais conservado, como parece ser o caso do A. jacuhiensis. No
presente trabalho foi descrito o numero dipléide de cinglienta cromossomos com
férmula cariotipica 8M + 26SM + 8ST + 8A, e NF = 92. Pacheco et al.,, (2006)
estudando exemplares desta espécie provenientes do lago Guaiba (Porto Alegre/RS) e

Machado & Born (2006b) analisando exemplares do canal de Santa Isabel (Rio
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Grande/RS), encontraram 0 mesmo numero cromossOmico, mas diferencas nas
formula cariotipicas e numero fundamental: 8M + 30SM + 4ST + 8A; NF = 92 e 8M +
28SM + 8ST + 6A; NF = 94, respectivamente.

Nos casos em que ndo had mudancas no numero dipléide, inversdes
pericéntricas podem estar predominando na evolugcdo cromossOmica, além das
inversbes paracéntricas, mais dificeis de serem identificadas pelas técnicas
citogenéticas convencionais (Peres, 2005).

Segundo Pfister & Moreira- Filho (1997) o sistema de Ag-RONs para este
género tem se mostrado bastante variado, muitas vezes caracterizado como multiplo.
Para A. eigenmanniorum foi descrito por Mariano & Morelli (2002) multiplas RONs, com
até cinco pares de cromossomos marcados. No presente estudo, para as populagdes
do Arroio Bolaxa e do banhado do Taim foram evidenciadas RONs multiplas, com
marcacdes teloméricas em dois pares cromossémicos, braco longo do par seis e braco
curto do par 11, ambos subtelocéntricos, enquanto que Machado & Born (2006a)
encontraram marcagfes teloméricas no braco curto do mesmo par 11,
submetacéntrico, e no par 22, acrocéntrico, indicando a ocorréncia de rearranjos
cromossomicos.

Exemplares de A. jacuhiensis do banhado do Taim apresentaram marcacdes
simples de RONs no segundo par de submetacéntricos, semelhante ao encontrado por
Machado & Born (2007) em uma populacédo do canal de Santa Isabel (Rio Grande/RS),
onde foi identificado o primeiro par de submetacéntricos como organizadores
nucleolares. Estas duas localidades sao proximas, e evidenciam a ocorréncia de
rearranjos cromossomicos. Nos exemplares analisados por Pacheco et al. (2006) do
Lago Guaiba (Porto Alegre/RS) foi encontrado uma variacdo de 1 a 3 cromossomos
nucleolares. As diferengcas observadas entre as populagcdes de A. jacuhiensis do
banhado do Taim e canal de Santa Isabel com e as Lago Guaiba podem ser atribuidas,
a principio, a atividade diferenciada das RONs nessas populacdes, uma vez que esta
técnica detecta somente aquelas RONs que estiveram ativas na intérfase anterior.

Uma caracteristica citotaxondmica observada na familia Characidae € a
ocorréncia de um par de cromossomos metacéntricos que é sempre o maior do
complemento, os quais ocorrem também nas espécies analisadas neste trabalho, além

da auséncia de cromossomos sexuais para machos e fémeas.

O nuamero cromoss6mico descrito para A. jacuhiensis do banhado do Taim é

0 mais comumente encontrado para espécies de Astyanax sendo que as diferencas
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mais acentuadas estdo nas férmulas cromossO6micas e na distribuicdo das regides

organizadoras de nucléolo.
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6.2. Caracterizacdo cariotipica comparativa em popu lacdes de H. luetkenii

(Boulenger, 1887) provenientes do municipio de Rio Grande/RS

Apesar dos registros citogenéticos serem raros para 0 grupo, observa-se
uma variabilidade cromossdémica que compreende 2n = 46 a 2n = 52, com maior
freqiéncia observada para 2n = 48 e 2n = 50 (Centofante et al., 2003). O numero
cromossOémico de 2n = 50 encontrado para esta populacédo de H. luetkenii do Arroio
Bolaxa (Rio Grande/RS) também foi o mesmo descrito por Machado & Born (2007)
para populacdo ocorrente no lago Polegar, lago de natureza antrépica localizado na
Universidade do Rio Grande (FURG — Rio Grande/RS).

Dados cariotipicos disponiveis para outras espécies do mesmo género como
H. aff. santae, H. reticulatus, do rio Itimirim/SP, e H. anisitsi, provenientes da Bacia do
Alto Parana, mostraram a predominancia cromossémica com 2n = 50 cromossomos
enquanto que H. griemi ocorrente no rio Itimirim/SP apresentou 2n = 48 (Lima &
Moreira- Filho, 1990; Miyazawa et al., 1994; WIlasiuk & Garcia, 1996; Carvalho et al.,
2002; Centofante & Moreira- Filho, 2002; Centofante, et al., 2003).

A ocorréncia de um par de cromossomos metacéntricos grandes, o maior do
complemento, também ocorre em H. luetkenii do Arroio Bolaxa, conforme descrito para
familia Characidae.

A formula cariotipica descrita para populacado do Arroio Bolaxa, consistindo
em 4M + 10SM + 36A, foi a mesma encontrada para populacdo do lago Polegar, assim
como o numero fundamental (NF) = 64, encontrado também em H aff. santae (Lima &
Moreira- Filho, 1990), mas com a formula cariotipica de 4 M+ 24 SM+ 12ST+ 10A. Isto
indica que nos casos em gque ndo ha mudancas no numero diploide, inversdes
pericéntricas, que envolvem o centrébmero, e paracéntricas podem estar predominando
na evolugcdo cromossdémica destas espécies (Peres, 2005).

Variacfes no padrdo das Ag-RONSs sao frequentes em peixes, podendo ser
simples, presentes em um par cromossdmico ou multiplas, presentes em mais de um
par de cromossomos (Araudjo & Morelli, 2000). Desse modo, o sistema multiplo
encontrado em Astyanax (Pfister e Moreira- Filho, 1997) ocorre também em
Hyphessobrycon, como foi relatado por Lima & Moreira- Filho (1990), Miyazawa et al,
(1994), Centofante & Moreira- Filho (2002) e Centofante et al. (2003). Porém, no
presente estudo, foi verificada marcacdo simples na regido telomérica do braco curto

do par acrocéntrico 13, enquanto que Machado e Born (2007) verificaram marcagdes
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em até 3 cromossomos. Abel (2001) propds que em populacdes isoladas em pequenos
corpos d’agua, as alteragBes cromossdOmicas seriam eventos importantes para a
manutencao de sua variabilidade genética.

A coloragdo com nitrato de prata é limitada, uma vez que marcar apenas as
RONs que foram ativamente transcritas durante as intérfases precedentes as
metafases analisadas, ndo possibilitando, muitas vezes, a demonstracdo do numero
real de RONs (Fernandes, 2006). Dessa forma, as RONs tém sido melhor
caracterizadas pela hibridacéo fluorescente in situ (FISH), uma vez que determina a
posicdo do DNAr independentemente de sua atividade (Artoni et al., 2000; Fernandes,
2006; Fernandes & Martins- Santos, 2006). Logo, corroborando com as marcacoes de
Ag-RONSs, a hibridacao fluorescente in situ (FISH) com a sonda de DNAr 18S mostrou
0s sitios destes genes localizados na regido telomérica do brago curto também no par
13.

O padréo de distribuicdo da heterocromatina, verificado preliminarmente pelo
bandamento C, apresentou distribuicdes teloméricas e centroméricas nos
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Varios cromossomos do
complemento acrocéntrico mostraram blocos de heterocromatina também com
distribuicbes teloméricas e centroméricas, assim como apenas centromericas,
corroborando com os dados encontrados por Machado & Born (2007),

A populacdo de H. luetkenii do Arroio Bolaxa apesar de manter
caracteristicas cromossdmicas semelhantes as do lago Polegar, como numero diploide
e localizacdo da heterocromatina constitutiva, apresenta marcacdes de RONs apenas
em um par cromossdémico e ndo um sistema multiplo. Esta diferenca pode indicar que a
populacdo do lago Polegar é derivada de alguma outra que possui as mesmas
caracteristicas que a do Arroio Bolaxa, mas que devido ao isolamento geografico esteja
sofrendo rearranjos cromossémicos. Outra hipétese é de que a amostragem feita no

lago Polegar ndo tenha sido suficiente para detectar a presenca de mais RONs ativas.
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7. CONCLUSOES

Considerando os dados obtidos na investigagdo citogenética das diferentes
populacdes de Astyanax e Hyphessobrycon, as seguintes conclusbes podem ser

delineadas com respeito a diversidade cariotipica destes grupos:

1. Astyanax eigenmanniorum do Arroio Bolaxa e banhado do Taim embora
estejam separadas geograficamente, compartiham as mesmas

caracteristicas citogenéticas;

2. A. eigenmanniorum apresenta citotipos diferentes entre as regides de
Minas Gerais, Argentina e Rio Grande do Sul, sugerindo ser outro “complexo

de espécies”;

3. A. jacuhiensis, apesar de apresentar um numero dipldide conservado (2n
= 50) nas regides do banhado do Taim, canal Santa Isabel e lago Guaiba,
mostra divergéncia em sua férmula cariotipica e outros marcadores
citogenéticos indicando um certo grau de diferenciacdo, possivelmente
devido ao isolamento geografico;

4. Dados citogenéticos semelhantes foram encontrados para as populacées
de H. luetkenii da regido Sul (2n= 50, distribuicdo dos blocos
heterocromaticos), porém, a variagdo na localizacdo das RONs entre as
populacdes do Arroio Bolaxa e do lago Polegar indica possivel ocorréncia de
rearranjos cromossOmicos devido ao isolamento geogréafico entre as
mesmas ou que a amostragem feita no lago Polegar ndo tenha sido
suficiente para detectar a presenc¢a de mais RONSs ativas.

5. Os resultados obtidos neste trabalho, além de contribuir para um melhor
entendimento da diversidade e evolucdo de Astyanax e Hyphessobrycon,
reforcam a complexidade destes grupos e a necessidade de uma reviséo

taxondmica mais detalhada aliando a sistematica a citogenética.
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9. ANEXOS

TABELA 1. Vinte e quatro familias que ocorrem no banhado do Taim, com énfase nas
dezenove espécies de Characidae (Garcia et al., 2006).

Familias Espécies
Anablepidae Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842)
Aspredinidae Bunocephalus iheringii Boulenger, 1891
Atherinopsidae Odontesthes bonariensis (Valenciennes, 1835)

O. humensis de Buen, 1953

O. mirinensis Bemvenuti, 1995

O. perugiae Evermann & Kendall, 1906
O. retropinnis (de Buen, 1953)

Auchenipteridae Trachelyopterus lucenai Bertoletti, Silva & Pereira, 1995

Callichthyidae Corydoras paleatus (Jenyns, 1842)
Callichthys callichthys (Linnaeus, 1758)

Hoplosternum littorale (Hancock, 1828)

Characidae Astyanax eigenmanniorum (Cope, 1894)

A. fasciatus (Cuvier, 1819)

A. jacuhiensis (Cope, 1894)

Astyanax sp.

Bryconamericus iheringii (Boulenger, 1887)
Charax stenopterus (Cope, 1894)

Cheirodon ibicuhiensis Eigenmann, 1915

C. interruptus (Jenyns, 1842)

Cyanocharax alburnus (Hensel, 1870)
Hyphessobrycon anisitsi (Eigenmann, 1907)

H. bifasciatus Ellis, 1911

H. boulengeri (Eigenmann, 1907)

H. luetkenii (Boulenger, 1887)

H. meridionalis Ringuelet, Miquelarena & Menni,
1978

Macropsobrycon uruguayanae Eigenmann, 1915

Mimagoniates inequalis (Eigenmann, 1911)
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Oligosarcus jenynsii (Glnther, 1864)
O. robustus Menezes, 1969

Pseudocorynopoma doriae Perugia, 1891

Cichlidae

Australoheros facetum (Jenyns, 1842)
Cichlasoma portalegrense (Hensel, 1870)
Crenicichla lepidota Heckel, 1840

C. punctata Hensel, 1870

Gymnogeophagus gymnogenys (Hensel, 1870)
G. rhabdotus (Hensel, 1870)

Geophagus brasiliensis (Quoy & Gaimard, 1824)

Clupeidae

Platanichthys platana (Regan, 1917)

Crenuchidae

Characidium rachovii Regan, 1913

Curimatidae Cyphocharax voga (Hensel, 1870)

Erythrinidae Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)

Gobiidae Ctenogobius shufeldti (Jordan & Eigenmann, 1887)

Gymnotidae Gymnotus carapo Linnaeus, 1758

Heptapteridae Heptapterus sympterygium Buckup, 1988
Pimelodella australis Eigenmann, 1917
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)

Hypopomidae Brachyhypopomus spp

Loricariidae Hisonotus taimensis (Buckup, 1981)
Hypostomus commersoni Valenciennes, 1836
Loricariichthys anus (Valenciennes, 1836)
Rineloricaria cadeae (Hensel, 1868)
R. longicauda Reis, 1983

Mugilidae Mugil platanus Gunther, 1880

Pimelodidae Parapimelodus nigribarbis (Boulenger, 1889)

Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803

56



Poeciliidae

Cnesterodon decemmaculatus (Jenyns, 1842)

Phalloceros caudimaculatus (Hensel, 1868)

Pseudopimelodidae

Microglanis cottoides (Boulenger, 1891)

Rivulidae Cynopoecilus melanotaenia (Regan, 1912)
Sternopygidae Eigenmannia trilineata L6épez & Castello, 1966
Synbranchidae Synbranchus marmoratus Bloch, 1795

Trichomycteridae

Homodiaetus anisitsi Eigenmann & Ward, 1907
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TABELA 2. Composicao especifica das comunidades nos trés riachos, com os indices
de constancia de ocorréncia das espécies. Enfase nos para os dois géneros mais
representativos (Tagliani, 1994).

CHARACIDAE Arroio Arroio Arroio

Martins Senandes Bolaxa

Hvbhessobrvcon luetkenii 100.00
H. bifasciatus 90,1 68,2 81,8
H reticulatus 81,1 40,9 32,0
H. meridionalis 18,2 45 22,7
H. sp 31,8 9,1 36,4

| Astvanax eiaenmanniorum 77.3 86.4 27 )
Cheirodon sp. 59,1 36,4 77,3
Characidium sp. 90,1 81,8 86,4
Asiphonicthys stenopterus - 18,2 27,3

Glandulocauda inequalis 9,0 - 9,1
Oligosarcus sp. 31,8 40,9 31,8
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TABELA 3. Espécies de Astyanax, indicando ocorréncia, nimero dipléide e fundamental, formula
cariotipica e RONs, destacando ocorréncia de diferengas inter e intrapopulacionais, como em A.

eigenmanniorum

Espécie Localidade 2n NF Férmula Cariotipica ‘ RONs
Astyanax abramis Rio Miranda (MT) 50 - - - - - -
Astyanax cf. abramis Rio Tenente Amaral 50 - 6 30 8 6 | simples
(MT)
Rio Bento Gomes (MT) 50 82 22 10 6 12 | simples
Astyanax altiparanae Rio Claro - Tamarana 50 90 10 26 4 10 [ multipla
(PR)
Rio Claro - Tamarana 50 88 10 24 4 12 multipla
Rio Claro - Tamarana 50 86 10 22 4 14 | mudltipla
Rio das Pedras(MG) 50 94 16 26 4 4 multipla
Cérrego Jatai — 50 96 16 22 6 multipla
Uberlandia (MG)
Rio Iguagu — Bacia do 50 90 10 26 4 10 | mudltipla
Parana 3 pares
Rio Pirap6 — Bacia do 50 88 10 22 6 12 | mudltipla
Parana 3 pares
Rio Indio - Bacia do 50 - 6 30 4 10 | maltipla
Parana 5 pares
Rio Parana 50 - 6 26 6 12 | simples
Cérrego Monjolinho (SP) 50 - 8 20 12 10 -
Coérrego do Oleo — 50 . - - . - -
Uberlandia (MG)
Rio Araguari — 50 - - - - - -
Uberlandia (MG)
Alto doRio Tibagi (PR) 50 92 6 28 8 8 multipla
Rio Iguagu (PR) 50 94 6 30 8 6 simples
Astyanax argyrimarginatus Rio Araguaia — Barra do 50 - 6 26 10 8 multipla
Garcas (MT)
Astyanax asuncionensis Rio Correntes — Afluente 50 - 8 26 8 8 -
do Piriqui (MS)
Astyanax cf. asuncionensis Cérrego Pipa (MS) 50 - 12 20 12 6 simples
Astyanax bimaculatus Rio das Contas 50 - 6 28 12 4 multipla
até 4
Ribeirdo Mineiro — Bacia 50 - 6 28 12 4 multipla
do Recdncavo Sul ate 4
Astyanax aff. Bimaculatus Ribeirdo S&o Bartolomeu 50 - 10 22 12 6 simples
— Bacia do Doce lpar
Rio Carangola — Bacia 50 - 10 22 12 6 simples
Paraiba do Sul 1 par
Rio Macacu (RJ) 50 - 14 22 8 6 -
Astyanax eigenmanniorum Cérrego dos Caetano 48/ - - - - - 59
(MG) 50
Lago Polegar -FURG 48 86 8 18 12 10 | mudltipla
(RS) 2 pares




Astyanax fasciatus Angatuba — Bacia do 46 - - - - - | mdltipla 2
Paranapareme (SP) pares
Cérrego das Rosas — 46 88 12 22 8 4 multipla
Tributario do Rio Pirapé
(PR)
Ribeirdo Araras (SP) 48 - 6 14 16 12 -
Rio Puimhi — Bacia S&o 48 - 8 20 16 4 -
Francisco
Rio das Contas (NE) 48 - 8 24 12 4 multipla
Rio Preto da Costa 48 - 8 24 10 simples
(NE)
Ribeirdo Mineiro (NE) 48 - 8 18 16 6 simples
Astyanax aff. Fasciatus Ribeirdo Trés Bocas — 46 - 34m/s 12 st/a -
Bacia Tibagi m
(SP)
Astyanax giton Rio Paraitinga — Bacia 50 - 12 14 10 14 | simples
do Rio Paraiba do Sul
(SP)
Astyanax intermedius Rio Paraitinga — Bacia 50 - 6 8 4 32 | mdltipla
do Rio Paraiba do Sul até 6
(SP)
Rio Macacu - Bacia dos 50 - 6 8 4 32 -
Rios Costerios (RJ)
Astyanax jacuhiensis Rio Guaiba — Porto 50 92 8 30 4 8 | mdltipla 1
Alegre (RS) a3
Arroio Sarandi — Rio 50 94 8 28 8 6 | simples 1
Grande (RS) par
Astyanax janeiroensis Rio Ribeira 50 - 6 14 14 16 | multipla
(PR)
Astyanax lacustris Rio Séao Francisco 50 94 8 20 16 6 -
(MG)
Astyanax lineatus Cérrego Salobrinha — 50 68 6 12 14 18 | multipla
Serra da Bodoquena até 4
(MS)
Rio Claro — Chapada 50 84 8 22 4 16 | mdltipla
dos Guimaraes (MT) até 3
pares
Rio Paciéncia — 50 88 12 14 12 12 -
Chapada dos
Guimaraes (MT)
Astyanax marionae Rio Paciéncia — 48 88 8 24 8 8 | mdltipla
Chapada dos até 4
Guimaraes (MT)
Astyanax parahybae Rio Paraitinga — 48 - 8 18 12 10 | simples
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Bacia do Rio Paraiba
do Sul (SP)

Astyanax scabripinnis Rio Puimhi (MG) 46 - 4 18 18 6 | mdultipla
até 4
Riacho dos Amores 48 84 8 24 4 12 | mdltipla
— Bacia do Rio Ivai
(PR)
Rio do Indio — Bacia 48 82 8 20 6 14 | mdltipla
do Rio lvai (PR) 3 pares
Rio da Onca — Bacia 48 - 14 16 10 8 | simples
do Tibagi
Rio Tibagi — Baciado | 50 - 12 16 8 14 | mudltipla
Tibagi
Rio Paraitinga — 50 - 12 14 10 14 | simples
Bacia do Rio Paraiba
do Sul (SP)
Rio dos Patos — 50 - 10 16 8 16 | simples
Bacia do Rio Iguacu
Rio Funari — Bacia 50 - 14 18 6 12 | mdltipla
do Tieté
Cérrego Tagacaba — 50 - 10 22 6 12 | mdltipla
Afluente do Rio Ivai 2 pares
(PR)
Cérrego Taua — 50 - 12 16 8 14 | mudltipla
Afluente do Rio
Pirapo (PR)
Cérrego do Cintra - 50 - 8 18 14 10 | mudltipla
Botucatu
Cérrego Cascatinha 50 - 7 16 12 - | mdltipla
— Botucatu
Cérrego Estancia 50 - 4 18 16 12 | mdltipla
Funari - Botucatu até 3
Cérrego da Igreja 50 - 6 26 8 10 | simples
Santo Antonio —
Bacia do Tieté
Astyanax cf. scabripinnis Ribeirdo dos 46 - 6 30 4 6 -
Apertados — Afluente
do Tibagi (PR)
Rio S&o Francisco 50 94 8 20 16 6 -

(MG)
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Ribeirdo Araras (SP) 50 88 6 24 8 12 | mudltipla
6 pares
Cérrego Jatai — 50 86 6 24 6 14 | mdltipla
Uberlandia (MG) até 4
Astyanax scabripinnis | Ribeirdo dos Bicudos 50 - - - - - -
paranae — Broto (SP)
Rio Cascatinha — 50 - 8 22 10 10 | mdltipla
Tributério do Tieté 2 pares
(SP)
Astyanax schubarti Rio Mogi- Guagu 36 64 14 14 6 2 -
(SP)
Rio Mogi- Guacu 36 64 12 16 4 4 | simples
Astyanax taeniatus Rio Doce 50 64 6 8 28 -
(MG)
Astyanax cf. taeniatus Rio Macacu — Bacia 50 - 8 10 14 18 -

dos Rios Costeiros
(RJ)
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