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RESUMO

O presente estudo apresentou a caracterizacdo cariotipica de populacdes de
Characidium lanei do Rio Ribeirao (Paranagua, PR) e do Rio Barroca (Sao Jodo da
Graciosa, PR), pertencentes ao Complexo Hidrografico do Atlantico, no litoral
paranaense. Foi realizada uma comparacdo citogenética entre estas duas
populacdes e os resultados apresentados, demonstram que ambas mostram
cariétipos com 2n = 50, situacdo conservada no género Characidium, porém ha
diferenciacdo na estrutura cariotipica destas duas populacdes. Outra
caracteristica semelhante as duas populacdes estudadas é a presenca de um
sistema cromossomico de determinacdo sexual do tipo ZZ/ZW. Foi também
discutido sobre a heterocromatina, sobre as RONs e a diferenciacio do
cromossomo sexual W. As populagdes apresentaram resultados distintos
quanto a posicdo das regides heterocromaticas. Na populacdo do Rio Barroca,
foi verificado um heteromorfismo de tamanho com relacdo aos blocos
teloméricos de um par de homologos. As diferencas citogenéticas sdo
relevantes, podendo ser consideradas duas espécies distintas e ndo duas
populacdes pertencentes a mesma espécie Characidium lanei. Este dado é

discutido as vistas da Conservacdo nao sé a nivel especifico, como a do

ambiente em questdo, extremamente ameacado.
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ABSTRACT

The present study shows the cariotipic characterization of two distinct
populations of Characidium lanei. One from Ribeirao River (Paranagud, PR) and
another, from Barroca River (Sao Jodo da Graciosa, PR), both of them pertaining
to the Hydrographic Complex of Atlantic, in the Atlantic Forest, in Parana. A
cytogenetic comparison was performed between these two populations and the
presented results demonstrate that both revealed cariotypes with 2n=50, which
is conserved in the genus Characidium. However, there is a differentiation in the
cariotipic structure of them. Another similar characteristic to these two
populations is the presence of a chromosome system of sexual determination,
recognize as ZZ/ZW type. The study analyzed the heterochromatin, the
Nucleolar Organizer Regions (NORs) and the differentiation of sexual
chromosome W. There are different results in the position of heterochromatin
regions. In the Barroca River’s population, there is a heteromorphism of size
related to the telomeric blocks of one pair of homologous. The cytogenetic
differences are relevants, therefore these two groups could be considered as
distinct species and not two populations pertaining to the same Characidium
lanei species. This data are argued to the Conservation subject, not only specific

level, as the environment conservation, which is extremely threatened.
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INTRODUCAO

Aspectos gerais

O ritmo atual de destruicdo, alteracdo e fragmentacdo de ambientes
naturais devido ao crescente impacto das atividades humanas tem levado a
uma alarmante perda da biodiversidade presente em nosso planeta (WILSON,
1997; ERLICH, 1997; AVISE, 1996). O Brasil possui uma das maiores extensdes
territoriais e a maior biodiversidade e rede hidrica do Planeta. Esta grande
diversidade é expressa em espécies biolégicas e em biomas, paisagens e
ecorregides (ARRUDA, 1997). Um destes biomas é a Floresta Atlantica, um dos
ecossistemas mais ameacados do mundo, que se estende ao longo da costa,
onde a maior parte da populacdo brasileira e as atividades econdmicas estao
localizadas (VIANA et al., 1992).

Em virtude da sua riqueza biolégica e niveis de ameaca, a Mata
Atlantica ao lado de outras 33 regides localizadas em diferentes partes do
planeta, foi apontada como um dos hotspots mundiais, ou seja, uma das
prioridades para a conservacdo de biodiversidade em todo o mundo (MYERS et
al., 2000). Apresenta grandes variagdes de relevo, nos regimes pluviométricos e
nos mosaicos de unidades fitogeogréficas, as quais contribuem para a grande
biodiversidade encontrada nesse hotspot (PINTO et al., 2006).

Segundo o INPE (2001) e a Fundacdo SOS Mata Atlantica (2006), a
Floresta Atlantica brasileira, hoje reduzida a menos de 8% de sua extensdo
original perfazia cerca de 1.350.000 km’ do territério nacional e estende-se
desde o Ceara até o Rio Grande do Sul. Essa regido é de grande importancia
para o Pais, pois abriga mais de 60% da populacdo brasileira e é responsavel
por quase 70% do PIB nacional. Por este motivo, a devastacao deste bioma é um
reflexo da ocupagdo territorial e da exploragdo desordenada dos recursos
naturais.

A partir de 1970, o processo de adensamento populacional no litoral
brasileiro intensificou-se com velocidade preocupante, considerando a

fragilidade dos ecossistemas costeiros diante das conseqiiéncias impostas pela



urbanizacdo. Tais ecossistemas sdo ricos economicamente, devido aos seus
componentes ambientais, mas altamente complexos em relagdo ao
funcionamento, como exemplo das restingas, manguezais, estudrios e bafas. As
pressdes impostas durante o processo de ocupagdo da costa brasileira tém
provocado intimeros problemas ambientais.

O litoral paranaense estende-se desde a vila do Ararapira ao norte
(25°12'44" S - 48°01'15" W Gr) até a barra do Sai-Guacgu, ao sul (25°58'38" S -
48°35'26" W Gr) e ndo fugiu a regra brasileira, pois sua ocupag¢do ndo obedeceu
a uma preocupacdo conservacionista ja que a legislacio ambiental foi
implantada posteriormente ao processo de urbanizagdo. No litoral norte ocorre
um dos poucos remanescentes continuos em area de Floresta Atlantica.

Segundo MAACK (2002), a bacia hidrogréfica Litordnea ou Atlantica
localiza-se a leste do Estado, com rios percorrendo a 4rea serrana e
desembocando na planicie costeira. Tal complexo hidrografico, com 14.674 km?,
desdgua diretamente no Oceano Atlantico através do vale do rio Ribeira, e dele
fazem parte todos os rios que, oriundos da serra do Mar, considerado divisor de
dguas para a zona litoranea. Os sistemas fluviais da Bacia Atlantica sdo
geologicamente recentes. Sua evolucdo ocorreu somente a partir do término do
Neo-Cretéceo e principio do terciario. Devido a proximidade do oceano, o rio
Ribeira e seus afluentes entalharam profundamente a regido montanhosa da
parte norte do primeiro planalto, em conseqtiéncia de sua forca de erosao.

O continente sul-americano isolou-se de outras dreas continentais ha
cerca de 70 milhdes de anos. A grande diversidade de ambientes ecoldgicos
existentes permitiu uma grande irradiacdo evolutiva, possuindo hoje esta regido
uma fauna de peixes muito rica. SCHAEFER (1998) analisando tendéncias
histéricas estima que uma proporcdo consideravel desta fauna seja
desconhecida, estimando que existam cerca de 8.000 espécies de peixes de agua
doce neotropicais. As grandes areas de endemismo de peixes identificadas sdao
bastante influenciadas pela distribui¢do resultante do avango decorrente da
elevacdo de 100m do nivel do mar que ocorreu durante o fim do Mioceno

(HUBERT & RENNO, 2006). RIBEIRO (2006) descreve que as drenagens



costeiras do leste do Brasil correspondem a areas de grande endemismo em sua
fauna de peixes.

Os ecossistemas aquaticos da Mata Atlantica Brasileira possuem uma
fauna de peixes rica e variada, intimamente associada a floresta que
proporciona protecdo e alimento (MENEZES et al., 1990; MENEZES, 1994).
Segundo BUCKUP (1991), o alto grau de endemismo encontrado neste
ambiente pode ser explicado a concentracdo do grande ntmero de bacias
hidrogréficas independentes, aliada ao efeito isolador que as cadeias de
montanhas que separam os diversos vales da regido exercem sobre as varias
populacdes de peixes. As caracteristicas topogréficas e fisionOmicas
proporcionam uma ampla gama de ambientes distintos, o que favorece a
ocorréncia de um grande niimero de espécies, cada uma das quais adaptadas a
um subconjunto particular destes ambientes, o que eleva o namero de espécies
endémicas na area. A predominancia de cursos d’agua relativamente pequenos
favorece a ocorréncia de espécies de pequeno porte, com limitado potencial de
dispersdo espacial e tendéncias de fixacdo de divergéncias genéticas
interpopulacionais (RIBEIRO, 2006).

Observa-se frequentemente entre as espécies de peixes uma subdivisao
em populagdes locais isoladas. Este fendmeno é mais acentuado em peixes de
agua doce que habitam rios ou lagos com barreiras fisicas, enquanto que
populacdes de peixes marinhos sdao menos delimitados (CARVALHO, 1993).
Portanto, fatores histéricos, tais como as colonizacdes e o surgimento de
barreiras fisicas ou geogréficas podem influenciar a distribuicdo dos peixes
(CARVALHO et al., 1991), bem como fatores incluindo movimento das aguas,
salinidade, pH, temperatura, disponibilidade do alimento, predadores e
doencas. LOWE MCCONNELL (1999) ressalta que peixes de dgua doce fluviais
possuem um amplo espectro alimentar, sendo capazes de mudar a sua dieta

quando ha altera¢des na disponibilidade de alimentos, por exemplo.



Citogenética e suas Aplicacdes

Os peixes representam o grupo mais diversificado entre os vertebrados,
e por ocupar uma posicao basal na filogenia deste grupo, é de extremo interesse
para estudos de variabilidade genética e evolugdo (NELSON, 1994). A fauna
neotropical de peixes de dgua doce é a mais diversificada do mundo, com mais
de 4.000 espécies descritas (REIS et al., 2003). Embora informacdes detalhadas
referentes a citogenética de espécies de peixes estejam cada vez mais
disponiveis devido ao incremento das atividades de pesquisa neste campo, o
conhecimento de caridtipos de peixes é ainda bastante reduzido e muito inferior
ao de mamiferos e de outros grupos de seres vivos. Ha pelo menos duas razodes
para isto: 1 - os cromossomos da maioria dos peixes sdo bem menores em
relacdo aos varios outros grupos animais; 2 - as técnicas de bandamento que
nao sdo tdo resolutivas no estudo de cromossomos de peixes como se mostram
nos de mamiferos, (BRUM, 1995). No inicio dos anos 70, a citogenética de peixes
teve que adequar técnicas utilizadas em outros grupos de vertebrados,
principalmente mamiferos, que devido ao natural interesse pela espécie
humana, estava evidentemente bem adiantada. Os primeiros trabalhos
desenvolvidos em citogenética de peixes restringiram-se apenas a determinacdo
do ntmero cromossdmico de cada espécie. Conforme as técnicas foram sendo
aprimoradas e adequadas aos estudos em peixes, vérios trabalhos puderam ser
desenvolvidos e varios grupos de peixes vém sendo estudados desde entao
(MIYAZAWA, 1991).

A citogenética pode representar um eficiente complemento nas
investigacdes de taxonomia e sistematica (BERTOLLO et al., 1986). Dados
citogenéticos tém sido utilizados tanto por sistematas na formulacdo de
hipéteses mais rigorosas relativas a filogenias de grupos sob investigagao,
quanto por geneticistas para o entendimento e construcdo de cendrios de
evolucdo cromossomica. Novas evidéncias sugerem que alteragdes no cariétipo
podem ter um papel primério na especiagdo ao contrario do que se pensava
antes, onde apenas a poliploidia e o isolamento geografico acarretariam a

formacao de novas espécies (SOLA et al., 1981).



Citogenética de peixes neotropicais com énfase em Characiformes

A fauna de peixes de agua doce do Brasil é a mais rica do mundo, com
cerca de 2587 espécies, existindo ainda muitas espécies desconhecidas
(BUCKUP et al., 2007). E o grupo de teledsteos de dgua doce mais importante,
em termos de diversidade de espécies sao os Ostariophysi. Estes peixes
representam cerca de 90% de toda a ictiofauna neotropical. Um complemento
dipléide com 50 cromossomos tende a prevalecer entre seus representantes,
principalmente entre os Otophysi. Um outro grupo importante de Ostariophysi,
os Characiformes, é um dos trés maiores grupos de peixes de dgua doce do
mundo, com mais de 1343 espécies (NELSON, 1994). Possui um ntiimero modal
de cromossomos igual a 2n = 54, e varias de suas familias podem ser
caracterizadas com base em seus ndmeros cromossOmicos, tais como
Anostomidae, Parodontidae e Prochilodontidae, nas quais as espécies
apresentam uma nitida estabilidade da macroestrutura do cariétipo, sugerindo
que o cariétipo representa uma sinapomorfia para estes grupos, que podem
assim, serem considerados como grupos-irmao.

Entre os Characiformes neotropicais, poucos grupos continuam
desconhecidos quanto a citogenética (MAISTRO et al., 1998). Entre eles esta a
subfamilia Characidiinae, que juntamente com Crenuchinae pertence a familia
Crenuchidae, ambas sendo monofiléticas e compreendendo um total de 67
géneros (MALABARBA et al., 1998). Characidium é o género mais diversificado e
bastante distribuido, incluindo 74 taxa, dos quais 49 sdo considerados espécies
validas. A maioria das espécies sdo habitantes de pequenos cérregos que fluem
rapidamente, onde pairam em torno dos seixos, da rocha e da vegetacdo
(FISHBASE, 2007). Compreende peixes de tamanho pequeno com o corpo
alongado, a boca pequena e a nadadeira anal curta, amplamente distribuidos
em regides neotropicais (BUCKUP, 1991). Diversos sdao os trabalhos que tém
abordado aspectos biolégicos do grupo, como os relacionados com a
alimentacdo e uso do habitat de espécies simpétricas (ARANHA et al., 1998;
ARANHA et al, 2000), estrutura populacional e taticas reprodutivas



(FEHLAUER, 2002), descricao da nova espécie Characidium vestigipinne da Bacia
do Rio Uruguai (BUCKUP & HANH, 2000), entre outros.

Os primeiros estudos citogenéticos com o género foram realizados por
MIYAZAWA (1991), com abordagens citotaxondmicas e evolutivas. Mais tarde
uma mais completa descricdo cariotipica foi realizada para as espécies C.
fasciatum, C. zebra, C. lagosantensis e C. pterostictum (MIYAZAWA & GALETTI,
1994). Desde entdo a maioria dos dados disponiveis mostram que a
diversificacdo de Characidium é acentuada principalmente no que se refere a
presenca de cromossomos sexuais heteromorficos. Embora a maior parte das
populacdes e/ou espécies dos Characidium analisadas até o momento ndo
possua sistema de cromossomos sexuais heteromoérficos, ocorrem espécies que
detém um sistema do tipo ZZ/ZW bem diferenciado (MAISTRO et al., 1998;
CENTOFANTE et al., 2001, CENTOFANTE et al., 2003).

Os peixes sao caracterizados por uma variabilidade notavel de sistemas
da determinagdo de sexo. Enquanto os mamiferos sdo caracterizados pelo
sistema XY e os péssaros pelo ZW, oito tipos de sistemas cromossomicos
sexuais tém sido descritos para peixes (TAVE, 1993; MOREIRA-FILHO et al.,
1993), apesar do numero relativamente baixo de ocorréncias. Existem os
sistemas envolvendo cromossomos homoélogos morfologicamente diferenciados
ou ndo, os ditos simples com heterogametia masculina (XX/XY) e feminina
(ZZ/ZW) e os mdltiplos X:X;Y, XY:Y, e ZW;W,. Na maioria dos casos, a
diferenca entre os homologos é devido a adi¢do/delegdo de heterocromatina ao
X, ao Y, a0 Z ou ao cromossomo W. A diferenciacdo morfoldgica destes
cromossomos é muito bem estudada nos sistemas ZZ/ZW, nos quais o
cromossomo W tem uma regido heterocromatica nado presente no cromossomo
Z (HAAF & SCHMID, 1984, FELDBERG et al, 1987, BERTOLLO &
CAVALLARO, 1992; MOREIRA-FILHO et al., 1993). Os cromossomos sexuais
diferenciados apresentam uma distribuicdo muito peculiar entre as espécies de
peixes. O mesmo sistema pode ser encontrado em todas as espécies de um
grupo, como ¢é o exemplo do sistema de ZZ/ZW encontrado em todo o género

Triportheus (BERTOLLO & CAVALLARO, 1992; ARTONI & BERTOLLO, 2002);



ou pode estar presente apenas em parte de um grupo maior, como constatado

nas espécies do género Leporinus (GALETTI & FORESTI, 1986).



OBJETIVOS

O presente trabalho visa o estudo de duas populacdes da espécie
Characidium lanei do Complexo Hidrogréfico do Litoral Paranaense, no sul do
Brasil. A diversificacdo cariotipica e a evolugdo dos caracteres cromossdmicos
foram discutidos relativos a sua distribuicdo geogrifica e a evidéncia

filogenética disponivel, além de vistas a Conservacdo do Bioma.

Portanto, as seguintes hipoteses e questdes foram levantadas:

» Com o soerguimento da Serra do Mar em época bem remota, as
populacdes das diversas espécies de peixes que habitavam esta
regido poderiam ter sido redistribuidas ou fragmentadas em
populacdes menores. Assim, este isolamento geografico teria
originado uma situagdo de alopatria para a fauna ictiologica destes

rios.

Diante deste cendrio as seguintes questdes sdo levantadas:

* Ocorreriam ainda formas idénticas entre as sub-bacias hoje
isoladas?

» Se assim for, apresentariam elas, algum nivel de diversificacdo em
relacdo a algum aspecto detectavel em nivel cromossémico?

» Diferenciagdo evolutiva no sistema cromossdémico sexual ZW pode

estar associada as barreiras biogeograficas?

Assim, foram objetivos deste trabalho:

a) Caracterizar cariotipicamente diferentes populacdes de Characidium
lanei, espécies residentes dos rios Ribeirdo e Barroca;

b) Identificar marcadores cromossdmicos informativos para andlises

comparativas entre as populagdes em estudo;



Para obter tais respostas ou esclarecimentos foram utilizadas as

seguintes estratégias:

» Caracterizacdo da macroestrutura cromossdmica de duas
populacdes da espécie Characidium lanei com a utilizacdo de

coloracdo convencional (Giemsa);

» Caracterizacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs),
através de impregnacdo por nitrato de prata e localizacdo de regides

heterocromaticas pelo bandamento C.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O Estado do Parand possui dois grandes Complexos Hidrograficos: a
Bacia Hidrogréfica do Rio Parand e a Bacia Hidrografica do Atlantico (Figura 1).
Esta altima, também conhecida como Bacia Litordnea, situa-se na regido leste e
é formada por seis sub-bacias. Para o presente trabalho foram utilizados dois
rios pertencentes a duas micro-bacias diferentes: o Rio Ribeirao, pertencente a
Sub-bacia da Baia de Paranagud e o Rio Barroca, pertencente a sub-bacia do rio

Nhundiaquara (Figura 2).
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Figura 1 - Mapa Hidrografico do Parand, evidenciando a Bacia do Atlantico,
com as seis sub-bacias.
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Figura 2 - Mapa da Bacia Hidrografica do Atlantico composta pelas seis sub-
bacias representadas pelas letras: R - Sub-Bacia do Rio Ribeira; L - Sub-Bacia da
Baia das Laranjeiras; A - Sub-Bacia da Baia de Antonina; G - Sub-Bacia da Baia
de Guaratuba. As sub-bacias em destaque referem-se a Sub-Bacia do Rio
Nhundiaquara, representada pela letra N e a Sub-Bacia da Baia de Paranagua,
representada pela letra P, nestas localizam-se os locais de coleta do presente
estudo.
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O Rio Ribeirao (25°35’S; 48°37°0O) nasce a 766m de altitude em relagao
ao nivel do mar, na Serra da Prata. Este rio é caracterizado por aguas claras,
variado sombreamento pela vegetacdo marginal, correnteza moderada e
substrato composto por areia, folhico e cascalho (Figura 3). Situa-se em uma
regido bem conservada da Floresta Atlantica com as nascentes no Parque
Nacional Saint-Hilaire/Hugo Lange. Apesar de ser utilizado esporadicamente
para recreacdo e de um dos trechos situar-se préximo a uma rodovia, a

influéncia antrépica nao é significativa (FEHLAUER, 2002).

Figura 3 - Foto ilustrativa do Rio Ribeirao (Paranagua, PR).
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O Rio Barroca (25°24’S; 48°50’0) com elevacao de 63 metros pertence a
Sub-bacia do Rio Nhundiaquara. E caracterizado por possuir 4guas claras, com
fundo arenoso, com cascalho e folhico. Possui correnteza moderada, e esta
situado em uma regido conservada do Bioma Floresta Atlantica, na Estrada Sao

Jodo da Graciosa, proximo a cidade de Morretes. (Figura 4).

Figura 4 - Foto ilustrativa do Rio Barroca (Sao Jodao da Graciosa, PR).
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MATERIAL

Foram realizadas vérias coletas de exemplares de Characidium lanei
(Figura 5) pertencentes aos rios estudados. Nem todos os exemplares da espécie
coletados apresentavam metafases mitoticas em condicdes de andlise em
Giemsa e aplicagdo das técnicas de Bandamento C e RONs, devido ao pequeno
tamanho dos animais. Os procedimentos metodolégicos foram aplicados em 61
peixes, sendo 23 pertencentes ao sexo masculino, 28 pertencentes ao sexo
feminino e ndo foi possivel determinar o sexo de dez exemplares, antes da
andlise citogenética. As melhores metéfases foram consideradas para este
trabalho, totalizando um ntmero de 17 exemplares com metdfases em boas

condicdes de analise.

Figura 5 - Foto ilustrativa da espécie Characidium lanei.
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METODOS

Procedimentos Metodolégicos para Coleta e Transporte

As coletas foram realizadas com rede de mdo e peneira. Os peixes
foram colocados em um isopor com dgua do préprio rio e transportados vivos
ao laboratério de Citogenética Animal da Universidade Federal do Parana. No

laboratério, foram mantidos em tanques aerados.

Obtencao das Metafases Mitoticas

Método indireto

Alguns dos animais foram processados através do método indireto “in
vitro” de cultura de tecidos sélidos de curto tempo, utilizando a porc¢do anterior
do rim, descrito por FENOCCHIO et al. (1991), com algumas modificacdes.

- Retirou-se a porgdo anterior do rim, (MOREIRA-FILHO &
BERTOLLO, 1991), no caso especifico do Characidium lanei, por ser um animal
de proporgdes diminutas, foi utilizado todo o rim (porgado anterior e posterior).
O tecido foi transferido para uma placa de Petri contendo 7 ml de meio de
cultura RPMI e 20% de soro bovino fetal.

- Em seguida, o material foi desagregado com pincas de ponta fina com
posterior aspersdo e expiracdo da solugdo com uma seringa de vidro sem
agulha.

A solucdo de células obtida foi incubada em estufa a 29 °C por sete
horas em média.

Os exemplares foram devidamente numerados, segundo o Livro de
Registros de Citogenética de Peixes do laboratério de Citogenética Animal, e
em seguida fixados em formol por 24 horas e colocados em alcool 70%.

O procedimento de processamento do material foi o seguinte:

- 25 minutos antes de completar o tempo de cultura, foram pingadas

duas gotas de colchicina (0,025%) em cada recipiente. A placa de Petri foi entdo
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gentilmente agitada para homogeneizar o material e este foi mantido em estufa
até completar o tempo necessario (7 horas e meia).

- Passado os 25 minutos, a cultura foi sacrificada e transferida para um
tubo de ensaio que foi centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm.

- O sobrenadante foi descartado e completou-se o tubo de ensaio com 8
ml com solugdo hipotonica de KCI (0,075M). A solucdo foi ressuspendida e
ficou por cerca de 30 minutos a uma temperatura de 37°C.

- O fixador foi preparado com trés partes de metanol para uma parte de
acido acético e mantido sob refrigeracao.

- Dado o tempo de hipotonizacdo, foram pingadas algumas gotas do
fixador em cada tubo. A solucgao foi ressuspendida até ficar homogéneo (por
volta de 30 vezes), e centrifugada por 10 minutos a 800-900 rpm.

- O sobrenadante foi descartado e em seguida o tubo foi completado
até o volume de 8 ml com fixador. Novamente o material foi ressuspendido e
centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm.

- Esta tltima etapa foi repetida por mais duas vezes.

- Ap6s a terceira e tltima centrifugacao com fixador, o sobrenadante foi
descartado. Foi colocado 1,0 ml de fixador e o material foi ressuspendido por
mais uma vez. Esta solugdo foi armazenada em tubo de micropipeta do tipo

Eppendorf (1,5ml) em freezer a - 20° C.

Método direto

Alguns peixes foram processados através do método direto, utilizando
a técnica convencional de preparacdo de cromossomos mitéticos de peixes,
descrito por BERTOLLO et al. (1978).

- Injetou-se dorsalmente no animal uma solucdo de levedura
(1ml1/100g);

- O peixe foi mantido em aqudrio bem aerado, por um periodo de 48
horas.

- Decorrido este tempo injetou-se intra-abdominalmente, entre as
nadadeiras peitorais e ventrais, solucdo aquosa de colchicina (0,0125%) na

proporcao de 1ml/100g de peso do animal.
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- O peixe foi deixado em aquario bem aerado, por um certo periodo de
tempo (20 minutos a 1 hora), em seguida o animal foi sacrificado e retirou-se o
rim (anterior e/ou posterior) ou, no caso de animais muito pequenos, retirou-se
todo o conjunto de 6rgaos, exceto vesicula biliar, sob estereomicroscépio.

- Lavou-se rapidamente o material retirado em solugdo hipotdnica de
KCl a 0,075 M e transferiu-o para pequenas cubas de vidro contendo solucgdo
hipotonica (cerca de 5 mL).

- Dissociou-se bem o material, com pingas de disseccdo e uma seringa
desprovida de agulha, aspirando e expirando suavemente para facilitar a
separagao das células e para obter uma suspensao celular homogénea.

- Colocou-se a suspensao obtida em estufa a 36-37°C, durante cerca de
vinte e cinco - trinta minutos.

- O material foi ressuspendido com bastante cuidado, com auxilio de
uma pipeta Pasteur, e entdo a suspensao obtida foi transferida para um tubo de
centrifuga. Pedagos de tecido ainda ndo desfeitos foram descartados.

- Algumas gotas de fixador (dlcool metilico 3 : 4cido acético 1), recém-
preparado foram acrescentadas e entdo, o material foi ressuspendido e
centrifugado por 10 minutos, a 900 rpm, descartando o sobrenadante com uma
pipeta Pasteur.

- Foi adicionado, vagarosamente, 5-7 ml de fixador recém-preparado,
deixando escorrer através das paredes do tubo de centrifuga.

- O material foi mais uma vez ressuspendido, cuidadosamente, com
auxilio de uma pipeta Pasteur.

- Repetiu-se o processo de fixacdo por duas vezes. Apds a ultima
centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, cerca de 1 mL de fixador,
dependendo da quantidade de material sedimentado, foi adicionado e o
material foi ressuspendido.

- O material foi entdo, guardado em freezer, acondicionado em

pequenos frascos tipo Eppendorf.
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Coloragdao Convencional - GIEMSA

Para andlise do namero e morfologia dos cromossomos, ldaminas foram
lavadas e em seguida receberam trés gotas do material preparado
anteriormente. Este material foi pingado em banho-maria a 60°C e seco ao ar.
As laminas foram coradas com solucao de corante Giemsa 5%, diluido em
tampao fosfato pH 6,8 (KH,PO, + Na,HPO,) durante aproximadamente 10

minutos. Em seguida foram lavadas em agua corrente e secas ao ar.

Coloracao com Nitrato de Prata - AgRONs

A técnica de coloragdo com nitrato de prata descrita por HOWELL &
BLACK (1980), foi realizada com laminas envelhecidas por pelo menos um dia,
em estufa a 42° C.

- Foram pingadas duas gotas de solucdo coloidal reveladora (1g de
gelatina dissolvida em 50 ml de agua destilada + 0,5 ml de acido férmico) e uma
gota da solucao de nitrato de prata (1g de AgNO; dissolvida em 2 ml de agua
destilada) sobre o material na ldmina.

- Em seguida foi colocada uma laminula sobre a lamina e
imediatamente levada a estufa a 60°C até que a mistura das solugdes alcancasse
uma colorag¢ao marrom-dourada.

- Em seguida a lamina foi lavada em agua corrente, deixada secar ao ar.

- Para diminuir o brilho da lamina, pode-se colocd-la em Giemsa,

bastante diluida em tampao fosfato pH 6,8 por 10 segundos.
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Deteccao da Heterocromatina Constitutiva

Os estudos de heterocromatina foram realizados segundo a técnica de
SUMNER (1972).

- O material acondicionado no freezer foi pingado sobre a lamina e em
seguida, a lamina foi colocada em solucdo de HCl 0,2N a temperatura ambiente
por 15 minutos.

- A lamina foi entdo lavada com 4gua destilada e seca ao ar. Em
seguida, a lamina foi colocada em solugao de Bario a 5% (Ba(OH),) a 42°C por
aproximadamente 15 segundos.

- Rapidamente a lamina foi inserida no HCl, apenas para remover o
excesso de Bario, e entdo lavada com jato de agua destilada.

- A lamina foi colocada em uma solugdo de 2xSSC (15,53g de NaCl +
8,82¢g de Citrato Triss6dico + agua deionizada) a 60°C por uma hora.

- Ap6s este tempo, a lamina foi novamente lavada com agua destilada e
seca ao ar.

A lamina foi corada com Giemsa diluida a 2% em tampao fosfato pH

6,8 durante 15 minutos.

Montagem e Analise dos Cariétipos

Foi utilizado um sistema de captura digital de imagens, com
microscopio Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied Spectral
Imagem. As analises cromossomicas foram realizadas no computador através
do software Case Data Manager Expo 2.0, e as medicGes cromossdmicas foram
feitas com o software Corel Draw 9 para a determinagdo da relacdo entre os
bracos (RB).

Para o calculo do NF os cromossomos metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) foram considerados como
bibraquiais, enquanto que os cromossomos acrocéntricos (a) constituidos por

um tnico braco.
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A classificacao dos cromossomos quanto a relagdo entre os bragos

seguiu conforme LEVAN, FREDGA e SANDBERG (1964), determinando os

tipos a seguir:
Metacéntrico (m)
Submetacéntrico (sm)
Subtelocéntrico (st)

Acrocéntrico (a)

RB=1,00a1,70
RB=1,71a3,00
RB =3,01a7,00
RB > 7,01
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura cariotipica

O estudo comparativo entre duas populagdes de C. lanei da Bacia
Litoranea paranaense mostrou que as duas populacdes apresentam 2n = 50
cromossomos, mas com férmulas cariotipicas distintas.

A populacdo de Characidium lanei do Rio Ribeirdo apresentou um
numero dipléide modal de 50 cromossomos e um sistema de cromossomos
sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW, no qual o cromossomo Z consiste de
um pequeno submetacéntrico (sm), e o cromossomo W um cromossomo
metacéntrico (m) maior em tamanho em relagdo ao Z. Portanto, os machos
apresentaram uma férmula cariotipica composta de 18m + 32sm (Figura 6) e as
fémeas 19m + 31sm (Figura 7). Uma constituicdo diferente foi observada no
cariétipo da populacao de Characidium lanei do Rio Barroca, no qual também foi
encontrado um 2n = 50 cromossomos mas com uma férmula cariotipica
constituida por 32 cromossomos metacéntricos, 16 submetacéntricos e um par
de cromossomos acrocéntricos tanto em fémeas quanto em machos. Nesta
populagcdao ambos os cromossomos sexuais sdo do tipo submetacéntricos com W
novamente possuindo um maior tamanho em compara¢do com 0 cromossomo

Z (Figura 8a).
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Figura 6 - Cariotipo de macho de Characidium lanei do rio Ribeirdo com
coloracdo convencional por Giemsa. Em destaque estdo os cromossomos

sexuais ZZ7.
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Figura 7 - Caritdtipo de fémea de Characidium lanei do rio Ribeirdo com
coloracdo convencional por Giemsa. Em destaque estdo os cromossomos

sexuais ZW.
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Figura 8 - Caridtipo de Characidium lanei do rio Barroca com coloracao
convencional por Giemsa (a) e bandamento C seqiiencial (b). No box esta o par
sexual portador das RONs.
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Ao contrario dos vertebrados superiores, cromossomos sexuais
heteromorficos ndo constituem uma condigao plesiomoérfica em peixes. De fato,
cromossomos heteromorficos parecem evoluir independentemente na histéria
evolutiva deste grupo (ARTONI et al., 2001). Aproximadamente 50% das
ocorréncias de cromossomos sexuais reportadas para a fauna neotropical
correspondem ao sexo heterogamético feminino (MOREIRA-FILHO et al., 1993).
A diferenciacdo morfolégica dos vérios sistemas sexuais é bem conhecido no
sistema ZZ-ZW, onde o cromossomo W possui uma regido heterocromética nao
presente no cromossomo Z (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2001).

Entre a familia Characidae, cromossomos sexuais representam uma
ocorréncia rara. Na verdade, cromossomos ZW diferenciados foram descritos
apenas em trés outras espécies de Characidium, enquanto as outras espécies nao
apresentam sistema cromossdmico sexual (MAISTRO et al., 1998 entre outros),
Characidium  fasciatum (MAISTRO et al, 1998), Characidium  gomesi
(CENTOFANTE et al, 2001) e Characidium alipioi (VICARI, 2006). As espécies de
Characidium que apresentam sistema cromossomico sexual estdo mais
relacionadas entre si do que as espécies que nao possuem tal sistema. Nas trés
espécies, os cromossomos Z e W podem apresentar tamanho comparavel entre
si ou diferenciado, no caso o W de tamanho menor que o Z. No entanto, o
cromossomo W sempre é identificado por se mostrar completamente
heterocromatico (CENTOFANTE et al, 2003).

Embora o género Characidium apresente uma estrutura cariotipica
relativamente estdvel, usualmente com um ntmero diploide 2n=50 e
cromossomos bibraquiais, algumas divergéncias inter-especificas e inter-
populacionais tém sido observadas (Tabela 1), inclusive com a ocorréncia de

cromossomos B (MIYAZAWA & GALETTI Jr., 1994; MAISTRO et al., 1998).



Tabela 1 - Dados cromossémicos para as espécies do género Characidium.
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Espécie Férmula Sistema RONs Localidade Ref.
Crom. Sexual
C. cf zebra 32M+185M Ausente Par25  Reserva Jatai, SP 1
C. ¢f zebra 32M+185M Ausente Par25  Rio Passa-Cindo, SP 2
C. cf zebra 32M+185M Ausente Par25  Rio Piracicaba, SP 1
C. zebra 32M + 18sM Ausente Par23  Corrego Paiol, SP 3
C. zebra 32M + 18sM Ausente Par23  Rio Machado, MG 4
C. lagosantensis 32M+185M Ausente Reserva Jatai, SP 1
C. lagosantensis 32M+18SM Ausente Rio Mogi- Guagu, SP 1
C. pterostictum 32M, 16SM, 2ST Ausente Reserva Carlos Botelho, SP 1
C. pterostictum 32M, 16SM, 2ST Ausente Reserva Jatai, SP 1
C. lauroi 24M, 24SM, 2ST Ausente 5e23 Ribeirdo Grande, SP 5
C. cf fasciatum 32M+185M Presente Par17  Quinta e Rio Pardo, SP 6
C. cf fasciatum 32M+18SM Ausente Par23  Rio Machado, MG 7
C. gomesi 32M+185M Ausente Par17  Rio Machado, MG 4
C. cf zebra 32M+185M Ausente Par23  Sao Bento Sapucai, SP 3
C. gomesi 32M+18SM Presente Par18  Sao Bento Sapucai, SP 3
C. gomesi 32M, 185M Presente 18 Cérrego Paiol, SP 3
C. sp. cf. C. gomesi ~ 32M, 185M Presente 17e2  RioParda e da Quinta, SP 6
C. sp. cf. C. gomesi f: 31M,18SM, 1ST Presente 10e2 Rio Quebra Perna, PR 8
m: 32M, 185M
C. sp. cf C. alipioi 30M, 20SM Presente 16 Riberao Grande SP 5
C. lanei f:17M, 335M Presente Rio Ribeirao, PR 9
m: 19M, 31SM
C. lanei 32M, 165M, 2A Presente Rio Barroca, PR 9

Referéncias: 1. MIYAZAWA & GALETTI Jr (1994); 2. MIYAZAWA (1991); 3. CENTOFANTE et al. (2001); 4.
SILVA & MAISTRO (2006); 5. CENTOFANTE et al. (2003); 6. MAISTRO et al. (1998); 7. BRAGA &
MAISTRO (2000);; 8. VICARI (2006); 9. Presente estudo.

O namero dipléide 2n = 50 cromossomos é detectado em todas
espécies do género consistindo de um cardter ancestral para o grupo
(MIYAZAWA & GALETTI, 1994), e a macroestrutura cariotipica de 32m + 18
sm é a situacdo mais comumente verificada. Diante desta peculiaridade, os
resultados observados para as duas populacgdes de Characidium lanei do
presente trabalho, representam uma descrigdo de novos citétipos, uma vez que
o citétipo do rio Ribeirdo mostra uma férmula cariotipica oposta ao padrdo do
género e o do rio Barroca a divergéncia é dada pela presenca de dois
cromossomos acrocéntricos (par 25) o qual representa um importante marcador

citotaxondmico para esta populacdo. Rearranjos cromossomicos tais como
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inversodes e translocacdes poderiam ter desempenhado um papel importante na
diversificacao cariotipica destas populagdes.

Segundo MAISTRO et al. (1998), as diferencas nas estruturas
cariotipicas entre espécies-populacdes de Characidium poderiam estar
relacionadas ao modo de vida desses animais, tipicos de cabeceiras, com baixa
mobilidade, formando populagdes locais que poderiam facilitar a fixagdo de
rearranjos CromossOmicos.

Segundo BOHLKE et al. (1978), os pequenos caracideos como os do
género Astyanax, Hyphessobrycon, Hemigrammus e Characidium apresentam uma
taxa elevada de especiacdao, sendo possivel a ocorréncia de muitas espécies
desconhecidas devido ao alto grau de endemismo geogréfico nesses grupos de

peixes.
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Sitios de rDNA

Characidium lanei do presente estudo possui RONs simples com apenas
um par de cromossomos mostrando Ag-RONs ativa. Na populacdo do rio
Ribeirao elas estdo localizadas em posicao terminal de um par de cromossomos
submetacéntricos ndo relacionados ao sexo (Figura 9a). Este par cromossdmico
é homologo a outras espécies de Characidium que apresentam RONs simples
(MAISTRO et al., 1998; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO;
2006).

A localizacao e o ntimero de sitios de rtDNA tém sido espécie-especifico
para algumas espécies de peixes neotropicais inclusive para o género
Characidium (JESUS & MOREIRA-FILHO, 2000; ARTONI et al., 2006). Contudo
os sitios de rDNA também podem estar associados com a diferenciacdo de
sistemas de cromossomos sexuais (BORN & BERTOLLO, 2000; ARTONI et al.,
2001; ARTONI & BERTOLLO, 2002; VICARI et al., 2003), de modo que foi
exatamente esta a situagdo observada para o citétipo do rio Barroca, no qual a
localizacdo destes sitios estd no teldbmero do braco curto e no brago longo dos
cromossomo Z e W respectivamente (Figura 8). Assim, a localizacao de sitios de
rDNA maior sobre os cromossomos sexuais pode representar uma condicdo
antiga, e provavelmente eles sempre estiveram presentes nos ancestrais dos
cromossomos Z e W quando estes ainda eram um par homomaorfico.

Portanto nossos dados sugerem que o rDNA maior de Characidium
lanei desta populacdo especifica possui uma diversificacdo dependente da
diferenciacdo dos cromossomos sexuais Z e W prosseguindo vinculados seus
caminhos evolutivos. Para a comprovacdo de tal hipdtese, é necessario a

utilizacdo da sonda de rDNA 18S.



Heterocromatina e diferenciacio do cromossomo sexual W
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No presente estudo, a heterocromatina detectada pela técnica do

bandamento C, corroborou com a identificacao dos cromossomos relacionados

com o sistema sexual para os espécimes de ambas as populagdes. Em C. lanei do

Rio Ribeirdao, o cromossomo Z apresenta apenas um bloco heterocromatico na

regido proximal ao centromero, o cromossomo W ¢é completamente

heterocromatico (Figura 9). Bandas C também foram visualizadas nas regides

centroméricas de alguns cromossomos, mas através de marcagdes pequenas e

fracas. Tais marcas nao foram observadas em todos 0s cromossomos, como

descrito para as outras espécies de Characidium. Este fato pode refletir a

pequena quantidade de heterocromatina presente em C. lanei desta populagao.
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Figura 9 - Metéafases sométicas de fémea de C. lanei do rio Ribeirdo: (a) as setas

indicam os cromossomos portadores das Ag-RONSs; (b) bandas C.
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A populagio de C. lanei do Rio Barroca apresenta marcagdes
heterocromaticas centroméricas na maioria dos cromossomos e ocupando todo
um braco de alguns pares (Figura 8b). Além disso, foi verificado um
heteromorfismo de tamanho com relacdo aos blocos teloméricos do par 25. O
polimorfismo de heterocromatina é geralmente discreto nos peixes, envolvendo
poucos cromossomos. Podem estar relacionados ao tamanho dos blocos
(MARTINEZ et al., 1991; JANKUN et al., 1995) ou resultar da associacdo entre
regides heterocromaticas e RONs polimérficas (HARTLEY, 1988, AMORES et
al., 1993). Este polimorfismo intra-individual caracterizado pela diferenca na
quantidade de heterocromatina entre homologos pode resultar da
recombinacdo desigual causada por pareamento errdneo entre segmentos de
DNA satélite, presente nestas regides. Isto pode conduzir ao aumento ou a
diminuicdo do ntmero de repeticdes (SMITH, 1976). Entretanto, foi verificada
em algumas células, coincidéncia espacial aparente entre a parcela
heterocromatica do cromossomo com a regido eucromaética do seu homoélogo,
de modo que um processo de heterocromatinizagdo da eucromatina nao pode
ser descartado neste caso.

Quanto aos cromossomos sexuais, 0 Z apresenta uma pequena banda
centromérica e o cromossomo W apresenta-se totalmente heterocromatico. Esta
situagdo é descrita para todas as espécies de Characidium que possuem o sistema
de cromossomos sexuais ZZ/ZW heteromorficos, embora estes cromossomos
possam variar em morfologia e tamanho. Para as populagdes de C. fasciatum do
Rio Pardo e Rio da Quinta (MAISTRO et al, 1998) o par submetacéntrico n. 19
foi considerado o par sexual ZW, ndo havendo diferenciagdo de tamanho entre
Z e W. Em C. gomesi do corrego Paiol Grande, ambos os cromossomos sexuais
sdo metacéntricos, mas o W é menor em tamanho que o Z (CENTOFANTE et al,
2001). Ja a populacdo do coérrego Quebra Perna, C. gomesi apresenta o
cromossomo Z metacéntrico e o cromossomo W submetacéntrico maior em
tamanho que o Z. Characidium alipioi, do cérrego Ribeirdo Grande, o primeiro
par metacéntrico é considerado o par sexual, sem diferenca de tamanho entre o
Z e o W (CENTOFANTE et al, 2003). A diferenciacao evolutiva nos sistemas de

cromossomos sexuais ZW podem estar associados com barreiras biogeograficas.
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As formas exibindo um cromossomo W completamente heterocromatico sao
relacionadas alopatricamente entre si (CENTOFANTE et al, 2003).

Em alguns peixes, a diferenciacdo dos cromossomos sexuais parece ser
um fato relacionado a segmentos de heterocromatina exclusivos dos
cromossomos Y ou W. Na maioria dos casos, uma heterocromatinizacao
primdaria, parece ter sido seguida por um processo de acimulo de
heterocromatina, com o conseqiiente aumento do tamanho dos cromossomos Y
ou W em relagdo aos seus homoélogos originais (X ou Z) (Figura 10), como
observado em Characidium lanei. Por outro lado, em varias espécies, este
processo fora acompanhado pela reducdo no tamanho do cromossomo W, o
qual é menor que o Z (CENTOFANTE et al., 2001). Sendo assim, se os
cromossomos Z e W do género Characidium foram inicialmente um par
homologo, a heterocromatinizacdo parece constituir um passo decisivo na
diferenciacdo do cromossomo W, seguido por modificacdes tais como delecoes
e/ou inversdes. Nesta proposta, ambos cromossomos Z e W, estariam
modificados em tamanho e forma, tendo sofrido reducdes em tamanho em
relagdo a possivel condicao ancestral. Este mecanismo estd de acordo com o
modelo para a evolugdo de cromossomos sexuais heteromorficos. Neste
modelo, o cromossomo W é protegido da presenca constante do cromossomo Z,
que é evolutivamente confinado a homozigosidade em um dos sexos, e restrito
quanto a habilidade para recombinacdo. Desta forma, é possivel para o
cromossomo W progredir de uma condicdo inicial de homomorfismo com o
cromossomo Z para um cromossomo diferenciado, podendo mesmo se tornar

pequeno e heterocromético, com poucos locos funcionais (GREEN, 1990).
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Figura 10 - Derivacdo hipotética do cromossomo W, a flecha indica a
amplificacdo da heterocromatina.
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Conservacao

Apenas na década de 1990, a Genética passou a auxiliar na
compreensdo dos problemas ligados a area de conservagiao ambiental (SOLE-
CAVA, 2001). Tal interacdo se faz importante, pelo acelerado processo de
desmatamento, degradacdo e mudangas climaticas, que tem acarretado a perda
da biodiversidade. As planicies costeiras sdo particularmente vulnerdveis a
concentracdo de atividades humanas, juntamente com os sucessivos impactos
resultantes de diferentes ciclos de exploragdo de recursos naturais e da
concentracdo da populagao, levaram a uma drastica destruicdo da paisagem
natural do Bioma Floresta Atlantica. Neste local, h4 a concentracdo de espécies
com elevados niveis de degradagdo, sendo assim considerado um hotspot, em
termos de conservacao mundial (MEYERS et al., 2000).

O papel da genética na conservacdo é muito diversificado e ndo se
limita apenas a identificagdo e mitigacdo das conseqiiéncias da endogamia e
exogamia. Em combinacdo com a ecologia e com a biologia de populagdes, a
genética se torna uma ferramente importante na determinacdo das espécies a
serem conservadas (sistemética molecular), dos locais onde focalizar os esforcos
de conservacdo (filogeografia) e das estratégias para conservar a maior
quantidade de diversidade genética nas populagdes com o intuito de manter o
potencial evolutivo de uma espécie ou populacdo (genética de populagdes)
(PEREZ-SWEENEY et al., 2004).

A diversidade é fundamental para a manutencdo de um taxon, pois se
houver alguma mudanca no ambiente, a populagdo (ou as populacdes) com
maior variabilidade possui maior chance de sobrevivéncia. Sendo assim, a
analise das vérias populacoes de Characidium lanei sob o aspecto da genética da
conservagdo é de extrema importancia. Basta considerar as caracteristicas
peculiares da espécie, bem como as caracteristicas populacionais e também sob
a relevancia do habitat da espécie, um importante remanescente de Floresta
Atlantica no Parana.

Bacia Hidrogréfica é uma unidade natural que integra os processos

socioambientais onde se pode avaliar os impactos ambientais decorrentes das
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acoes antropicas e, pode ser objeto de estudo de pesquisas que enfoquem a
compreensao dos mecanismos do seu funcionamento e da sua preservacao.

A Genética contribui para a conservagdo com a caracterizagcdo da
biodiversidade, seja populacional ou em niveis taxondmicos superiores. E tal
caracterizacdo permite compreender a relacdo entre individuos, populagdes e
outros tdxons. Os dados obtidos pelas técnicas genéticas s6 possuem significado
biolégico quando outras informagdes, tais como a biologia, a ecologia e a
biogeografia se fazem disponiveis. Uma unidade evolutivamente significativa é
definida como uma populacdo ou grupo de populacdes que se encontram
diferenciados em termos genéticos, morfologicos ou ecolégicos de populacdes
proximas (co-especificas), refletindo uma histéria de isolamento geografico em
niveis varidveis. Estas populacdes, ao possuirem caracteristicas proéprias
mereceriam ser consideradas como unidades independentes para fins de
conservacdo (EIZIRIK, 1996). A maneira de definir tais unidades depende de
como interpretar os padrdes de variacdo observados entre populacdes no
contexto da histéria de vida de cada espécie, sua evolugao e sua biogeografia.

Ha concordéncia por parte de varios profissionais que a preservagao de
espécies como unidades simples (manejada em campo ou cativeiro com uma
Unica populacdo panmitica, em que se promova o fluxo génico entre quaisquer
individuos independentemente da sua origem geografica) é inadequada e seria
prejudicial ndo s6 por obscurecer parte da histéria evolutiva recente de
populagdes ja diferenciadas, o que seria uma irresponsabilidade, como também
por promover graves problemas ao misturar repositorios genéticos adaptados a
diferentes condigdes ecolégicas (TEMPLETON, 1986; LYNCH, 1996).

O aprimoramento, bem como a utilizagao, das técnicas genéticas para a
Biologia da Conservagdo se expandiu muito nas dltimas décadas, indicando a
sua relevancia em estudos biogeograficos, sistematicos, ecolégicos e
comportamentais ligados ao manejo e a preservacao de espécies e habitats. As
técnicas genéticas podem ser utilizadas para a discriminacdo de unidades
genéticas distintas, para estimar a variabilidade genética de populacdes
naturais, para determinacdo do sexo de individuos em estudos populacionais e

também, na identificacdo de hibridos. Segundo SOLE-CAVA (2001), geralmente
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os estudos genéticos sao mais freqiientes com populacdes bastante reduzidas ou
ameagadas e, portanto, seria mais adequado um procedimento de prevengdo do
processo de extingdo através da protecao ambiental.

Em alguns casos, o taxon analisado, inicialmente ndo é considerado
ameacado, mas apds o estudo, se for confirmado que estd subdivido em
populacdes de menor ntimero de individuos, essas populagdes, por sua vez,
podem estar ameacadas e merecem mais atencdo (MIYAKI & ALVES, 2006).
Sendo assim, a utilizacdo das técnicas genéticas aliada a ampliagdo do estudo
para outras espécies do género que também habitam os rios da Bacia Atlantica

no Parand, melhoraria o entendimento a cerca deste ambiente e das espécies

que o habitam.
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