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O caminho para a sabedoria?

Bem, é simples explicar:

Erre, erre e erre de novo

Mas cada vez menos, menos e menos

-Piet Hein
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RESUMO

O rio lguacgu, caracterizado pelo alto endemismo relacionado a
ictiofauna, possui pelo menos 8 espécies do género Astyanax: A.
sp.A, A.sp. B, A.sp. C, A.sp. D, A.sp. E, A. sp. F e A. altiparanae.
A espécie Astyanax sp. D vive em cabeceiras de pequenos rios.
Foram feitas analises cromossdmicas em A. sp.D de trés populagdes
provenientes de dois riachos da margem direita e um da margem
esquerda do alto rio Iguagu. Nas trés localidades, os individuos
analisados apresentaram um numero dipléide modal de 50
cromossomos, distribuidos em 2 pares de cromossomos
metacéntricos, 12 de submetacéntricos, 3 de subtelocéntricos e 8 de
acrocéntricos (NF=84). Nao foi detectado dimorfismo sexual
cromossémico. Dentro de todas as populacdes foi verificada uma
variagao interindividual com relagcdo ao numero e localizagcdo de
bandas heterocromaticas. Ao comparar os blocos C positivos das trés
localidades, estes se mostraram semelhantes. Através da
mensuragao das variagdes cromossdmicas estruturais (inversdes
paracéntricas) identificadas pelo bandamento C, foi possivel obter
frequéncias “alélicas” e “genotipicas” de dois pares cromossdémicos
polimérficos (18 e 19), sendo que cada par possui dois morfotipos.
As frequéncias, em todas as localidades, se mostraram concordantes
com as proporgcdes esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg.
Quando comparadas, as populagcdes apresentaram frequéncias
“alélicas” e “genotipicas” estatisticamente similares, evidenciando
semelhancgas populacionais. A estatistica-F foi usada para descrever
uma possivel estruturacdo entre as populagdes. Os valores obtidos
através da analise de Fs referente a dois pares cromossOmicos
polimdrficos indicam que ndo ha estruturagcdo populacional, e que as

populacbes provavelmente se comportam como uma so.
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ABSTRACT

Iguacu river, characterized by the high endemism related to it's
ictiofauna, has at least eight species of the Astyanax genus: A. sp. A,
A.sp. B, A.sp. C, A.sp. D, A. sp. E, A. sp. F and A. altiparanae. The
Astyanax sp. D lives in headwaters of small rivers. A karyotypic
analysis were made on three populations of A. sp. D from two rivers
from the right and one from the left banks of the upper Iguacgu river. In
the three localities, the analyzed individuals presented a diploid
modal number of 50 chromosomes, arranged in two pairs of
metacentric chromosomes, 12 submetacentrics, three subtelocentrics
and eight acrocentrics (NF=84). No sexual chromosome system
dimorphism was detected. It was verified, within all the populations,
an interindividual variation on the number and position of the
heterochromatic block. The positive C blocks from the three localities
were similar. Through the measurement of the structural variation
(paracentric inversions) indentified by the C banding, it was possible
to obtain “allelic” and “genotypic” frequencies from two polimorphic
chromosomes (18 and 19), and each pair has two morphotypes. The
frequencies, on all localities, are in accord with the proportions
expected by the Hardy-Weinberg equilibrium. When compared, the
population presented “allelic” and “genotypic” frequencies statistically
similar, evidencing populational similarities. The F-statistics was
applied to describe a possible structuration between the populations.
The numbers obtained through Fg, referring to two polimorphic
chromosomic pairs, indicate that there is no populational

structuration, and that all the populations behave as one.
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1. INTRODUGAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DA CITOGENETICA DE PEIXES

A partir da segunda metade do século XIX, iniciaram-se os estudos
citogenéticos onde certas caracteristicas cromossdmicas poderiam
individualizar algumas espécies de animais e vegetais. Entretanto, o
numero e a morfologia cromossdmica s6 foram utilizados como
instrumentos de apoio a taxonomia de peixes quando puderam ser
comparados entre diferentes espécies, ou entre populagdes da
mesma espécie (BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978).

Segundo GUERRA (1988), as analises citotaxondmicas contribuem
para o estudo da evolugdo pelo fato do material genético estar
contido nos cromossomos. Portanto, alteragdes dessa natureza sao
quase sempre significativas para poder inferir o rumo evolutivo das
espécies. Os dados citogenéticos mais utilizados na citotaxonomia
sS40 0 numero cromossOmico, a morfologia dos cromossomos e o
padrao de bandas, bem como a quantidade, a posicdao e o
heteromorfismo das RONs e o comportamento meidtico dos
cromossdmos.

Os primeiros estudos citogenéticos em peixes foram publicados
por RETZIUS e KASTSCHENKO em 1890 (apud DENTON, 1973);
contudo, até a descoberta da aplicagcdo dos tratamentos
hipotonizantes para estudo das células em divisdo, pouco foi feito
nesta area. Somente apds 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.

O desenvolvimento geral da citogenética de peixes tem sido
bastante grande nas ultimas décadas, entretanto, segundo GOLD et
al. (1990), o numero de cromossomos e/ou cariotipos sdao conhecidos
para menos de 10% das mais de 25.000 espécies de peixes

existentes.



A citotaxonomia de peixes ainda pode apresentar dificuldades em
classificar espécies de ampla distribuicdo. O género Astyanax,
particularmente Astyanax scabripinnis, tem mostrado ampla
diversidade cariotipica interpopulacional e variedade no numero
diploide, 2n=46, 48 ou 50 (MORELLI et al.,1983; MARTINS et
al.,1984; MAISTRO, 1991; SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992; entre
outros). Diferentes padrées de bandas cromossdmicas também foram
observados (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO , 1991; MAISTRO, 1991;
SOUZA; MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr, 1996; MIZOGUCHI; MARTINS-
SANTOS, 1998; entre outros), sugerindo que este taxon pode ser um
complexo de espécies denominado por MOREIRA-FILHO e
BERTOLLO (op. cit.) como “complexo” scabripinnis.

Estudos citogenéticos tém revelado a presengca de alguns
cromossomos adicionais ndo homdlogos no complemento, sendo
denominados de supranumerarios ou cromossomos B. Cromossomos
supranumerarios ocorrem em frequéncias variaveis em diferentes
espécies e populacdes de plantas e animais e podem ser instaveis
durante a mitose e/ou a meiose (JONES, 1991). Em peixes
neotropicais, cromossomos B foram detectados pela primeira vez em
Prochilodus lineatus (PAULS; BERTOLLO, 1983). Apds este estudo
inicial eles foram descritos em muitas familias, dentre elas a familia
Characidae (MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997; entre outros), a
qual pertence o género Astyanax.

A ictiofauna de aguas continentais da regido neotropical foi
quantificada por SCHAEFER (1998) em aproximadamente 8.000
espécies. Dentre estas apenas 921 espécies pertencentes a 252
géneros e 44 familias ja foram cariotipadas. O numero e/ou a
localizagcdo das regidées organizadoras de nucléolos (RONs) foram
descritos para 821 espécies e/ou populacdes, variando de 1 a 13
pares de cromossomos portadores destes marcadores (OLIVEIRA;
ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2000). Estudos realizados em certos

grupos de peixes mostram que em diversas bacias ou diferentes
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tributarios pode-se encontrar espécies citogeneticamente distintas,
embora a taxonomia tradicional em alguns casos ndo acompanhe
estas observacdes (BERTOLLO et al., 2000).

Evidéncias ou sinais de alguns processos de diferenciagao
cariotipica envolvidos na evolugdo desses animais tém sido obtidos
por outros meios como analises numéricas, quantitativas e de
variabilidade de localizag&o de regides heterocromaticas e das RONs
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALLETI Jr.,1984).

A citogenética de peixes tem realizado estudos, principalmente,
através de técnicas convencionais, como Giemsa, banda-C e Ag-
RONs. Muitas destas informacdes vém sendo interpretadas com um
enfoque evolutivo, representando uma boa ferramenta para a
sistematica e evolugao de diversos grupos de peixes (BERTOLLO et
al., 1978; MOREIRA-FILHO et al., 1991, GALETTI et al., 1998).
Recentemente, métodos mais apurados como corantes fluorescentes
(MAYR; RAB; KALAT, 1985, ARTONI; MOLINA; BERTOLLO, 1999),
enzimas de restricdo (ERs)(SANCHES et al., 1991; HARTLEY, 1991;
MAISTRO, 1996; SWARGCA; CAETANO; DIAS, 1999, DA SILVA
CORTINHAS, M.C. et al., 2003, entre outros) e hibridagdo in situ
(PENDAS; MORAN; GARCIA-VASQUEZ, 1994; GALETTI Jr. et al.,
1995; entre outros) tem fornecido contribuicbes importantes para o

entendimento da composi¢cado e estrutura dos cromossomos.



1.2. ASPECTOS GERAIS DA FAMILIA CHARACIDAE

A familia Characidae quando comparada com as demais familias
da ordem Characiformes é a maior e a mais complexa, nela estao
peixes de habitos alimentares muito diversificados (herbivoros,
onivoros, carnivoros) e que exploram uma grande variedade de
habitats (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). Espécies pertencentes a
esta familia ocorrem em praticamente todos os ambientes de agua
doce e distribuem-se nos continentes americanos, desde a fronteira
México-Estados Unidos até o Sul da Argentina, e africano (LUCENA,
1993). Segundo FROESE e PAULY (2004), esta familia possui 1406
espécies.

Os peixes da familia Characidae, geralmente apresentam uma
nadadeira caudal adiposa, sdo bons nadadores e incluem a maioria
dos peixes de escamas bem conhecidos pelos brasileiros, como
lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixe-cachorro, dourado,
entre outros. Estes variam de tamanho desde 2 cm, como os
pequiras, até mais de um metro, como o dourado (BRITSKI, 1972).

O grande numero de espécies incluidas nessa familia, associado a
imensa variedade de formas que ela comporta, tem dificultado
proposicbes de classificacdo que reflitam agrupamentos naturais
dentro dela, de modo que os estudos das relagbes de parentesco com
as demais familias de Characiformes tém sido muito prejudicadas
devido a duvidas sobre o monofiletismo da familia Characidae
(LUCENA, 1993). Segundo WEITZMAN e FINK (1983), a referida
familia € um vasto grupo de peixes completamente heterogéneo e
aparentemente polifilético. Os estudos citogenéticos na familia
Characidae tiveram seu inicio com POST (1965)(apud DANIEL-SILVA,
1996), que relatou os numeros cromossémicos para varias espécies.
FALCAO (1988) relacionou 135 espécies cujos numeros hapléides
e/ou dipldéides ja eram conhecidos, evidenciando uma extensa

variabilidade cromossdmica compreendida entre 2n=28 para
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Hemigrammus (SCHEEL,1973) e 2n=64 para Serrasalmus holandi
(MURAMOTO; OHNO; ATKIN, 1968). A maioria das espécies, no
entanto, mostra um valor compreendido entre 2n=48 e 54
cromossomos (OLIVEIRA et al., 1988). Os Characidae apresentam
uma variabilidade de numero e forma cariotipica tanto entre espécies
de um mesmo género (MORELLI et al.,1983; FALCAO et al., 1984),
como entre populagbes da mesma espécie (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991). Apesar da diversidade cariotipica desta familia,
ela apresenta uma caracteristica citotaxonémica importante que, em
geral, tem se mantido constante na maior parte das espécies
estudadas até o momento, ou seja, o primeiro par de cromossomos é
um metacéntrico grande que se destaca dos outros metacéntricos
(SCHEEL, op.cit.; MORELLI et al.,1983; entre outros).

Estudos citogenéticos tém demonstrado que algumas subfamilias
de Characidae apresentam um cariétipo com tendéncias evolutivas
conservativas quanto a macroestrutura, como é o caso, por exemplo,
das subfamilias Salmininae (MARCO, 1986) e Bryconinae (VASCON;
PILEGGI; MOREIRA-FILHO, 1984). Entretanto, outras subfamilias tém
demonstrado grande diversidade cromossémica junto a consideraveis
problemas taxonédmicos, como ¢é o0 caso dos Serrasalminae
(AREFJEV, 1990a; CESTARI; GALETTI Jr., 1992), Cheirodontinae
(AREFJEV, 1990b; WASKO; GALETTI Jr., 1994) e Tetragonopterinae
(PORTELA; GALETTI Jr.; BERTOLLO, 1988).

A subfamilia Tetragonopterinae, dentre os Characidae, é um grupo
bastante diversificado, com muitos géneros e espécies, podendo ser
encontradas ao longo da América do Sul e da América Central. Sao
conhecidos como lambaris na regido Sul, e como piabas na regiao
Central (BRITSKI, 1972). Compreende géneros pobremente definidos
morfologicamente e provavelmente ndao é um grupo monofilético
(PORTELA; GALETTI Jr.; BERTOLLO, 1988). Por esta razao,
acredita-se que estudos citogenéticos mais aprofundados possam



auxiliar de maneira importante numa melhor definicdo das relacdes
taxonémicas e evolutivas deste grupo.

O género Astyanax (Tetragonopterinae) tem recebido atencgéo
especial por parte de alguns pesquisadores devido as suas
caracteristicas bioldgicas e citogenéticas, existindo casos onde
diferentes populagdes de uma mesma espécie tem mostrado
diferencas morfoldégicas e citogenéticas. O referido género mostra
ampla variabilidade cariotipica, sendo observados desde 2n=36 em A.
schubarti (MORELLI et al., 1983), até 2n=50 em outras espécies do
género (SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995). Variagcbes no numero
dipléide também foram detectadas para uma mesma espécie de
Astyanax, como é o caso de A. fasciatus (MORELLI et al.,1983;
JUSTI, 1993; HERAS, 1998) e A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO,

1989; entre outros)

A posicdo taxondmica da familia Characidae, segundo FINK e
FINK (1981), é a seguinte:
CLASSE - Osteichthyes
SUBCLASSE - Actinopterigii
INFRACLASSE - Teleostei
SUPERORDEM - Osthariophysi
SERIE - Otophysi
SUBSERIE - Characiphysi
ORDEM - Characiformes
FAMILIA — Characidae



1.3. ICTIOFAUNA DO RIO IGUAGCU

Com o soerguimento das Cataratas do Iguacu (70 metros de
desnivel) ocorrido a aproximadamente 22 milhdes de anos (periodo
Oligo-Mioceno), as populacdes de peixes da Bacia do Iguagu foram
isoladas das do rio Parana (MDK/CENCO, 1987). Tal fato favoreceu
um processo de especiagao, que seria responsavel pelo consideravel
grau de endemismo apresentado por sua ictiofauna. Segundo
NELSON e PLATNICK (1981), dois processos distintos devem ser
destacados na diversificacdo da atual fauna da bacia do Iguacgu:
vicariancia (a ictiofauna atual da bacia descende de uma ictiofauna
iguaguana ancestral que ficou isolada do resto da bacia do Parana
apos a formacgéao das cataratas) ou dispersédo (a fauna atual descende
de espécies ancestrais de outras bacias que dispersaram para o
Iguagu apo6s a formacgao da barreira).

HASEMAN (1911) (apud SEVERI; CORDEIRO, 1994) estimou a
ictiofauna da bacia do Iguagu em 25 espécies, tendo descrito 11 das
mesmas. Outros autores elevaram posteriormente para 35 o numero
de espécies, sendo 19 endémicas e 2 exoéticas. AGOSTINHO e
GOMES (1997), apresentam uma relagcdo de 64 espécies e 37
géneros para a bacia do rio Iguagu. Dessas espécies, 22 sao
descritas originalmente para a bacia, trés sao exoéticas e as 39
restantes dividem-se entre espécies nao descritas ou introduzidas de
outras bacias, ou ainda identificadas de maneira equivocada. Em um
monitoramento da ictiofauna ao longo de trés anos, implementado
apos a inauguracao da Hidrelétrica de Segredo, houve um acréscimo
de 16 espécies (AGOSTINHO e GOMES, op. cit). Atualmente sao
conhecidas 84 espécies de Teleostei para a bacia do Iguacgu
(INGENITO et al. 2004).

Estudos taxonédmicos feitos por SAMPAIO (1988), mostram que
existem pelo menos 7 espécies do género Astyanax no rio lguagu,

das quais apenas uma esta nominada (Astyanax gymnogenys = sp A).
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As outras receberam a denominacao de Astyanax sp. B; C, D, E e F.
Segundo AGOSTINHO e GOMES (1997), existe mais uma espécie
denominada Astyanax sp. G. Além disso, GARUTTI e BRITSKI (2000),

descreveram a ocorréncia de Astyanax altiparanae no rio Iguacgu.



1.3.1. Astyanax sp. D DO RIO IGUACU

Pequenos cursos d’agua tém sido objeto de amplos estudos em
zonas tropicais, subtropicais e temperadas (MATTHEWS, 1982;
MEFFE & SHELDON, 1988; ANGERMEIER, 1989; MATTHEWS, 1998).
Mais suscetivel a acédo antrépica em funcao de seu volume reduzido e
maior interface com o meio terrestre, estes ambientes estdo entre os
primeiros a sofrerem impacto no processo de colonizagcdo de novas
areas (MENEZES et al., 1990). As comunidades destes pequenos
cérregos s&o, em funcdo do regime de chuvas, submetidas a
mudangas drasticas nas condi¢des limnoldgicas, fato que lhes
confere complexidade no seu estudo e consequente conservacgao.
Estas comunidades sao afetadas de modo marcante por mudancgas
estacionais decorrentes da expansao e contragcdo do ambiente
aquatico durante as variagdes climaticas (LOWE-McCONNELL, 1975),
sendo que as espécies que vivem nestes ambientes resistem a
grandes mudangas nas condi¢gdes ecoldégicas, com o0 ambiente
variando de riachos correntosos, durante a época de chuva, a poc¢as
isoladas, nas épocas de baixa pluviosidade (UIEDA, 1983).

Para os peixes, este regime estacional reflete-se principalmente
em mudangas na alimentacgao, reprodugao e tamanho das populagdes
(LOWE-McCONNELL, 1967). Estas condigdes levam ao
desenvolvimento de uma comunidade peculiar, possivelmente isolada
de outros riachos pelas aguas mais volumosas dos trechos inferiores
de sua bacia, sendo o endemismo uma decorréncia provavel
(BUCKUP, 1999; CASTRO, 1999).

O principal habitat da espécie Astyanax sp. D s&o as cabeceiras
do rio Iguagu (SAMPAIO, 1988) e a distribuicdo dessa espécie
estende-se do alto até o médio rio Iguacu, onde é considerada rara
nas amostragens (AGOSTINHO; GOMES, 1997).

A intensa degradacdo causada pela ocupagdo humana na bacia
do alto rio Iguacgu, especialmente na Regidao Metropolitana de

Curitiba, aliada aos sucessivos represamentos no seu trecho médio,
9



criam uma demanda emergencial de informagdes sobre esta e outras
espécies endémicas. Neste contexto, o presente trabalho visa a
obtencédo de informagdes a respeito da biologia de Astyanax sp. D em
riachos localizados na Regidao Metropolitana de Curitiba, que
contribuam para a elaboracdao de estratégias de conservacao deste

ecossistema, visando a preservagao da espécie.
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1.4. CITOGENETICA DOS PEIXES DO RIO IGUAGU

Os estudos citogenéticos em peixes do rio lguagu sdo ainda
incipientes. A maioria dos dados ainda provém de resumos
publicados em anais de simpdsios e congressos. Segundo INGENITO
et al. (2004), das 81 espécies reconhecidas atualmente para o rio
Iguacu, apenas 34 ja foram estudadas citogeneticamente (Tabela 1).
Entretanto, este numero é provavelmente um pouco maior, pois em
alguns trabalhos, os individuos n&o foram identificados ao nivel
especifico, ou 0 organismo ainda carece de descrigcao taxondmica.

A exemplo de outras bacias, os dados citogenéticos de varias
espécies evidenciam problemas taxondmicos. Como exemplo,
podemos citar as espécies do género Astyanax: A. altiparanae, A.
sp.C e A. sp.B possuem cariotipos e/ou bandamentos diferenciados
entre as diversas populagdes, fato que poderia estar isolando-as
reprodutivamente.

SAMPAIO (1988), ao analisar morfologicamente a espécie
Astyanax sp. D do alto rio Iguacu a considerou proxima de Astyanax
scabripinnis, a qual representa um o6timo modelo para estudos de
evolugcdo cromossdmica devido a variabilidade -cariotipica e
morfolégica observada em algumas populagdes (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991).

Estudos citogenéticos em Astyanax sp. D (KANTEK; 2002)
também revelaram um alto grau de similaridade entre A. sp. D e
Astyanax scabripinnis. Dados do mesmo trabalho indicaram a
existéncia de polimorfismos cromossémicos em alguns dos pares de
cromossomos homologos, sendo que algumas destas variagdes sao

decorrentes de inversdes paracéntricas detectadas pela banda C.
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Tabela 1 — Dados citogenéticos de peixes do rio Iguacgu

Espécie Localidade 2n NF Férmula Cariotipica crom.B RON 3n Ref.
Characiformes M SM ST A
Characidae
Tetragonopterinae
Astyanax altiparanae S0 José dos Pinhais (PR) 50 84 8 34 2 6 -- simples -- 1
Astyanax altiparanae Nova Prata do Iguacu (PR) 50 88 12 10 16 12 -- multipla -- 2
Astyanax sp. - 50 86 6 26 4 14 -~ multipla -- 3
Astyanax sp.B Nova Prata do Iguacu (PR) 50 86 12 12 12 14 - multipla - 4
Astyanax sp.B Sao Mateus do Sul (PR) 50 86 6 24 6 14 -- simples -- 5
Astyanax sp.B Reservatdrio de Salto Segredo (PR) 50 84 6 16 12 16 -- simples -- 6
Astyanax sp.B Rio Guarani (PR) 50 84/88 6 28 (32) 16 (12) - multipla -- 5
Astyanax sp.B Reservatério de Salto Caxias (PR) 50 86 6 24 6 14 X -- -- 7
Astyanax sp.C Rio da Varzea (PR) 50 84 6 28 16 -- multipla -- 8
Astyanax sp.C Piraquara (PR) 50 84 4 22 8 16 -- simples -- 9
Astyanax sp.C Sao José dos Pinhais (PR) 50 84 4 22 8 16 -- multipla - 9
Astyanax sp.D Rio Bicudo — Alto Iguagu (PR) 50 84 4 24 6 16 - -- - 10
Astyanax sp.D Rio Poco Claro (PR) 50 84 4 24 6 16 -- -- -- 10
Astyanax sp.D Piraquara (PR) 50 84 4 24 6 16 -- multipla X 11
Astyanax sp.D Alto Iguacu 50 84 4 24 6 16 10
Astyanax sp.E Rio da Varzea (PR) 50 84 6 28 16 -- multipla -- 8
Hyphessobrycon reticulatus Sao Mateus do Sul (PR) 50 100 -- -- -- -- 12
Acestrorhynchinae
Oligosarcus longirostris Quedas do Iguacgu (PR) 50 80 4 10 16 20 -~ simples -- 45
Oligosarcus longirostris Parque Nacional do Iguagu (PR) 50 84 6 16 12 16 -- simples, par22, A - 13
Oligosarcus longirostris -- 50 82 2 20 10 18 -- multipla -- 14
Oligosarcus longirostris Rio Guarani (PR) 50 80 4 26 20 -- multipla -- 15
Galnduloclaudinae
Mimagoniates microleps Rios Piraquara e Pequeno 52 94 12 18 14 8 - -- - 46
Erythrinidae
Hoplias malabaricus S0 José dos Pinhais (PR) 42 84 24 16(17) 02(01)  -- -- multipla -- 16
Hoplias malabaricus Piraquara (PR) 42 84 10 22 -- -~ -- multipla - 16
Hoplias malabaricus Palmeira (PR) 42 84 24 18 -- - -- multipla - 17
Hoplias malabaricus Nova Prata do Iguacu (PR) 42 84 24 18 -- -- -- multipla -- 18
Siluriformes
Auchenipteridae
Glanidium ribeiroi Reservatério Salto Caxias (PR) 58 112 28 16 10 4 -- simples, par17, SM  -- 19
Glanidium ribeiroi Quedas do Iguagu (PR) 58 116 24 14 12 8 -- simples, par1, M -- 20
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Callichthyidae
Corydoras paleatus
Corydoras paleatus
Corydoras paleatus
Pimelodidae
Pariolius hollandi
Pimelodus ortmanni
Pimelodus ortmanni
Pimelodus ortmanni
Pimelodus sp.
Pimelodus sp.
Rhamdia branneri
Rhamdia quelen
Rhamdia quelen
Rhamdia sp.
Rhamdia voulezi
Rhamdia voulezi
Steindachneridion sp.
Trichomyteridae
Trichomycterus davisi
Trichomycterus davisi
Trichomycterus stawiarski
Trichomycterus sp.
Loricariidae
Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Hypostomus albopuntactus
Hypostomus commesoni
Hypostomus derby
Hypostomus myersi
Perciformes
Cichlidae
Cichlasoma facetum
Crenicichla iguassuensis
Crenicichla iguassuensis
Crenicichla iguassuensis
Geophagus brasiliensis
Geophagus brasiliensis

Quedas do Iguagu (PR)
Reservatério Salto Caxias (PR)
Alto Rio Iguagu - Curitiba (PR)

Quedas do lguacu (PR)
Palmeira - Alto Iguacu (PR)
Quedas do Iguagu (PR)
Reservatério de Salto Caxias
Reservatdrio de Salto Caxias
Reservatério de Salto Caxias
Quedas do Iguagu (PR)
Guarapuava (PR)

Alto Iguacu
Guarapuava (PR)
Guarapuava (PR)
Quedas do Iguagu (PR)
Foz do Jordao (PR)

Trés Barras (PR)
Lapa (PR)
Trés Barras (PR)
Trés Barras (PR)

Salto Segredo (PR)
Salto Caxias (PR)
Rio Alto Alegre (PR)
Rio S&o Jodo (PR)
Quedas do Iguagu (PR)
Quedas do Iguagu (PR)
Quedas do Iguagu (PR)

Sao Mateus do Sul (PR)
Quedas do Iguagu (PR)
Parque Nacional do Iguagu (PR)
Reservatdrio Salto Caxias (PR)
Sao Mateus do Sul (PR)
Reservatério Salto Caxias (PR)

44
44
44

42
56
56
56
56
56
58
58
58
58
58
58
56

54
54
54
54

48
50
50
74
68
68
74

48
48

48
48
48

88
88
88

78
102
106
110
108
112
112
116
112
112

112
102

108
108
108
108

92

88
114
104
102
118

58
66
66
56
54
52

44 -
18 24
20 24 --
22 10 4
20 12 14
24 18 8
24 26 4
30 14 8
30 10 14
36 14 4
32 16 6
36 14 4
36 14 4
30 10 14
20(21) 24(23) 2
40 12 2
42 10 2
42 8 4
42 10 2
18 14 12
oito citotipos
12 14 12
8 18 14
10 18 8
10 8 16
12 14 18
10
2 4 12
2 4 12
4
-- 6
4

12

30

38
30

42

multipla
multipla
multipla

simples, par13, SM
simples - SM
simples, par18, ST
simples, par4, ST
simples, ST
simples, par4, ST
simples
multipa
simples, ST
multipla
simples, par29, A
simples, par28, M
simples, par24, A

simples, par2, M
simples, par2, M
simples, par2, M
simples, par2, M

simples, ST
simples, ST
simples, par21, A
simples
multipla
multipla
simples

simples, A
simples, par2, SM
simples, par2, SM

simples, par1, M

simples, A

simples, A

13

21
22
23

24
25
26
27
28
27
29
30
31
30
30
32
33

34/35
36
34
34

37

37

38
39
39
39
39

40
41
41
42
40
43



Tilapia rendalli Reservatério Salto Caxias (PR) 44 54 10 34 -- simples, SM --
Tilapia rendalli -- 44 62 -- 10 8 26 -- multipla --

43
44

Referéncias: 1 KANTEK et al. (2004); 2 = CENCI; MARGARIDO (1999); 3 = FAUAZ; CESTARI; MOREIRA-FILHO
(1990); 4 = BARROS; MARGARIDO (1999); 5 = ROBAINA; CESTARI (1998a); 6 = DIAS; JULIO Jr. (1996); 7 = FAZOLI et
al. (2003); 8 = DALABONA; CESTARI (1995); 9 = KANTEK, FENOCCHIO; CESTARI (2003); 10 = presente trabalho 11
KANTEK (2002); 12 = ROBAINA; CESTARI (1998b); 13 = CUNHA; PEGORARO; MARGARIDO et al. (2001); 14
MARTINEZ; JULIO Jr. (2003); 15 = CESTARI (1996); 16 = LEMOS et al. (2002); 17 = VICARI; ARTONI; BERTOLLO
(2003); 18 = PAZZA; MARGARIDO; JULIO Jr.(1999); 19 = RAVEDUTTI; JULIO Jr. (2001); 20 = ROMAN; MARGARIDO
(2000); 21 = KAVALCO, MARGARIDO (2000); 22 = SANTI; MARTINS-SANTOS (2001); 23 = OLIVEIRA et al. (1993); 24
ROMAN; MARGARIDO (2002); 25 = TERRENCIO; ALMEIDA; ARTONI (2001); 26 = MARGARIDO, GAVASSO (2000); 27
MARTINS-SANTOS; BORIN (2004); 28 = SOUZA (2003); 29 = ROMAN; MOREIRA-FILHO (2002); 30 = ABUCARMA;
MARTINS-SANTOS (2001); 31 = FENOCCHIO et al. (2003); 32 = MARGARIDO; ROMAN (2000); 33 = SWARCA et al.
(2003); 34 = BORIN; MARTINS-SANTOS (1999)/BORIN; MARTINS-SANTOS (2002); 35 = BORIN; MARTINS-SANTOS
(2000) 36 = SATO; FORESTI (2004); 37 = LARA (1998); 38 = TCHAICKA; MARGARIDO (2000); 39 = CASALE et al.
(2002); 40 = QUIJADA; CESTARI (1999); 41 = MARGARIDO; ROSA; PEGORARO (2001); 42 = MIZOGUCHI; MARTINS-
SANTOS (1999); 43 = MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS (2000); 44 = MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS; PORTELA-
CASTRO (2002); 45 = RUBERT; MARGARIDO (2004); 46 = NARDINO et al. (2004). Obs: Hoplias malabaricus de Sé&o

José dos Pinhais (referéncia 16) e Steindachneridiom sp. (referéncia 33) possuem sistema sexual cromossdmico.
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1.5. INVERSOES CROMOSSOMICAS POLIMORFICAS

Inversdes cromossémicas normalmente sdo decorrentes de
inversbes paracentricas (ndo envolvem o centrébmero) (KRIMBAS;
POWELL, 1992), as quais tém sido detectadas em estado polimdrfico
(devido a presencga simultanea de cromossomos no estado invertido e
nao invertido) em diversos grupos taxondmicos, como plantas,
insetos, moluscos, mamiferos, répteis e peixes.

Quando as inversbdes polimérficas foram estudadas pela
primeira vez, foi sugerido que as inversbes eram provavelmente
caracteres “neutros” quanto a selecdo natural. Esta verificagdo logo
foi abandonada, quando se verificou que em algumas espécies de
Drosophila, certas inversdes mostram variagdes regulares de
frequéncia com a elevacao do nivel do mar, e alteragbes sazonais de
frequéncia, sugerindo que forgcas seletivas estavam operando
(WHITE, 1973).

A base usual do polimorfismo cromossémico em uma espécie €,
sem duvida, a heterose, que é a superioridade adaptativa dos
heterozigotos em relagcdo a ambos os homozigotos. As inversdes
quando em heterozigoze, podem diminuir a fertilidade devido a
ocorréncia de permuta, que neste contexto, pode gerar cromossomos
inviaveis na gametogénese. Deste modo, a selegdo natural tende a
agir em favor da supressdo da permuta e assim impedir a formagao
de gametas inviaveis (WHITE, 1973).

O alicerse da heterose é a coadaptagdo. O conteudo alélico em
cada tipo cromossédmico (invertido e nao invertido) evoluiria no
sentido da melhor combinacdo de alelos. A selegcédo favoreceria a co-
adaptagcédo ao ponto de formar conjuntos extremamente adaptados em
um unico cromossomo. Da mesma forma, existiria outra co-adaptacgao
entre cada tipo cromossdmico, possibilitando o aumento do valor

adaptativo dos individuos heterozigotos para a inversdo. Esses
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conjuntos adaptados nao se misturariam devido a supressao da
permuta (DOBZHANSKY, 1970). Esse mecanismo tém sido verificado
na natureza, principalmente, através dos estudos realizados com
Drosophila.

Variagdes nas frequéncias das inversdes podem estar
associadas a fatores climaticos como gradientes de altitude e
latitude. Fato este que poderia ser decorrente de uma selec¢ao natural
agindo nos diversos tipos cromossdmicos de acordo com a variavel
ambiental, a qual muitas vezes varia de um modo nao abrupto,
propiciando assim o surgimento de polimorfismo cromossémico.
Alguns destes rearranjos foram ligados a viabilidade da larva em
Drosophila, resisténcia a extremos de temperatura, fecundidade,
tamanho do corpo e outros tragcos (HOFFMAN:; SGRO; WEEKS, in
press).

Entretanto, numerosos casos de sistemas polimérficos
derivados destas inversdes ainda estido por ser desvendados e

melhor compreendidos.
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1.6. VARIAGOES ESTRUTURAIS E GENETICA DE POPULAGOES

Variagdes heterocromaticas entre cromossomos homdlogos sao
raramente descritas na literatura. Em peixes a verificacdo desta
variagao em nivel populacional é pouco frequente, provavelmente
devido as dificuldades técnicas de repeticdo da metodologia com boa
qualidade, e muitas vezes, pelo numero reduzido de animais
amostrados.

Individuos da espécie Astyanax sp.D se mostram como um bom
modelo para o estudo destas variagcdes. Além de serem abundantes
em alguns rios, estes organismos apresentam inversdes
paracéntricas em dois pares cromossémicos, as quais foram
identificadas pelo bandamento C (KANTEK; 2002). Desta maneira,
torna-se possivel a verificagcdo de frequéncias “genotipicas” e
“alélicas” e das demais previsdes tedricas provenientes da genética
de populagbes, como o equilibrio de Hardy-Weinberg. Sendo isto
possivel gracas a utilizacdo de cada morfotipo cromossédmico
homoélogo como um “alelo”, ja que cromossomos e alelos se
comportam de uma maneira muito parecida do ponto de vista
segregacional.

SAMPAIO (1988), ao descrever Astyanax sp. D, relatou que
esta espécie vive em cabeceiras de pequenos rios, formando
pequenas populagcdes isoladas. Fato este que possibilitaria a
ocorréncia de diferenciagdes cromossdmicas e morfoldégicas entre as
populacdes.

A estatistica F de Wright vem sendo usada para comparar
populagdes de uma mesma espécie. Estimativas de Fgsr (deficiéncia
de heterozigotos causada pela subdivisdo da populagado), Fis
(deficiéncia de heterozigotos causada pela nao aleatoriedade dos
cruzamentos no interior dos demes) e F;r (coeficiente de

endocruzamento total da metapopulagdo devido as duas causas) tém

17



sido largamente usadas para mensurar estruturas populacionais e
desvios de panmixia. A verificagdo de estruturagcdo genética em
populacdes naturais pode ser feita a partir das varidancias das
frequéncias alélicas (WRIGHT, 1978) ou pela perda de
heterozigosidade das subpopulagdes em relacdo a heterozigosidade
total (NEI, 1973). O coeficiente total de endocruzamento (todas as
populagcbes em conjunto = metapopulagcdo) € dado por F;r, e pode
variar de +1,0 a —-1,0, com valores negativos indicando excesso de
heterozigotos e positivos indicando deficiéncia de heterozigotos.
Desvios de F;r de zero significam um afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg, demonstrando que a populagdo esta estruturada
(subdividida) e/ou existe endocruzamento no interior dos demes. A
contribuicao relativa de cruzamentos preferenciais no interior dos
demes € mensurada por F;s através da comparacao da proporgao de
heterozigotos observados nas subpopulagdes com o numero esperado
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Desvios positivos do
equilibrio indicam ocorréncia de endocruzamento no interior dos
demes. A diferenciagcao relativa das subpopulagdes é mensurada pelo
Fsr, o qual pode variar de 0 a 1,0. Este valor representa a deficiéncia
de heterozigotos causada pela subdivisdo, e pode ser usado como
parametro para verificar diferencas populacionais. Grandes valores
de Fsrindicam grandes diferencas entre as subpopulacdes.
Possuidora de variagbes cromossdmicas estruturais passiveis
de mensuragcdes e de uma sugerida estrutura populacional devido ao
isolamento de subpopulagbes em pequenos rios, a espécie Astyanax
sp. D demonstra potencial para a aplicagao da estatistica F, a fim de

verificar tal estruturacéo.
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2.0BJETIVOS

Caracterizar cariotipicamente diferentes populagcbes de
Astyanax sp.D do alto rio lguacgu, através da utilizagdo de

coloracdo convencional e bandamento-C.

Verificagdo da possibilidade da utilizagdo de previsdes tedricas
advindas da genética de populagdes (equilibrio de Hardy-
Weinberg e diferenciagcdo genética entre populagdes) nas
variagdes estruturais cromossdémicas encontradas em Astyanax

sp. D.

Discutir os resultados obtidos comparando-os com o0s

encontrados na literatura para peixes neotropicais.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL

Foram estudadas trés popula¢cdes de Astyanax sp. D (Figura 1),
coletadas em Balsa Nova (ponto 1, 22J0635133/7171020 - rio
Bicudo, margem direita do rio Iguagu)(41 individuos, 4 machos e 37
fémeas), Bugre (ponto 2, 22J0635327/7179957 — rio Pocgo Claro,
margem direita do rio Iguacu)(44 individuos, 12 machos e 32
fémeas)(figura 3) e em Lapa (ponto 3, 22J0633551/7166935 - riacho
sem nome localizado na margem esquerda do rio Iguagu)(33
individuos, 12 machos e 21 fémeas) (Figuras 2 e 3).

As distancias geograficas (aproximadas) entre os pontos de

coletas sao:

ponto 1 — ponto 2 = 16,5 kM
ponto 1 — ponto 3 = 12,8 kM

ponto 2 — ponto 3 = 29,3 kM

Figura 1 — Exemplar de Astyanax sp.D
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Figura 2 — Mapa dos locais de coleta. Os numeros 1, 2 e 3 indicam os

locais de amostragens populacionais.
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Figura 3 — Locais de coleta: (a) Balsa Nova, (b) Bugre e (c)Lapa.
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3.2.METODOS
3.2.1.0BTENCAO DE METAFASES MITOTICAS

Antes do sacrificio dos animais, os mesmos foram anestesiados
com MS222.

As preparacdes foram obtidas com a porcado anterior do rim,
através da utilizagdo do método de cultura de tecidos sdélidos de curto
tempo, descrito por FENOCCHIO et al. (1991), com algumas

modificacgoes:

e Foram retiradas as porgdes anterior e posterior do rim
(aproximadamente 3 mm?®) e transferida para uma placa de Petri
contendo 5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro bovino
fetal.

e O material foi desagregado com pingas de ponta fina com posterior
aspercado e expiragadao da solugcdo com uma seringa de vidro sem
agulha.

e A suspensao de células obtida foi entdo incubada em estufa a 29°C
por 6 a 7 horas em média.

e 25 minutos antes de completar o tempo, pingou-se 3 gotas de
colchicina (0,025%) em cada recipiente. A placa de Petri foi entédo
gentilmente agitada para homogeneizar o material e este mantido
em estufa até o tempo final.

e Passado este tempo, a cultura foi interrompida e transferida para
um tubo de ensaio que foi centrifugado por 10 minutos a 800-900
rpm.

e O sobrenadante foi descartado e completa-se o tubo de ensaio até
8ml com solugcdo hipoténica de KCI (0,075M). A solugao foi
ressuspendida e ficou por cerca de 30 minutos a uma temperatura
de 37°C.
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O fixador foi preparado com trés partes de metanol para uma parte

de acido acético e mantido sob refrigeracdo. Dado o tempo da

hipotonizagcdo, foram pingadas algumas gotas do fixador em cada

tubo. Foi feita a ressupengao do material até ficar homogéneo, e

centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm.

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

e A etapa anterior foi repetida por duas vezes.

e Descartado o sobrenadante, 1,5 ml de fixador foi colocado e o

material foi ressuspendido. Esta solucdo foi entdo armazenada em

tubo do tipo Eppendorf em freezer a — 20°C.

3.2.2.METODO DA COLORAGAO CONVENCIONAL - GIEMSA

Para analise do numero e morfologia dos cromossomos, as
laminas foram colocadas sobre um Becker em um banho Maria a 60°C.
A suspensadao de células foram gotejadas sobre as laminas. Apods
serem secas ao ar, as laminas foram coradas com Giemsa diluida em
tampéo fosfato pH 6,8 (KH;PO4 +Na;HPO4) a 5%. O corante ficou
sobre a lamina por aproximadamente 10 minutos e em seguida foi

retirado em agua corrente e secas ao ar.
3.2.3. BANDAMENTO C

Os estudos de heterocromatina constitutiva foram realizados em
todos os individuos das trés amostras, segundo a técnica de

SUMNER (1972) com pequenas modificagbes, descrita como se

segue:
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A lamina pingada no dia foi colocada em solu¢cdo de HCI 0,2N em

temperatura ambiente por 15 minutos;

e Em seguida a lamina foi lavada com &agua destilada e deixada
secar ao ar;

e A lamina foi colocada em solucdo de Hidréxido de Bario a 5%
(Ba(OH)z) & 45°C por aproximadamente 2 minutos;

e A ladamina foi rapidamente colocada no HCI 0,2N para retirar o
excesso de bario e apds isso foi lavada com um jato de agua
destilada;

e Em seguida a lamina foi colocada em uma solugdo de 2xSSC
(15,53g de NaCl + 8,82g de Citrato Trissédico + Agua deionizada)
durante uma hora a 60°C;

e Decorrido este tempo a lamina foi lavada em agua destilada e
deixada secar ao ar;

e A lamina foi corada com Giemsa diluido a 10% em tampao fosfato

pH 6,8 durante 20 minutos.
3.2.4. FOTOMICROGRAFIA

As metafases que apresentaram melhor dispersdo, condensacgao
e morfologia cromossémica, foram analisadas, em sua maior parte
através de captura eletrébnica de imagens, utilizando-se o programa
BandView™ Expo 2.0.

3.2.5. IDENTIFICAGAO DOS CROMOSSOMOS E MONTAGEM DOS
CARIOTIPOS

Apds a escolha das melhores metafases para a montagem dos
cariotipos, a ordenagao dos pares cromossémicos foi feita em ordem
decrescente de tamanho, as medidas cromossOmicas foram

realizadas com o auxilio de um paquimetro para a determinagcao da
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relagcao entre os bracos. A classificacdo dos cromossomos conforme
os valores da relagcdo de bragos (RB) foi estabelecida segundo
LEVAN, FREGDA e SANDBERG (1964):

Metacéntricos (M) RB= 1,00 a 1,70
Submetacéntricos (SM) RB= 1,71 a 3,00
Subtelocéntricos (ST) RB= 3,01 a 7,00
Acrocéntricos (A) RB= maior do que 7,01

3.2.6. ANALISES POPULACIONAIS

As inversdes foram quantificadas segundo o morfotipo
cromossdmico nos pares 18 e 19, utilizando a seguinte classificagéo:
Par 18, auséncia da inversdao — A'®, presenca da inversdo — P'%; Par
19, auséncia da inversdo — A'®, presenca da inversdo — P'?. A fim de
identificar com maior precisdo as inversdes, foram analisadas o
minimo de 8 metafases por individuo de acordo com a qualidade das
preparacdes obtidas. Sendo essa necessidade decorrente da
similaridade morfolégica entre os pares 18 e 19. O critério adotado
para classificar o cromossomo como invertido foi a presenga de um
largo bloco de heterocromatina intersticial, enquanto que para o nao
invertido foi a localizacdo telomérica do mesmo. Além de possuirem o
largo bloco citado acima, alguns cromossomos portadores da inversao
possuem outras bandas heterocromaticas, localizadas nos telémeros
abaixo dos largos blocos intersticiais. Na contagem para a obtencéo
das frequéncias dos tipos cromossdmicos, foi adotada a posicdo de
igualdade entre invertidos sem e com marcas teloméricas. O
tratamento das l|laminas com a técnica da banda C permitiu a
visualizagdo e identificagcdo das marcas heterocromaticas citadas
acima.

A verificagdo das proporgdes esperadas segundo o equilibrio de

Hardy-Weinberg para os polimorfismos cromossdmicos, e o método da
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cadeia de Markov para estimar a auséncia de alguma tendéncia do
valor-P foi realizado segundo GUO e THOMPSON (1992). A
verificagdo de diferenciacdo das frequéncias “alélicas” e “genotipicas”
entre as populagcdes foi realizada através do teste probalilistico
sugerido por RAYMOND E ROUSSET (1995) e GOUDET et al. (1996),
respectivamente. Para descrever a heterogeneidade entre as
populacbdes foi usada a estatistica-F, sendo que as estimativas de Fis,
e Fs foram empregadas segundo WEIR e COCKERHAM (1984). Os
valores referentes ao equilibrio gamético foram obtidos através do
teste exato de Ficher, usando a cadeia de Markov. As analises
referidas foram feitas através do programa GENEPOP. A significancia
estatistica dos valores de F;s e Fs foi obtida de acordo com NEI e
CHESSER (1983).
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4 RESULTADOS

Os peixes analisados dos pontos 1, 2 e 3 possuem um numero
dipldide modal de 50 cromossomos (Figuras 4, 5 e 6) e se mostraram
cariotipicamente similares, sendo o cariotipo composto por 2 pares
de cromossomos metacéntricos (M), 12 pares de submetacéntricos
(SM), 3 pares de subtelocéntricos (ST), 8 de acrocéntricos (A) e um

NF=84. Nao foi detectado dimorfismo sexual cromossdmico (Figuras
7 e8).

Figura 4 — Histograma representativo das frequéncias dos numeros

dipldides da populacdo de Astyanax sp. D de Balsa Nova.
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Figura 5 — Histograma representativo das frequéncias dos numeros

diploides da populacado de Astyanax sp. D do Bugre.
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Figura 6 — Histograma representativo das frequéncias dos numeros

dipldides da populacao de Astyanax sp. D da Lapa.
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Figura 7 — Cari6tipos m Giemsa de Astyanax sp. D provenientes de

cabeceiras da margem direita do rio Iguacgu: Balsa Nova (a)(ponto 1)
e Bugre (b)(ponto 2) (4M; 24SM; 6ST; 16A), NF=84.
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Figura 8 — Cariotipo em Giemsa de Astyanax sp. D proveniente de
cabeceira da margem esquerda do rio lguagu, municipio de Lapa
(ponto 3)(4M; 24SM; 6ST; 16A), NF=84.
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Através da analise da distribuicdo das regides heterocromaticas
evidenciadas pelo bandamento C, foi possivel obter um padrédo geral
para as populagdes 1, 2 e 3 (Figura 9). Entretanto, dentro de cada
populacdo ocorrem variacdes inter-individuais. Através da
comparagcao entre os cromossomos acrocéntricos de diferentes
individuos é possivel verificar a variagcdo no numero e na localizacao
dos blocos heterocromaticos (Figuras 10, 11 e 13). Nestas figuras,
onde estado representados apenas alguns dos individuos analisados,
podem ser visualizadas as inversbdes paracéntricas que ocorrem nos

pares 18 e 19, onde cada letra representa um exemplar diferente.
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Nestes observa-se que alguns dos cromossomos dotados de
inversdes, possuem uma outra banda C positiva telomérica. Em
alguns exemplares, foi verificada a presenca de heterocromatina no
teldémero dos bragos longos de cromossomos dos pares 1 e 3 (Figura
14).

Figura 9 — Cariétipo em Banda — C de Astyanax sp. D.
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Figura 10 — Variacéo inter-individual dos blocos heterocromaticos em

Astyanax sp. D da populagdo de Balsa Nova (ponto 1).
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Figura 11 — Variacéo inter-individual dos blocos heterocromaticos em
Astyanax sp. D da populagao do Bugre (ponto 2). Os numeros
representam pares cromossémicos. As letras indicam diferentes

individuos. Note que o individuo “c” possui uma inversdo no par 22.
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Figura 13 — Variacéo inter-individual dos blocos heterocromaticos em
Astyanax sp. D da populagdo da Lapa (ponto 3). Os numeros

representam pares cromossdmicos. As letras indicam diferentes

individuos.
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Figura 14 - Presengca de heterocromatina telomérica nos bragos

longos dos cromossomos dos pares 1 e 3.
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As analises populacionais permitiram a identificacdo das
frequéncias “alélicas” e “genotipicas” referentes aos pares
polimérficos. No par 18, o cromossomo do tipo invertido predominou
nos pontos 1 (P'®=0,646 e A'®=0,345) e 2 (P'%=0,557 e A'®=0,443), e
no ponto 3 o tipo ndo invertido predominou (P'®=0,485 e A'8=0,515).
No outro par (19) a predominéncia foi de nado invertidos nos trés
pontos: pop. 1: P'°=0,146, A'%= 0,854; pop. 2: P'°=0,205, A'°=0,795;
pop 3: P'9=0,136, A'®= 0,864. As analises estatisticas do equilibrio
de Hardy-Weinberg sao mostrados na Tabela 2. Nota-se que os
gendtipos dos dois “loci” das trés populagcdes estdo nas proporgdes

esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (a=0.05).

Tabela 2 - Frequéncias cromossOmicas e valor-P referentes ao

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Frequéncias Valor-P (H-W)
Par Alelo B.N. Bugre Lapa B.N. Bugre Lapa Total
18 P 0.646 0.557 0.485
0.7309 1 0.1623 0.6327
A 0.354 0.443 0.515
19 P 0.146 0.205 0.136
1 0.1676 1 0.7343

A 0.854 0.795 0.864

B.N. = referente ao municipio Balsa Nova.

Os testes estatisticos realizados para detectar diferenciacéao
das frequéncias “alélica” e “genotipica” entre as populagdes, nos
dois “loci” analisados, demonstraram que n&do existem diferencas
significativas, entre as localidades estudadas (a=0.05)(Tabelas 3 e
4).
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Tabela 3 — Diferenciagdo “alélica” entre populagcdes de Astyanax

sp.D.
Par 18 Par19
Loc. P A Total Loc. P A Total
B.N. 53 29 82 B.N. 12 70 82
Bugre 49 39 88 Bugre 18 70 88
Lapa 32 34 66 Lapa 9 57 66
Total 134 102 236 Total 39 197 236
valor-P = 0.2657 valor-P = 0.1313
Pares 18 e 19 combinados —valor-P = 0. 2399
B.N. = referente ao municipio Balsa Nova.
Loc. = Localidade.

P = presenca de inverséao.

A = auséncia de inversao.

Tabela 4 — Diferenciagdo “genotipica” entre populagbes de Astyanax

sp.D.

Par 18 Par19

Loc. PP PA AA Total Loc. PP PA AA Total

B.N. 16 21 04 41 B.N. 01 10 30 41
Bugre 14 21 09 44 |Bugre 00 18 26 44
Lapa 10 12 11 33 Lapa 00 09 24 33

Total 40 54 24 118 | Total 01 37 80 118

valor-P = 0.1573 valor-P = 0.4367
Pares 18 e 19 combinados — valor-P = 0.2532

B.N. = referente ao municipio Balsa Nova.
Loc. = Localidade.
P = presencga de inverséo.

A

auséncia de inversao.
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A estatistica-F ndo detectou estruturagdo entre as populacgdes.
Os valores de Fgs, 0s quais indicam uma possivel estruturagao, nao
sdo significativos ao nivel de 0.05 (Tabela 5). Segundo estes dados,
estaria ocorrendo fluxo génico entre as populagbes, e as mesmas
estariam se comportando como uma unica populagcao. Os resultados
obtidos para a mensuragdo do endocruzamento dentro de cada
populagcdo (Fjs)(tabela 5) também ndo sao significativamente

diferentes de zero (a=0.05).

Tabela 5 - Estatistica-F para os diferentes pares cromossémicos (18
e 19) e localidades estudadas. Os valores de F;s nao se mostraram

significativamente diferente de zero (a=0.05).

Par Fst Fis

Bugre 0.0444

18 0.0051
Balsa Nova -0.1082
Bugre -0.2464

19 0.0013
Balsa Nova 0.0361

Comb. 18 e 19 0.0037
Lapa 0.2862

18 0.0378
Balsa Nova -0.1082
Lapa -0.2462

19 -0.0129
Balsa Nova 0.0361

Comb. 18 e 19 0.0212
Lapa 0.2862

18 -0.0050
Bugre 0.0444
Lapa -0.1429

19 0.0055
Bugre -0.2464

Comb. 18 e 19 -0.0011
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A analise de desequilibrio gamético revelou que a segunda
amostra estudada (Bugre - ponto 2) esta desequilibrada,
diferentemente das outras duas amostras.

Tabela 6 — Desequilibrio gamético entre os pares 18 e 19 referente

as localidades estudadas para Astyanax sp. D.

Populacbes valor-P
Balsa Nova 0.1024
Bugre 0.0081
Lapa 0.1388
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5. DISCUSSAO

5.1. ANALISE CARIOTIPICA

O numero dipléide observado para as amostras de Astyanax
sp. D aqui estudadas, 2n=50 cromossomos, € o mais frequente em
espécies do género Astyanax, sendo descrito para A. bimaculatus
(SCHEEL, 1973; PAGANELLI; GALETTI JR., MOREIRA-FILHO,
1986;), A. taeniatus (PAGANELLI, 1990), A. eigenmanniorum
(FAUAZ; VICENTE; MOREIRA-FILHO, 1994), Astyanax scabripinnis
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; MAISTRO, 1991; SOUZA et al.,
1995; entre outros), A. giton, A. parahybae (KAVALCO; MOREIRA-
FILHO, 2003), entre outras.

Apesar da diversidade cariotipica dos Characidae, Astyanax
apresenta caracteristicas basicas da familia como o numero dipldide
de 50 cromossomos e o0 primeiro par de metacéntricos como o maior
do complemento. Astyanax sp. D compartilha estas duas semelhancgas
cariotipicas com outras espécies do género.

A ocorréncia de inversdes paracéntricas em trés pares
cromossdmicos (18, 19 e 22) pode ser considerado como um exemplo
de ortoselecao cariotipica. Esta constitui a tendéncia que o mesmo
tipo de alteracdo estrutural apresenta de ocorrer repetidamente em
uma determinada linhagem evolutiva (LACADENA, 1996). Assim, em
um determinado taxon, as inversdes sao particularmente bem
sucedidas, como em Astyanax sp. D. Em outros, como por exemplo na
gimnosperma Welwitschia mirabilis do sudoeste da Africa, o sucesso
adaptativo aconteceu no sentido de formar apenas cromossomos
acrocéntricos (tipo muito raro nos vegetais) (WHITE, 1973).

O padrado de distribuicdo de heterocromatina observado para

Astyanax sp. D pode ser considerado equilocal, ou seja, os blocos C+
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observados sao equidistantes em relagcdo ao centrbmero em
cromossomos ndo homaologos do mesmo conjunto cromossémico.

Uma possivel explicacdo para este padrdao seria através da
dispersdo de heterocromatina entre bracos de cromossomos néo
homoélogos. Esta proposta € baseada no modelo sugerido por
SCHWEIZER e LOIDL (1987), o qual diz respeito a orientagdo dos
cromossomos durante a interfase meiotica (Orientacdo de Rabl). Esta
conformacgédo permitiria a transferéncia de heterocromatina entre
locais equidistantes de cromossomos ndo homaélogos.

Em um primeiro momento, antes da ocorréncia da inverséo,
teria ocorrido tranlocagdo de heterocromatina entre diversos
cromossomos, formando os varios blocos C positivos relatados para
Astyanax sp. D. A semelhanga entre os blocos evidenciada por
KANTEK (2002) através de enzima de restricdao Alul e CMA3, e o
padrao equidistante das marcagdes apdiam a referida hipotese. Outra
evidéncia da transferéncia de heterocromatina proposta no modelo
citado seria a presenca de blocos C positivos teloméricos nos
cromossomos invertidos. Apds o surgimento das inversdes, os blocos
heterocromaticos teloméricos poderiam transferir heterocromatina ao
teldmero dos cromossomos invertidos, formando o padrao descrito
para alguns individuos (Fig. 10 — par 19, Fig. 11 - individuos a e f,
par 18). Além disso, a presenca de heterocromatina telomérica nos
pares 1 e 3 de alguns exemplares, seria outro indicio da ocorréncia
de transferéncia de cromatina entre cromossomos n&do homélogos.

Bons exemplos de distribuicdo de heterocromatina equilocal em
peixes neotropicais foram primeiramente apresentados por SOUZA et
al. (1996) e ARTONI e BERTOLLO (1999).

A variacdo no numero e na localizagcdo dos blocos C positivos
também foi verificada por KANTEK (op. cit.). Uma possibilidade para
explicar esta variacdo seria que algum fenédmeno geoldégico teria

dividido a espécie em varias populacdes isoladas entre si, permitindo
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deste modo diferenciagcbes ao nivel heterocromatico. Em algum
momento da historia evolutiva recente da espécie, essa barreira teria
desaparecido e os individuos das varias localidades voltaram a se
cruzar, impedindo a ocorréncia de um evento de especiacéo.

Variagbes climaticas, por ocasiao dos periodos glaciais
quaternarios, influenciaram a distribuicdo da cobertura vegetal na
regido da bacia do rio Iguagu. Elas causaram, em periodos glaciais
curtos, a expansao e retracado sucessivas, tanto das florestas, quanto
das areas de vegetacdo aberta. Durante os periodos glaciais,
ocorreu a expansao dos nucleos de aridez e semi-aridez (areas de
vegetacdo aberta) e consequente retracdo das florestas. Durante os
periodos interglaciais, ocorreu a expansao das florestas e retracao
das areas aridas (AB'SABER, 1977; BIGARELLA; ANDRADE-LIMA,
1982; VAN DER HAMMEM, 1974). Essas mudancgas paloeclimaticas
teriam causado a interrupgdo da distribuicdo geografica continua de
muitos taxons (através da alteragdo de varios fatores limitantes a
distribuicdo, como: alteragdo do nivel da agua, temperatura e
composi¢cao quimica da agua). A fragmentacdo de areas de
distribuicdo geografica levaria ao isolamento de varias de suas
populacdes. Isto criaria condigdes propicias a diferenciacdes locais e
mesmo a especiagdes, dependendo do tempo geoldgico envolvido
(BIGARELLA; ANDRADE-LIMA, 1982; WEITZMAN; WEITZMAN, 1982;
LUCINDA, 1995). Essas variagbdes climaticas poderiam ter isolado
Astyanax sp. D em muitas populagdes isoladas, favorecendo o
surgimento de diferenciagdes cromossOmicas. Atualmente (periodo
intergalcial), com a expansao das florestas, aumento da precipitacao
e diminuicdo das areas aridas, o rio Iguagu teria se tornado menos
severo para estes organismos, e assim as popula¢gdes anteriormente
separadas tornaram a se cruzar.

Devido a similaridade entre Astyanax sp. D e Astyanax
scabripinnis proposta por SAMPAIO (1988) e KANTEK (2002), e
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considerando-se a intensa variabilidade cariotipica entre populagdes
relatada na literatura para A. scabripinnis (KAVALCO; MOREIRA-
FILHO, 2003), esperava-se que, do ponto de vista cromossdmico, as
populacbes de Astyanax sp. D fossem diferentes entre si. O presente
trabalho demonstrou que nao existem diferencas entre as populagdes,
as variagoes séao intra-populacionais.

Ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com os de
KANTEK (2002), verifica-se que os cariotipos em Giemsa e banda-C
sdo idénticos. A populagdo analisada por KANTEK (op. cit.) foi
coletada em um rio localizado no municipio de Piraquara, o qual fica a
leste de Curitiba. Apesar da grande distancia entre as localidades
(Bugre, Balsa Nova e Lapa estdo a oeste de Curitiba), o padréo
cariotipico se repetiu fielmente, inclusive com a presenca de

inversdes e da intensa variagao intra-populacional.

5.2. ANALISE POPULACIONAL DAS FREQUENCIAS

S&o raros os artigos existentes na literatura que objetivam a
mensuracao de variaveis cromossémicas em peixes com a finalidade
de tratar os dados sob o enfoque da genética de populacdes. Os
principais trabalhos que quantificam variagées cromossdmicas, como
por exemplo as inversdes, referem-se ao género Drosophila. Além
deste grupo de organismos, outros taxa como o género Anopheles e a
ordem Ortéptera também tém sido extensamente analisados sob a
otica populacional. Esses estudos revelaram que as frequéncias, em
uma populagcdo, dos varios morfotipos cromossémicos estdo sob
influéncia da selegcao natural. A associagdo entre mudanga gradual
nas frequéncias e fatores climaticos como altitude e latitude fornecem
uma indicacdo de como a selegdo natural estaria agindo nestes
organismos para “gerar” polimorfismo (HOFFMAN; SGRO; WEEKS, in

press). Outros modelos para o estabelecimento de polimorfismos
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seriam a selecado a favor do heterozigoto (heterose) (DOBZHANSKY,
1970) e a interagdo entre dois pares cromossOmicos polimérficos
(LEWONTIN; WHITE, 1960). A manutengdo do polimorfismo em
Astyanax sp. D poderia estar associada a algum deste eventos.

Ao propor como habitat para Astyanax sp.D as cabeceiras do
Rio Iguagu, SAMPAIO (1988) possibilita a suposicdo de que as
populagcbes estejam isoladas, de maneira a impedir, pelo menos
parcialmente, o fluxo génico entre elas.

Devido a verificagcdo das proporcbdes esperadas pelo equilibrio
de Hardy-Weinberg (tabela 1) referentes aos dois pares (18 e 19) nas
trés populagbes, n&do foi possivel detectar algum tipo de selecédo
agindo sobre os diferentes estados cromossémicos. Presume-se que
os fatores evolutivos nao estariam agindo intensamente a ponto de
serem detectados. Deve-se atentar ao fato de que o teste aplicado
para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg pode n&o detectar
selecao se ela nao for relativamente intensa.

Em uma populacédo finita onde a selegdo natural, a migragao e
a mutacado nao estao atuando, as frequéncias alélicas e genotipicas
ndo permanecerdo estaticas de uma geracado para outra, pois
ocorrem flutuagdes causais nestas frequéncias. Qualquer geracéao de
uma populacdo de tamanho N é formada por uma amostra de 2N
gametas, doados pela geracao precedente. Apenas quando 2N é
infinito os gametas podem representar o conjunto génico da geracao
precedente sem distor¢do. Quando a contribuicdo gamética parental
for finita, ocorrerdao flutuacdes casuais nas frequéncias, fenémeno
este chamado deriva genética, o qual s6 pode ser previsto quanto a
quantidade, jamais quanto a direcdo (SHORROCKS, 1978).

Ao admitir que ndo estaria ocorrendo selecdo a favor de algum
tipo cromossOmico, que as inversdes nao estariam surgindo na
populacdo a partir de mutagdes novas, e que as populagdes de

Astyanax sp. D estdo isoladas entre si, conclui-se que o principal
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fator evolutivo responsavel por eventuais flutuagdes nas frequéncias
“alélicas” e “genotipicas” seria a deriva genética.

Se as populagbes de Astyanax sp. D estivessem realmente
isoladas (auséncia de migragcao), e o rio lguagu representasse uma
barreira ecoldgica entre populagdes de margens opostas, esperaria-
se que, devido a imprevisibilidade quanto a direcdo das possiveis
variagdes decorrentes da deriva genética, cada cabeceira alterasse
suas frequUéncias independentemente uma da outra, permitindo a
ocorréncia de diferenciagcao entre populagdes.

Entretanto, quando as frequUéncias “genotipicas” e “alélicas”
dos dois “loci” em estudo (pares 18 e 19) das trés localidades foram
comparadas, nao foi possivel detectar nenhuma diferenca estatistica,
as trés amostras possuem frequéncias parecidas. Desta constatacao
conclui-se que o fluxo génico esta ocorrendo e seria o responsavel
pela similaridade entre as frequéncias. A ocorréncia de tal fluxo é
concordante com a proposta do atual estado de cruzamento entre as
populacdes, hipotetizada na analise cromossOmica.

Cabe aqui mencionar a dificuldade na identificacdo das
inversdes. Muitas vezes, a classificagao correta da inversao, com
relacdo a qual dos pares ela pertence foi dificultada pela similaridade
morfoldégica dos pares cromossOmicos analisados (18 e 19). Porém,
devido a consciéncia de tal fato, aqueles organismos que
apresentavam dificuldades de identificagdo nos referidos pares,
foram criteriosamente analisados, diminuindo assim, a probabilidade
de engano na classificagdao cromossémica.

A outra metodologia utilizada para detectar algum grau de
estruturacao foi a estatistica-F, e os resultados demonstram que as
as trés localidades estudadas estdo se comportando como uma unica
populagdo (metapopulagéao).

Porém, ao observar cuidadosamente as frequéncias “alélicas” e

“genotipicas”, nota-se que a populagado da Lapa (3) parece diferir das
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outras (tabelas 3 e 4). Mesmo que, estatisticamente, nao seja
possivel diferenciar os peixes das localidades analisadas, a
frequéncia de Cromossomos invertidos no par 18 é
consideravelmente menor na amostra da populagdo da margem
esquerda. Seria possivel supor um leve grau de diferenciagcao entre
as cabeceiras estudadas. Outra observacao a respeito de uma
possivel diferenciagcdo regional seria a ocorréncia de desequilibrio
gamético apenas nos organismos coletados no Bugre (Tabela 5).
Apesar da estrutura cariotipica semelhante entre A. sp.D e A.
scabripinnis, os dados populacionais aqui obtidos indicam que a
calha do rio Iguagu, ndo deve funcionar como barreira ecoldgica a
dispersdao e fluxo génico, contrariamente ao que acontece com A.

scabripinnis em outras bacias hidrograficas.

5.3 ANALISE POPULACIONAL E CARIOTIPICA

Os dois tipos de analise realizados acima sao concordantes. Os
dados sobre frequéncia populacional apontam para uma concluséao
que € perfeitamente aceitavel se levarmos em consideragao que o0s
cariotipos também sdo muito parecidos, o que possibilitaria fluxo
génico. Provavelmente os individuos de Balsa Nova (1), Bugre (2), e
da Lapa (3) sdo componentes de apenas uma s populacao original.

Segundo ABILHOA (comunicagdo pessoal), Astyanax sp.D
também sao coletados na calha do rio Iguacgu, entretanto em menor
quantidade quando comparado as coletas feitas em cabeceiras. Este
fato da suporte a suposicao de fluxo génico entre os pontos
analisados.

Entretanto, a partir dos dados e conclusdes obtidas neste
trabalho, é possivel, devido as proprias caracteristicas do método
cientifico, formular uma nova pergunta a respeito da espécie

Astyanax sp.D: Sera a igualdade entre as frequéncias cromossdmicas
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das diferentes populagcdes estudadas neste trabalho reflexo de algum
tipo de selegcdao cromossémica? (o teste do equilibrio de H-W pode
nao detectar selecdo se ela nédo for intensa) Uma das maneiras de
esclarecer o real alcance do fluxo génico entre as populagdes seria
através da medi¢cdao de tal fluxo da utilizagdo de marcadores
moleculares.

A predominéncia de cursos d'agua relativamente pequenos na
bacia do alto rio Iguacu eleva a importéancia do estudo da ictiofauna
destas cabeceiras. Informacbdes sobre a diferenciagcdao entre
populacbes, como a realizada neste estudo, podem ser significativas

em futuros planos de manejo e conservacao.
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6. CONCLUSOES

e A analise da heterocromatina dos exemplares de Astyanax sp.D
analisados no presente trabalho fornece indicios de que estaria
ocorrendo transferéncia de heterocromatina entre cromossomos néao

homologos.

e O polimorfismo (ndo apenas dos pares 18 e 19) encontrado pode
ser resultante dos periodos glaciais quaternarios, os quais teriam
subdividido a espécie em varias populacdes isoladas, com posterior

juncado das mesmas.

e Através do estudo cariotipico e populacional realizado, é possivel
sugerir que as varias amostras estudadas neste trabalho sejam

parte de uma sé populacao de Astyanax sp.D.
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