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RESUMO

BARROS, Lucas Caetano, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2012,
Diferenciacéo vicariante recente de Oligosarcus argenteus Gunther, 1864 e Oligosarcus
solitarius Menezes, 1987 nas bacias dos rios Doce e S&do Francisco, Minas Gerais, Brasil.
Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Coorientadores: Renato Neves Feio e Rubens
Pazza.

A bacia do rio Doce é uma drenagem costeira e esta isolada da bacia do So Francisco pela
Serra do Espinhaco. Das 77 espécies nativas conhecidas para a bacia, 37 sdo consideradas
ameacadas de extin¢do, sendo Oligosarcus solitarius Menezes 1978 a Unica espécie
endémica neste sistema de lagoas quaternarias. Sua espécie-irma, O. argenteus Guinther,
1864, ocorre na mesma bacia, mas é restrita a calha e as cabeceiras de tributarios. O presente
trabalho visa a determinacdo do status especifico das populacbes de Oligosarcus, a partir da
andlise de 21 popula¢des da bacia do rio Doce e uma populacdo de Oligosarcus da cabeceira
do rio Das Velhas, na bacia do rio Sdo Francisco. A abordagem incluiu o uso de técnicas
morfoldgicas, citogenéticas e moleculares. A analise de componente principal (PCA) indicou
a existéncia de trés grupos de populacgdes: a restrita a cabeceira do rio Das Velhas, a que
ocorre na calha e cabeceiras do rio Doce e as popula¢des das lagoas quaternarias. Os dados
citogenéticos (coloracdo convencional, Ag-NOR, bandamento C, fluorocromos e FISH e
marcador de microssatélite) corroboraram parcialmente a hipdtese da existéncia de dois
grandes grupos que correspondem geograficamente aos locais de ocorréncia de O. solitarius
e O. argenteus na bacia do rio Doce, mas indicaram também altos niveis de diferenciacéo
cromossomica dentro de cada grupo. Os padrdes de variagdo cromossdmica assemelharam-se
aos indicados para outras espécies do mesmo género. Os dados moleculares confirmaram que
a especiacao das duas espeécies foi recente. Considerados em conjunto, os dados confirmam a
ocorréncia de populacbes diferenciadas e estreitamente aparentadas no sistema de lagoas
quaternarias e a existéncia de mais duas espécies na cabeceira do rio Das Velhas e do rio
Doce e sugerem a necessidade de reavaliacdo do material tipo coletado por Gunther em
1861. Considerando que o alto grau de variagdo cromossémica de O. solitarius ocorreu nos
ultimos 14.000 - 3.365 anos, conclui-se que estas espécies-irmas apresentam a mais alta taxa

de evolugédo cromossdmica dos peixes neotropicais.
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ABSTRACT

BARROS, Lucas Caetano, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2012. Recent vicariant differentiation in Oligosarcus argenteus
Gunther, 1864 and Oligosarcus solitarius Menezes, 1987 in the Rio Doce
and Sao Francisco basins, Minas Gerais State, Brazil. Adviser: Jorge
Abdala Dergam dos Santos. Co-advisers: Renato Neves Feio and Rubens
Pazza.

The Rio Doce Basin is a coastal drainage isolated from the S&o Francisco Basin by the Serra
do Espinhago Mountains. Of this basin’s 77 known native species, 37 are considered
endangered with one of them, Oligosarcus solitarius Menezes 1978, being the only species
endemic to the Quaternary lakes. Its sister species, Oligosarcus argenteus Gunther, 1864,
occurs in the same basin but is restricted to the main channel and tributaries headwaters. The
present work aims to determine the specific status of Oligosarcus in the Doce River Basin and
included 21 populations from the Doce River Basin and one from the upper Das Velhas River
in the S&o Francisco Basin. This study used morphological, cytogenetic and molecular
techniques. Principal Component Analysis (PCA) indicated three groups of populations: one
restricted to the headwaters of the Das Velhas River, a second that occurs in the main channel
of the headwaters of the Doce River, and a third occurring in the Quaternary lakes.
Cytogenetic data (conventional stain, Ag-NOR and C-banding, fluorochromes, FISH, and
microsatellite markings) partially corroborated the hypothesis of two groups geographically
corresponding to the locals of occurrence of O. solitarius and O. argenteus in the Rio Doce
Basin, but also indicated high levels of chromosomal differentiation within each group. The
chromosomal variation was similar to that observed in other species of this genus. Molecular
data confirmed that the speciation of the two species was recent. Considered together, the data
confirmed the occurrence of differentiated but closely related populations in the Quaternary
lake system and the existence of two more species in the headwaters of the Das Velhas and
Doce Rivers, suggesting the need to re-evaluate the material type collected by Ginther in
1861. Considering that the highest degree of chromosomal variation in O. solitarius occurred
in the last 14,000 - 3,365 years, we concluded that these sister species present the highest rate

of chromosomal evolution in Neotropical fish.
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1. INTRODUGCAO

Um dos maiores desafios da biologia moderna é estabelecer quantas espécies existem
e quais sdo seus padrdes de distribuicdo. Embora a regido Neotropical tenha o maior nimero
de espécies de peixes de agua doce do mundo (Schaefer, 1998), a escala temporal da taxa de
diferenciacdo de caracteres dificilmente é objeto de estudo cientifico (exceto Dergam et al.,
2002; Jacobina et al., 2011). A bacia do rio Doce, no sudeste brasileiro, esta isolada da bacia
do rio S&o Francisco pela Serra do Espinhaco, formada durante o pré-Cambriano (Saadi et al.,
2002). Alguns dos afluentes destas bacias sdo bem proximos, como o rio das Velhas
(tributério do rio Séo Francisco) e o rio Piracicaba (afluente da bacia do rio Doce). No médio
rio Doce, o sistema de 150 lagoas oferece a condic¢do Unica de vicariancia conhecida nos
neotropicos. Estas lagoas formaram-se durante dois recentes ciclos geomorfologicos, 0 mais
antigo entre 14.000-10.000 anos (Meis & Monteiro, 1979) e o mais recente entre 7.800 (+/-
250) a 3.365 (+/-155) anos (Tundisi & Meis, 1985). O sistema lacustre do médio rio Doce
possui 1/3 de toda ictiofauna registrada para a bacia (Godinho & Vieira, 1998). No entanto, o
conhecimento acerca da composicdo e distribuicdo da ictiofauna para a bacia ndo é
adequadamente sistematizado. A maior parte dos estudos com peixes foi realizada na porgéo
média do rio Doce, principalmente no Parque Estadual do Rio Doce — PERD e na area de
entorno (Latini & Petrere, Jr., 2004; Espindola et al., 2005, Vieira et al., 2000). Ainda nesse
cenario, as invasdes bioldgicas e alteracGes antropicas estdo levando a importante perda da
biodiversidade na bacia do rio Doce. Das 77 espécies nativas conhecidas para a bacia, 37 séo
consideradas ameacadas de extingdo (Godinho & Vieira, 1998), sendo a introducéo de peixes
ndo nativos a principal ameaca a ictiofauna da bacia (Alves et al., 2007). Uma forma objetiva
de orientar os esforgos de conservacdo poderia estar baseada em padrdes de distribuicdo de
especies endémicas, mas a Unica espéecie endémica a esse sistema de lagoas € o caracideo
Oligosarcus solitarius Menezes, 1978, o qual tem a espécie-irmd, Oligosarcus argenteus
Gunther, 1864, restrito a calha e nascentes dos tributarios do rio Doce (Menezes, 1978). Este
estudo visa a caracterizagdo morfologica, citogenética e molecular destas duas espécies.

O género Oligosarcus compreende 19 espécies (Mirande et al., 2011), distribuidas nas
principais bacias hidrograficas sul americanas abaixo de 14° de latitude sul (Menezes, 2010).
Os representantes do género Oligosarcus sdo peixes de pequeno a médio porte, habitantes
tipicos de riachos e ribeirdes, e ocasionalmente, rios de grande porte. As espécies do género

sdo carnivoras, variando de insetivoro a piscivora para algumas espécies (Hermes-Silva et al.,
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2004). Como diversos grupos dentro da familia Characidae, a filogenia e a taxonomia deste
género sdo objeto de estudos (Mirande et al., 2011). Atualmente o género Oligosarcus
encontra-se na condicdo de incertae sedis dentro da familia Characidae (Lima et al., 2003). As
espécies desse género possuem padrdo de distribuicdo alopatrica, como observado em O.
argenteus e O. solitarius. Excecdes sdo Oligosarcus robustus (Menezes, 1969), Oligosarcus
oligolepis (Steindachner, 1876) e Oligosarcus jenynsii (Gunther, 1864) que ocorrem em
simpatria nas planicies costeiras do Rio Grande do Sul e Uruguai (Menezes & Ribeiro, 2010).

Oligosarcus argenteus foi descrito por Glnther (1864) com o Brasil sendo a
localidade tipo. Menezes em 1964 descreveu Oligosarcus meadi com localidade tipo o
municipio de Unido do Caeté, no rio Das Velhas, bacia do rio S&o Francisco. Uma reviséo da
sistematica do género Menezes (1987) descreveu Oligosarcus solitarius, com base em uma
fémea da lagoa Carioca e 39 paratipos de outras lagoas do médio rio Doce. A distribuicdo de
O. solitarius ¢ indicada como “restrita ao sistema de lagos do vale do Rio Doce em Minas
Gerais,” e acrescenta: “Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as amostras
provenientes dos diversos lagos da regido”. Nesta mesma revisdo, Menezes (1987)
sinonimizou O. meadi e O. argenteus. Menezes (1978) considerou também o material
coletado por Glinther, proveniente do rio Cipo, ja que “outras espécies descritas na mesma
época por Giinther (1961) foram coletadas naquele rio”. O autor considerou a distribuicéo de
O. argenteus como “riachos formadores da drenagem do Rio Doce e da drenagem do Rio Das
Velhas em Minas Gerais, Brasil”.

Dados citogenéticos sdo disponiveis para cinco das 19 espécies de Oligosarcus
(Martinez et al., 2004; Kavalco et al., 2005; Centofante et al., 2006; Rubert & Margarido,
2007), demonstrando elevada variabilidade entre as espécies do género. Até hoje inexistem
estudos filogenéticos baseados em dados moleculares que visem a analise de relacGes
evolutivas entre as especies de Oligosarcus, mas especies do género frequentemente
compdem outros estudos que incluem espécies da familia Characidae (Calcagnotto et al.,
2010; Javonillo et al., 2005).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar os padrdes de variacdo morfoldgica, citogenética e molecular de populacbes de
Oligosarcus ssp. nas bacias hidrograficas do alto e médio rio Doce e alto S&o Francisco,
Minas Gerais, Brasil.

2.2 . OBJETIVO ESPECIFICO

2.2.1. Testar as seguintes hipoteses:

1. Ho: Os padrGes de variacdo morfoldgica, citogenética e molecular entre as populacdes
amostradas nas cabeceiras e no sistema lacustre do médio rio Doce e do rio Das
Velhas sdo consistentes com a existéncia de duas espécies propostas por Menezes
(1978).

2. Hj: Os padrdes de variagdo morfoldgica, citogenética e molecular entre as populages

amostradas indicam a existéncia de um namero diferente de espécies da hipotese nula.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

Um total de 22 populagdes de Oligosarcus spp. foi analisado: 16 do médio rio Doce,
cinco das cabeceiras do Rio Doce e uma na cabeceira do rio Das Velhas, bacia do rio Sdo
Francisco foram amostradas (Figura 1, Tabela 1). A bacia do rio Doce situa-se na regiao
Sudeste do Brasil, entre os paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e
43°45' de longitude oeste no Estado de Minas Gerais. A cabeceira do rio Das Velhas
encontra-se no municipio de Ouro Preto (20°19°30,92’S - 43°32°57,44”W) ¢ a localidade de
coleta encontra-se dentro da Area de Protecio Ambiental das Andorinhas (APA das
Andorinhas).

3.2 Analises morfologicas

As andlises morfométricas foram realizadas em 171 espécimes de nove populacfes da
bacia do rio Doce e uma populacdo da bacia do rio Sdo Francisco (Tabela 1). 18 caracteres
meristicos e morfométricos foram utilizados, 10 dos quais foram propostos por Menezes
(1987) (Tabela 2). Todos os espécimes foram medidos com paquimetro de 0,01lmm de
precisdo. As contagens dos dentes, escamas e raios foram feitas com lupa binocular Olympus
SZ40. As matrizes geradas foram submetidas a andlise de componentes principais (PCA)
utilizando o software PAST v. 2. 01 (Hammer et al., 2010). Duas analises de PCA foram
realizadas, a primeira considerando os 18 caracteres analisados neste trabalho, e a segunda

considerando os quatro caracteres diagnosticos propostos por Menezes (1987).

3.3 Andlises citogenéticas

As informacdes citogenéticas foram obtidas em 90 espécimes de oito populacdes da
bacia do rio Doce e uma da bacia do rio Sdo Francisco (Tabela 1). A divisdo celular foi
estimulada in vivo com duas aplicacbes diarias de Aminovax®, um antigeno lisado
comercialmente disponivel. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de suspensdes
de células do rim anterior, utilizando o método proposto por Bertollo et al. (1978). Os peixes

foram previamente anestesiados com Gleo de cravo (Henyey et al., 2002). As coloragdes
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incluiram uso de Giemsa, impregnagdo com nitrato de prata (Howell & Black, 1980) para
localizagdo das regiGes organizadoras de nucléolo (Ag-NORs). A heterocromatina foi
visualizada com bandamento C (Sumner, 1972) com modifica¢Ges. Os fluorocromos DAPI e
Cromomicina Az (CMAg3) foram utilizadas para identificar regides ricas em AT e GC
respectivamente (Schweizen, 1980; Sola et al., 1992).

Trés sequéncias de DNA repetitivos foram utilizadas como sondas. A primeira sonda
de 5S rDNA incluiu 120 pares de bases (pb) do gene de codificacdo 5S rDNA e 200 bp do
espacador ndo transcrito (NTS) (Martins et al., 2006). As sondas 18S rDNA corresponderam a
um segmento de 1400 pares de bases do gene 18S rDNA, obtido através de PCR a partir de
DNA nuclear (Cioffi et al., 2009). Ambos os genes ribossomais foram isolados do genoma de
Hoplias malabaricus previamente clonado em vetores plasmidicos e propagados em
Escherichia coli DHS a. A sonda 5S rDNA foi marcada com biotina-14-dATP, enquanto a
sonda 18S rDNA foi marcada com DIG-11-Duto, por nick translation, de acordo com as
especificacOes do fabricante (Roche, Mannheim, Alemanha). A hibridizacdo de fluorescéncia
in situ (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986) e na deteccdo dos sinais de
hibridizacdo foram realizadas usando avidina-FITC (Sigma) para sondas 5S rDNA e anti-
digoxigeninarodamina (Roche, Mannheim, Alemanha) para sondas os 18S r DNA. A FISH
com as sondas de microssatélites foi realizada como descrito em Kubat et al. (2008). Utilizou-
se 0 oligonucleotido d(CA);5 marcado como sonda. Esta sequéncia foi diretamente marcada
com Cy3 no terminal 5’ terminal durante a sintese (realizada por Sigma St. Louis, MO, EUA).
A hibridizacéo in situ para a sonda de microssatélites foi realizada de acordo com Cioffi et al.
(2011). Os cromossomos foram contrastados com DAPI (1,2 ug/ml), montado na solucéo
Antifade (Vector, Burlingame,CA, EUA) e analisados em microscopio de fluorescéncia
Olympus BX50. Os cromossomos foram classificados segundo Levan et al. (1964), com base
no indice relacdo de bracos (RB = comprimento do braco maior / comprimento do brago

menor) em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st), e telocéntricos (t).

34 Anélises moleculares

O DNA foi extraido de amostras de figado e branquias de 47 espécimes de 18
populagdes do rio Doce e da populagédo do rio Das Velhas (bacia S&o Francisco) (Tabela 1). A
extracdo de DNA foi realizada segundo Boyce et al., (1989). Os fragmentos de cytB (DNA
mitocondrial) foram amplificados com os iniciadores GLU-5 (TGA TAT GAA AAA CCA
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TCG) e CB23 (CCC TCA GAA TGA TAT TTG TCC TCA). As reacdes foram feitas em
volume de 50 pL contendo 10 u. de dNTPs (1 mM), 5 uL de tampéo de reacdo (200 mM
Tris-HCI pH 8,4 ¢ 500 mM de KCI), 2 uL. de MgCI2 (50 mM), 2 uL de cada iniciador (10
mM), 0,5 uL (2, 5 U) de Tag DNA polimerase (Phoneutria), 2 u. de DNA molde (100
ng/mL) e 26,5 uL de H20. As condi¢cbes de PCR foram as seguintes: um passo de
desnaturacdo inicial a 94°C (3 min), seguido de 41 ciclos de 94°C (1 min), 55°C (1min), 64°C
(1 min) e um passo de extensdo final a 64°C (7 min). Os produtos de PCR foram purificados
utilizando QIAquick (Qiagen). Cada reagcdo de sequenciamento foi composta por cinco
microlitros do produto de PCR purificado e 10 uL de kit dRhodamine (PE Applied
Biosystems). As sequéncias foram alinhadas utilizando CLUSTAL W 1,83 em MEGA 5.0
(Tamura et al., 2011). O programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para
identificar os haplo6tipos presentes nas populacdes estudadas. A rede de haplétipos foi obtida
com o programa Network 4.5.1.6 (http://www.fluxus-technology.com) utilizando a opgéo
“Median joining” (Bandelt et al., 1999).

4. RESULTADOS

4.1 Analise morfoldgica

Dos 171 espécimes analisados, 128 foram caracterizados com O. solitarius (todos eles
coletados no sistema lacustre do médio Rio Doce), 31 como O. argenteus (coletados nas
cabeceiras dos rio Doce e rio Das Velhas); 12 deles (7%) apresentaram caracteres em
mosaico, com caracteres intermediarios entre O. solitarius e O. argenteus (Anexo VII). Estes
individuos ocorreram em Vicosa (cabeceira do rio Doce) e nas lagoas Aguapé, Cristal,
Ferrugem, Malba e Palmeiras (médio rio Doce).

A primeira analise de componentes principais considerando todos os caracteres
morfologicos coletados, e a segunda analise, incluindo somente caracteres morfologicos
propostos por Menezes (1987), reproduziram os mesmos agrupamentos. O PCA definiu trés
grupos: (1) espécimes coletados no sistema lacustre do médio rio Doce, (2) espécimes do alto
rio Doce, e (3) espécimes coletados da cabeceira do rio Das Velhas (Figura 2 e 3). Os
caracteres mais informativos foram: dentes no maxilar, dentes do dentario, escamas
perfuradas na linha lateral, e dentes no ectopterig6ide. Quando o PCA incluiu 10 caracteres, 0

PC1 e PC2 explicaram os quatro caracteres, demonstrando 78,32% da variancia total, com a
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contribuicdo de 0,69 nimero de dentes no maxilar, 0,50 nimero de dentes do dentario, 0,33
numero de escamas perfuradas na linha lateral e 0,31 nimero de dentes do ectopterigoide.
Utilizando os quatro caracteres considerados diagnosticos para separar O. solitarius e O.
argenteus propostos por Menezes (1987): nimero de escamas perfuradas na linha lateral,
namero de dentes no maxilar, visibilidade dos dentes do pré-maxilar com boca fechada e,
posicdo mandibula-focinho, o percentual de variancia explicado por PC1 e PC2 foi de
99,32%, com as contribuicbes de 0,91 numero de dentes no maxilar, 0,79 a posicao
mandibula-focinho a qual é atrasada em O. solitarius e acaba na mesma linha em O.
argenteus e 0,41 escamas perfuradas pela linha.

Em termos de localidades, o fen6tipo foi caracterizado da seguinte forma:

(1) espécimes das lagoas do médio rio Doce: numero de escamas perfuradas na linha
lateral variou entre 47-54; nimero de dentes na maxila variou entre 20-33; nimero de dentes
do dentério variou entre 14-26 e nimero de dentes do ectopterigdide variou entre 8-15,

(2) espécimes do alto rio Doce: numero de escamas perfuradas pela linha lateral variou
entre 42-46; numero de dentes na maxila variou entre 17-24; numero de dentes do dentério
variou entre 17-21 e nimero dentes do ectopterigdide variou entre 6-10, e

(3) espécimes coletados na cabeceira do rio Das Velhas: nimero de escamas
perfuradas na linha lateral variou entre 44-47; nimero de dentes na maxila variou entre 13-17;
namero de dentes do dentario variou entre 13-17 e numero de dentes do ectopterigdide virou

entre 5-8.

4.2 Analise cariotipica

Todas as populagdes apresentaram 2n = 50 cromossomos em ambos 0s sexos. No
entanto, a maioria das populacdes foi caracterizada por férmulas cariotipicas Uunicas,
geralmente envolvendo o ndmero de cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos
(Tabela 1).

As populagbes de O. solitarius apresentaram dois pares de C€romossomos
metacéntricos, 7 a 8 pares de submetacéntricos, 7 a 10 pares de subtelocéntricos e 6 a 9 pares
de telocéntricos (Figura 4). As populacdes de O. argenteus apresentaram trés pares de
cromossomos metacéntricos, 6 a 7 pares de submetacéntricos, 8 a 11 pares de
subtelocéntricos e 5 a 7 pares de telocéntricos (Figura 5). Considerando o padrdo de Ag-

NORs, O. solitarius, incluindo os espécimes “mosaico”, apresentou um par de Ag-NORS
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teloméricas no braco menor em um par de submetacéntricos (Figura 6). Ja as populacdes de
O. argenteus de Vicosa e rio Casca apresentaram dois pares de cromossomos portadores de
Ag-NORs: um par de submetacéntricos com Ag-NORs telomérica no braco menor e um par
de submetacéntricos com Ag-NORs teloméricas no braco maior. Um terceiro perfil de Ag-
NORs ocorreu na populagéo do rio Das Velhas (Ouro Preto), a qual apresentou um par de
submetacéntricos com Ag-NORs teloméricas no braco maior e um par de submetacéntricos
com Ag-NORs biteloméricas (Figura 7).

A técnica de bandamento C foi bem sucedida apenas em espécimes das populagdes de
O. solitarius da lagoa Almécega e de O. argenteus de Vigosa. A populacdo de O. solitarius
apresentou regides heterocrométicas centromericas e teloméricas enquanto a populagéo de O.
argenteus apresentou regides heterocromaticas centroméricas e biteloméricas (Figura 8).

Os locais marcados com CMA; coincidiram com os sitios Ag-NORs: as populagdes de
O. solitarius apresentaram marcagdes no braco menor de um par de submetacéntricos e as
populacdes de O. argenteus apresentaram de quatro a seis marcagOes (Figura 9 e 10). A
coloracdo com DAPI mostrou regiGes cromossdmicas ricas em AT no braco curto de um par
de cromossomos subtelocéntricos nas populacdes de O. solitarius (Figura 9) enguanto as
populacbes de O. argenteus nao apresentaram esses sitios.

A sonda 5S rDNA marcou o par 12 (st), na regido telomérica do bragco curto do
cromossomo, em todas as populagdes estudadas. Por outro lado, o padréo de sitios 18S rDNA
mostrou diferencas entre as populacdes. Em todas as populagdes consideradas O. solitarius,
0s espécimes apresentaram 10 marcacGes. Em populacdes de O. argenteus, as populacdes de
Vicosa e Coimbra apresentaram 10 marcagfes, mas as populacdes de rio Casca e de Ouro
Preto (rio Das Velhas) apresentaram doze marcagcbes (Figuras 11). Porém, dentro de O.
solitarius, essas marcacgdes também caracterizaram diferentes populaces. Nas lagoas Aguapé
e Linguiga, as sondas de 18S rDNA apareceram em um par de cromossomos subtelocéntricos
com marcacdes teloméricas no brago curto (par numero 10) e trés pares de cromossomos
telocéntricos, sendo uma delas, com marcagdo bitelomérica (par nimero 18 nas lagoas
Aguapé e Linguica), uma marcagdo telomérica no brago curto (par nimero 19 nas lagoas
Aguapé e Linguica), uma marcacdo telomérica no braco longo (par nimero 20 na Lagoa
Aguapé) e uma marcacgdo telomérica no brago curto (par nimero 20 na Lagoa Linguica).

As populagOes de O. argenteus de Vicosa e Coimbra (alto rio Doce), apresentaram
marcacOes teloméricas no brago curto em um par de cromossomos metacéntricos (par nimero

1 em populacdo de Coimbra), marcando trés pares de cromossomos subtelocéntricos com
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marcacOes teloméricas no brago curto (pares nimero 11, 14 e 16 em Vicosa), uma marcagdo
bitelomérica (par nimero 18 em Coimbra e par 19 em Vicosa), uma marcacao telomérica no
braco curto (par niumero 20 em Coimbra) e uma marcacdo telomérica no braco longo (par
namero 22 em Coimbra) (Figura 11). Ja as populacbes de O. argenteus do rio Casca (alto rio
Doce) e Ouro Preto (rio Das Velhas) apresentaram um segundo padrdo, com 12 marcacdes da
sonda 18S rDNA, mas em diferentes localizacbes nos cromossomos. A populacdo de rio
Casca apresentou um par de cromossomos submetacéntricos com marcag6es telomericas no
braco longo (par nimero 9) e em quatro pares de cromossomos subtelocéntricos, com
marcacOes teloméricas no braco curto (pares numero 10, 14 e 16) e um par de cromossomos
com marcagdes biteloméricas (par numero 11). A populacdo de Ouro Preto apresentou a
mesma sonda em dois pares de cromossomos submetacéntricos, com marcagdes teloméricas
no braco curto (par namero 4) e no braco longo (par numero 7), duas marcagdes nos
cromossomos subtelocéntricos, um par com marcacfes teloméricas no brago curto (par
ndmero 13) e um par com marcacgdes biteloméricas (par nimero 11), e uma marca¢do nos
cromossomos telocéntricos, com marcacfes teloméricas no braco curto (par nimero 21)
(Figura 11).

Um estudo piloto realizado com sondas fluorescentes de sequéncias de microssatélites
(CA)15 foi realizado nas mesmas populacGes. Foram evidenciadas marcacGes teloméricas,
biteloméricas e centroméricas em grande parte dos cromossomos das quatro populagdes
estudadas, sendo estas marcagdes em sua maioria encontradas nos Cromossomos
submetacéntricos, subtelocéntricos e telocéntricos, mas sem diferencas conspicuas entre as

populagdes (Figura 12).

4.3 Anélises moleculares

As reagdes de sequenciamento permitiram o alinhamento de 390 pares de bases de
cytb em 47 espécimes coletados nas 20 populagdes estudadas. Nove sitios variaveis foram
observados, gerando 10 haplotipos e uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,6670. O haplétipo
1 (H1) foi encontrado em 14 das 20 popula¢Ges amostradas, ndo ocorrendo apenas no rio Das
Pacas e na lagoa Linguica. O segundo haplotipo em termos de frequéncia foi H5, o qual
ocorreu nas lagoas Ferrugem, Tiririca, Timburé e em Ponte Nova (alto rio Doce); nestas duas
ultimas localidades, em simpatria com H1. O haplétipo H10 ocorreu no rio das Pacas e no rio

Piracicaba. Finalmente, os espécimes coletados na lagoa Linguica apresentaram um haplotipo
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exclusivo (H4). A rede de hapl6tipos mostra que sete haplétipos sdo formas derivados de H1 e
outros dois eram derivados de H5, diferenciando-se em apenas uma substituicdo em diferentes
regides do fragmento cytb (Figura 13, Tabela I11). A estimativa média de fluxo génico entre
todas as populacGes estudadas (indice Fst) foi de 0,509. A estimativa de fluxo génico entre as
16 populacOes estudadas par a par permitiu observar que as lagoas Linguica e Tiririca
apresentaram indices Fst mais elevados, sugerindo um grau maior de isolamento dessas
lagoas (Tabela V).

5. DISCUSSAO

5.1 Padrdes de variacdo morfolégica

A PCA indica trés agrupamentos congruentes com padrdes de distribui¢do geografica,
mas que sdo inconsistentes com a ocorréncia de duas espécies nas duas bacias estudadas. As
diferencas morfoldgicas entre as populacGes de O. argenteus do alto rio Doce e rio Das
Velhas ndo foram indicadas na revisdo do género realizada por Menezes (1987),
possivelmente porque a amostragem nado incluiu a populacdo do rio Das Velhas. Neste
trabalho, o autor avaliou 35 espécimes coletados no municipio de Vicosa (alto rio Doce), 10
coletados em afluentes do rio Paraopeba (alto Sdo Francisco), um no lago da Serra do Caraca
e dois espécimes no ribeirdo do Carmo (alto rio Doce). Os padrées morfométricos
encontrados confirmaram que os caracteres diagndsticos indicados por Menezes (1987)
permitem a separacdo de O. solitarius e O. argenteus dentro da bacia do rio Doce. No entanto,
a sobreposicdo do numero de escamas acima e abaixo da linha lateral, as séries horizontais de
escamas ao redor do pedunculo caudal e os rastros no ramo inferior do primeiro arco
branquial sugerem que estes caracteres ndao sdao diagnosticos. Porém, outros caracteres
utilizados por Menezes (1987) como numero de escamas perfuradas na linha lateral, o0 nUmero
de dentes no maxilar e a posicdo mandibula-focinho sdo caracteres mais informativos para
individualizar O. solitarius e O. argenteus.

A evidente diferenca entre populagdes do rio Doce e do rio Das Velhas, consideradas
como O. argenteus por Menezes (1978) sugere a necessidade de reavaliacdo do material tipo
coletado por Glinther (1864). Se aquele material tipo se assemelha aos padrdes de variacdo da
bacia do rio Doce, é possivel que a populacdo do rio Das Velhas seja uma espécie ainda nao

descrita. Se por outro lado, o tipo se assemelha ao material do rio Das Velhas, possivelmente
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O. meadi, com localidade tipo Unido de Caeté podera ser validada. A ocorréncia de
populacdes de Oligosarcus na bacia do rio Cipd, afluente do rio Das Velhas ndo foi
confirmada em levantamentos recentes (Vieira, com. pess.).

Na bacia do rio Doce, anélises morfométricas e meristicas em populagdes de Astyanax
bimaculatus apresentaram diferengas entre localidades, dentro da drenagem (Paiva et al.,
2006). Na bacia do rio Tibagi, resultados semelhantes foram observados em populacdes de
Astyanax aff. fasciatus isoladas em lagos do Parque Estadual de Vila Velha, na bacia do rio
Tibagi (estado do Parana), com significativa discriminacdo em analise de componentes
principais (PCA) (Shibatta & Artoni, 2005). Resultados semelhantes foram observados em
populagdes de Astyanax fasciatus nas bacias dos rios Mogi-guacu e Paranapanema, SP, onde
analises morfométricas e citogenéticas demonstraram a presenca de dois citétipos, sugerindo a

separacao em dois grupos (Pazza et al., 2008).

5.2 Variabilidade citogenética

O numero dipléide conservado, observado nas 13 populacbes de Oligosarcus
avaliadas neste trabalho reforca a uniformidade cromossémica, considerada pleisomorfica
para a familia Characidae (Oliveira et al., 1988) e provavelmente também para 0s
Characiformes (Dergam, com. pess.). As variac@es cromossémicas que ndo alteram o ndmero
dipléide estdo associadas a rearranjos cromossémicos como inversGes (paracéntricas e
pericéntricas), sendo todos eles rearranjos cromossdmicos envolvidos em processos que
levam a especiacdo (White, 1978; King, 1993; Faria et al., 2010).

O alto grau de diversidade cariotipica observado é inédito para as espécies de peixes
de agua doce na bacia do rio Doce e para 0 género Oligosarcus na regido neotropical. Porém,
a revisao de literatura demonstra que apenas uma pequena proporc¢do de trabalhos realizados
foram publicados em revistas indexadas. Estudos citogenéticos do género Oligosarcus
incluiram as espécies O. jenynsii (Falcdo & Bertollo, 1985), O. hepsetus (Falcdo & Bertollo,
1985; Kavalco et al., 2005; Centofante et al., 2006),0. longirostris (Martinez et al., 2004;
Rubert et al., 2007), O. macrolepis (Falcdo & Bertollo, 1985), O. pintoi (Falcdo & Bertollo,
1985; Rubert et al., 2007) e O. paranensis (Martinez et al., 2004; Rubert & Margarido, 2007)
(Tabela V).

11



Todas as espécies apresentam numero dipléide de 50 cromossomos. Em relacdo a O.
hepsetus e O. longirostris, os dados apresentados por Martinez et al., (2004), Kavalco et al.,
(2005), Centofante et al., (2006) e Robert et al., (2007), mostram variacdes interespecificas
das formulas cariotipicas em O. hepsetus e O. longirostris. Vale ressaltar que as populacfes
de O. hepseteus estudadas por Centofante et al., (2006) e nas populagdes de O. paranensis e
O. pintoi estudadas por Rubert & Margarido, (2007) em sua classificacdo cromossdémica nos
pares acrocéntricos (neste trabalho usamos a nomenclatura telecéntricos), ndo condiz com
padrdo de classificacdo estabelecido neste trabalho. Centofante et al., (2006), descrevem nove
pares de acrocéntricos, porém o primeiro (par numero 17) apresenta bracos curtos, 0 mesmo é
observado nos cromossomos das populacdes de O. paranensis e O. pintoi, sendo em
O.paranensis nos pares de nimero (23 e 24), e em O. pintoi nos pares de nimero (21, 23 e
24), neste trabalho interpretado como sendo subtelocéntrico. Assim, as populacbes de O.
hepsetus apresentariam apenas oito pares de cromossomos telocéntricos, aumentando ainda
mais a diferenca na férmula cromossémica encontrada nas diferentes populacdes pertencentes
a bacia do rio Paraiba do Sul, e diferenciando as formulas cariotipicas entre as populacdes
estudadas por Rubert & Margarido, (2007), onde os autores descrevem a mesma férmula
cromossOmica para trés populagdes do género Oligosarcus, O. paranensis, O. pintoi e O.
longirostris. Considerando o grau de diferenciacdo cromossdmica observado no presente
trabalho, cada espécie apresentaria formulas cariotipicas distintas. O mesmo grau de variacdo
foi observado entre as populac6es de Oligosarcus da bacia do rio Doce e do Sdo Francisco.

Outros géneros dentro da familia Characidae apresentam este tipo de diferenciacdo
quanto a férmula cromossémica, encontrado nos géneros Astyanax e Brycon, onde é
conservado o numero dipléide, mas com algumas alteracdes na formula cariotipica (Kavalco
et al., 2005).

Nas espécies de Oligosarcus estudadas citogeneticamente, o padrdo das marcac6es das
Ag-NORs varia de uma a cinco marcagdes dentro e entre as espécies (Tabela V). Estas
diferengas no nimero de sitios ribossomais podem ser atribuidas a rearranjos cromossdmicos.
A presenca de dois pares de cromossomos metacéntricos em O. solitarius e trés pares em O.
argenteus e distintos padrdes de marcagdo de Ag-NORs (um par em O. solitarius e dois pares
em O. argenteus) sugere isolamento reprodutivo entre as especies. Variagdes envolvendo o
namero de Ag-NORs também sdo observadas entre Oligosarcus. Um par de Ag-NORs foi
encontrado em populaces de O. hepsetus (Falcdo, 1983; Kavalco et al., 2005), e de O.

longirostris (Rubert e Margarido, 2007). Porém, Ag-NORs mdltiplas tambem foram indicadas
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O. hepsetus (Centofante et al., 2006), O. longirostris (Martinez et al., 2004), assim como em
O. pintoi, (Rubert e Margarido, 2007) e O. paranaensis, (Martinez et al., 2004; Rubert e
Margarido, 2007), demonstrando diferencas significativas no ndmero de marcacdes
encontradas em diferentes populagdes.

Nossos resultados indicaram que as Ag-NORs coincidiram com as regides
heterocromaticas, conforme o observado em O. hepsetus (Kavalco et al., 2005). No entanto, a
marcante diferenca no padrdo heterocromatica de O. solitarius com O. argenteus consiste na
presenca de regides heterocromaticas biteloméricas nesta Ultima, inédita para o género. A
observada sobreposicdo das regiGes heterocromaticas com regides CMA; positivas € uma
condi¢do comumente encontrada em Characidae (Ferro et al., 2001).

Alteracbes no padrdo de distribuicdo da heterocromatina no género Oligosarcus séo
comuns (Centofante et al., 2006), sendo que na bacia do rio Doce foram também observadas
entre a populacdo da lagoa Almécega (médio rio Doce) caracterizada como O. solitarius e a
populacdo do municipio de Vicosa (alto rio Doce) caracterizada como O. argenteus. O padréo
de diferenciacdo heterocromatica de O. solitarius assemelha-se ao de O. paranensis, o qual
também mostrou uma grande quantidade de heterocromatina, com blocos visiveis localizados
na regido terminal dos bracos longos dos cromossomos telocéntricos. Esta disposicdo difere
da encontrada em O. pintoi e O. longirostris, apresentando pequenas quantidades de
heterocromatina associadas com Ag-NORs. Em O. paranensis, a grande quantidade de
heterocromatina distribuida ao longo de varios cromossomos, apresentando conspicuos blocos
terminais de heterocromatina, foi interpretada como resultado de um mecanismo de disperséo
por translocacgdes (Rubert & Margarido, 2007).

A populacdo de O. argenteus do municipio de Vicosa (alto rio Doce), apresentou
blocos de heterocromatina teloméricas, biteloméricas e pericentroméricas, sendo esta Gltima
observada em populacgdes de O. hepsetus da bacia do rio Paraiba do Sul (Kavalco et al., 2005;
Centofante et al., 2006).

A presenca de heterocromatina em regides pericentromérica e peritelomérica facilita o
intercambio entre cromossomos ndo homdlogos, com posterior amplificacdo, sugerindo que a
heterocromatina frequentemente desempenha um papel importante na evolugdo cromossémica
em peixes (Galetti et al., 1991; Margarido & Galetti, 1999). As mudancas de padrdes ocorrem
em Hoplias malabaricus em breves periodos de vicariancia, conforme observado em lagoas

do médio rio Doce (Jacobina et al., 2011).
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As variag0es cromossdmicas parecem estar relacionadas com a mobilidade e tamanho
populacional (Sites & Moritz, 1987). Assim, grupos de peixes que apresentam um tamanho
populacional elevado tendem a conservar a macroestrutura cariotipica, tais como
Prochilodontidae (Bertollo et al., 1986), Curimatidae (Venere & Galetti, 1989), Anostomidae
(Galeti et al., 1991), Salmininae e Bryconinae (Margarido & Galetti, 1999). O contrario
ocorre em populacdes aparentemente pequenas e isoladas em cabeceiras, como Astyanax
scabripinnis (e.g. Moreira & Bertollo, 1991).

As marcaces das regides ricas em GC realizadas pela técnica de CMAj; foram
observadas nas populagGes de O. solitarius pertencentes as lagoas Horténcia e Linguica
(médio rio Doce) marcando um par de cromossomos subtelocéntricos no brago curto (Figura
9). O mesmo padrdo foi observado em populacdes de O. hepsetus pertencentes a bacia do rio
Paraiba do Sul (Kavalco et al., 2005). Este padrdo de marcacdo é comumente achado em
espécies do Astyanax (Ferro et al., 2001; Kavalco., 2003).

Na localizacdo das regiBes ricas em AT realizadas pela técnica de DAPI, somente a
populacdo de O. solitarius da lagoa Tiririca apresentou um par de marcacoes, reforcando a
singularidade genética apresentada em analises moleculares (Figura 9). Esta caracteristica
parece ser comum nos characiformes, embora as regides ricas em AT também sejam relatadas
em peixes loricarideos (Artoni & Bertollo, 1999).

Diferencas nas férmulas cromossémicas entre populacdes dentro da mesma bacia
hidrografica também foram observadas em populacdes de Trichomycterus paolence, do rio
Capivara (Botucatu, SP) tributarios do rio Tieté, e um mosaico em Itatinga, estado de S&o
Paulo (Torres et al., 1998; Torres et al., 2002), e em A. altiparanae, dos rios indios (bacia
Ivai) e rio Parana na regido de Porto Rico (bacia do Parana) (Fernandes & Martins-Santos,
2003).

A diferenca nas férmulas cariotipicas encontradas nas populacdes de O. argenteus dos
municipios de Ouro Preto (rio Das Velhas), rio Casca e Vicosa (alto rio Doce), pode ser um
reflexo do isolamento proporcionado pela Cadeia do Espinhago.

Estudos relacionados foram realizados na ictiofauna nos rios Tieté e Paranapanema
(bacia do rio Parana), onde Oligosarcus pintoi e O. paranensis ocorrem restritos aos riachos
de terceira ordem, evitando a calha principal do rio (Caramaschi, 1986). Centofante et al.
(2006) interpretaram que o mesmo pode ocorrer com populages de O. hepsetus, as quais
poderiam estar isoladas pela calha principal do rio Paraiba do Sul. Nessas condi¢es, esta
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espécie ocorreria em pequenas populacdes isoladas, uma condi¢cdo que tende a favorecer a
fixacdo de rearranjos cromossomicos.

Considerando que a populacéo de O. argenteus do rio Das Velhas apresenta o tipo de
hapl6tipo mais abundante da bacia do rio Doce, é evidente que a presenca desta espécie na
bacia do rio das Velhas € um evento recente e deve-se a uma dispersdo de uma populacdo da
bacia do rio Doce, onde existem 10 haplétipos. Embora se desconheca o evento especifico de
captura entre a cabeceira do rio Piracicaba e o rio Das Velhas, ela pode ter ocorrido de forma
concomitante com a falha geoldgica de Caratinga (Saadi, 2002), a qual foi ativa nos dltimos
50.000 anos.

Considerando os efeitos da vicariancia, vale ressaltar que o caso mais extremo de
isolamento esta representado, na bacia do rio Doce, pela Lagoa linguica, a qual apresentou um
haplotipo unico e fixado e um cariotipo exclusivo (Figura 19).

A auséncia de variacdo nos sitios 5S rDNA entre populacdes de O. solitarius e O.
argenteus sugere que esta sonda ndo seja adequada para resgatar variabilidade citogenética
entre populagdes recentemente isoladas. A falta de variabilidade de sitios 5S rDNA parece ser
comum entre os Characiformes, incluindo os da familia  Anostomidae
(Martins & Galetti Jr, 2001), e os géneros Brycon e Astyanax (Wasko etal., 2001; 2002;
Kavalco et al., 2004).

A presenca de trés pares de cromossomos com sitios de 18S rDNA teloméricos e um
par bitelomérico sugere que essa é uma caracteristica pleisomorfica nas populacdes de
Oligosarcus spp. da bacia do rio Doce. Nesse sentido, a observacdo de uma marcacao
bitelomérica presente em todas as populacdes estudadas, variando, porém a sua posi¢cdo nas
diferentes populacGes, e um par a mais de cromossomos subtelocéntricos com marcacdes 18S
rDNA teloméricas no brago curto nas populacfes de O. argenteus de Ouro Preto e rio Casca
seria resultado de um processo répido de diferenciacdo que envolveria rearranjos
cromossdmicos e eventos de duplicacdo ou de perda de marcagoes.

As populacdes de O. hepsetus dos rios Paraitinga e Jucui ( bacia do Paraiba do Sul)
apresentaram quatro sinais positivos com a sonda 18S rDNA(Kavalco et al., 2005), outros
trabalhos realizados nas populacdes de O. hepsetus da mesma bacia, nos ribeirdes Grande e
Santo Antbnio apresentaram dois padrfes de marcacdo 18S rDNA, ribeirdo Grande
apresentou quatro marcacdes, enquanto que o rio Santo Antonio apresentou seis marcagoes
positivas (Centofante et al., 2006), existindo assim uma diferenciagédo significativa entre as

populacdes de O. hepsetus da bacia do rio Paraiba do Sul.

15



5.3 Variabilidade molecular

A falta de resolucdo entre O. solitarius e O. argenteus utilizando o fragmento
citocromo B e a falta de uma estruturacdo filogeografica entre as populac@es é reflexo do
pequeno tempo de divergéncia entre estas espécies (Avise, 2004).

A ampla distribuicdo do haplotipo 1, presente em 14 populacGes, sugere que este seja
0 haplotipo coalescente para as populacdes de O. solitarius e O. argenteus avaliadas. Os nove
sitios varidveis nos 390 pb do fragmento citocromo B acumulam substituicdes desde o
isolamento pleistocénico das populaces de Oligosarcus spp, refletindo-se na diversidade
haplotipica observada (H 0,6670). A estimativa de fluxo génico (Fst) de 0,509 sugere a
existéncia de fluxo génico em grande parte das populacdes de O. solitarius estudadas (Tabela
IV). A comunicacdo entre as lagoas e a calha principal do rio Doce, através de pequenos
canais explicaria a estimativa de fluxo génico observada, exceto, conforme mencionado
anteriormente, a Lagoa Linguiga (Anexo Il). A lagoa Tiririca também apresenta altos valores
Fst (Tabela 1V).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados citogenéticos e moleculares deste trabalho corroboram parcialmente a
hipbtese da existéncia de duas espécies-irmas de origem recente, O solitarius e O. argenteus
na bacia do rio Doce, mas demonstram que as populacdes apresentam niveis de diferenciacdo
cromossémica semelhante a indicada para outras espécies do mesmo género. Contudo, 0s
dados meristicos e morfométricos, incluindo os 13 propostos por Menezes (1978), indicaram
diferencas significativas entre as populagdes de Oligosarcus da bacia do rio Doce e a da
cabeceira do rio Das Velhas. Menezes (1978) considerou o rio Cipo, afluente da bacia do rio
Sdo Francisco como a localidade tipo mais provavel de O. argenteus. O mesmo autor nao
encontrou diferencas morfoldgicas entre o material coletado por Gunther em 1861 e o
material do rio Doce sinonimizando assim, O. meadi com O. argenteus. Porém, nossos dados
apontam a existéncia de diferencas morfoldgicas significativas entre as populac6es do alto rio
Doce e a do rio das Velhas, sendo necessaria a reavaliagdo do material tipo coletado por
Gunther. O conjunto de dados morfométricos, citogenéticos e moleculares sugere que existam
duas espécies de Oligosarcus na bacia do rio Doce e uma terceira espécie na bacia do rio Sdo

Francisco.
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O conhecimento dos eventos paleohidroldgicos responsaveis pela provavel captura de
cabeceira entre as bacias do rio Doce e S&o Francisco, e 0s eventos paleohidroldgicos
indicados para as lagoas do médio rio Doce afetaram as populacfes de Oligosarcus sugerindo
que a fixacdo das diferentes férmulas cariotipicas encontradas na bacia ocorreu nos ultimos
14.000 — 3.365 anos.

Dessa forma, foi confirmada a existéncia de O. solitarius, Unica espécie endémica
conhecida do sistema lacustre do médio rio Doce e foi demonstrado que as espécies-irmas O.
solitarius e O. argenteus apresentam a mais alta taxa de evolugdo cromossdmica dos peixes

neotropicais.
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1 Lagoas do médio rio Doce
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80uro Preto

Figura 1. Locais de coletas nas bacias hidrogréficas do rio Doce e Sdo Francisco no sudeste

do Brasil.
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Component 2

Component 1

Figura 2. Projecédo dos escores individuais resultantes da Analise de Componentes Principais (PCA) para 18 caracteres meristicos e morfométricos em populagdes
de Oligosarcus. Em vermelho espécimes de O. argenteus do municipio de Ouro Preto (alto Sdo Francisco), em amarelo espécimes de O. argenteus do municipio de
Vicosa (alto rio Doce) e as demais cores representam os espécimes de O. solitarius das lagoas do médio rio Doce - MG.
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Component 2

Component 1

Figura 3. Projecdo dos escores individuais resultantes da Analise de Componentes Principais (PCA) para quatro caraceteres meristicos e
morfométricos considerados diagnosticos para as espécies O. solitarius e O. argenteus segundo Menezes (1987). Em vermelho espécimes de O.
argenteus do municipio de Ouro preto (rio Das Velhas), em amarelo espécimes de O. argenteus do municipio de Vigosa (alto rio Doce) e as demais
cores representam os espécimes de O. solitarius das lagoas do médio rio Doce - MG.

27



A
" b §
am| B X
LY
st .
b8
t| Aa

C
| 4}
s | B8
Aml
st .6
b4
t 'N"

E
"By
sm 833
o ﬂwﬂ
."A
. AWO
Ao

»

K x

BN 6K KA B8 wE sa
M A AR KK AR A8 AB

AN AR

Al AR AQ 0D 0n

&8
2

BU ¥¥ U8 AN B8 &

8D NN A0 RF ER AR
LR

OO0 AD AR N an
n n n £ »

AR

2

88 BU A A R sasa

KA B8 MDA AABA AN

AN AN oo AN DA

F

"X A

sm )\K XA KB RSB BAAR & =~

st

AA AN o

1" 5 0

t|l\’\ N D N e oo e n
p 2 » n u

i f be
sm| KV ¥ 88 80 »s

SA BA KW AX 4D
& A

st

t| 0 % o4 aa 0o

o AR ..

2

sm le Ii‘i( "E XA

Stl B o RAB Ax B0

AA ANO A A B8N0

S ——— N DB
n u 2

AO AR A A~ &A -~ &8 &

¥ ER W

16 17 '

an

Figura 4. Cariétipos das populacdes de O. solitarius pertencentes as lagoas do médio rio

Doce - MG. Lagoa Cure (A), Lagoa Juiz de Fora (B), Lagoa Horténcia (C), Lagoa Tiririca

(D), Lagoa Linguica (E) e Lagoa Almécega (F). Cromossomos tratados com giemsa 5%. Bar=

SU.
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Figura 5. Caridtipos das populagbes de Oligosarcus argenteus das bacias do alto rio Doce e
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Figura 6. Ag-NORs das populacdes de Oligosarcus solitarius pertencentes as lagoas do
médio rio Doce - MG. Lagoa Cure (A), Lagoa Juiz de Fora (B), Lagoa Horténcia (C), Lagoa
Tiririca (D), Lagoa Linguica (E) e Lagoa Almecega (F). Cromossomos tratados com Nitrato

de prata. Bar= 5.
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Figura 7. Ag-NORs das populacGes de Oligosarcus argenteus das bacias do alto rio Doce e
S&o Francisco. Rio Casca (A), Vigosa (B) e Ouro Preto (C). Cromossomos tratados com
Nitrato de prata. Bar= 5p.
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Figura 8. Técnica de bandamento C da populacéo de O. solitarius do médio rio Doce, lagoa

Almécega (A) e da populagdo de O. argenteus do alto rio Doce, Vicosa (B). Barra 5.
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Figura 9. Preparacdo cromossémica das populagdes de Oligosarcus solitarius pertencentes as
lagoas do médio rio Doce - MG. Lagoa Horténcia (A) CMA; e (B) DAPI, Lagoa Tiririca (C)

DAPI, Lagoa Linguica (D) CMA; e Lagoa Almécega (E) bandamento C / DAPI. Bar= 5.
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Figura 10. Preparacdo cromossomica das populacdes de Oligosarcus argenteus das bacias do
alto rio Doce e Séo Francisco-MG. Rio Casca (A) tecnica CMAg3, (B) DAPI e Vigosa (C)
técnica CMA;. Bar= 5.
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Figura 11. Hibridizacdo de fluorescéncia in situ (FISH) das populaces de Oligosarcus

solitarius do médio rio Doce, lagoa Aguapé (A), lagoa Linguica (B). Populacdes de
Oligosarcus argenteus do alto rio Doce, Ponte Nova (C), Vicosa (D), Coimbra (E), e

populacgdes de Oligosarcus argenteus pertencente ao rio Das Velhas, Ouro Preto (F). Bar=5.

35



Figura 12. Hibridizacdo in situ para a sonda de microssatélites (CA)is. Populacdes de

Oligosarcus solitarius do médio rio Doce, lagoa Aguapé (A), lagoa Linguica (B). Populacéo
de Oligosarcus argenteus do alto rio Doce, Vigosa (C) e populagédo de Oligosarcus argenteus
pertencente ao rio Das Velhas, Ouro Preto (D). Bar=5.
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Figura 13. Rede de aplétipos construida através dos pares de bases do fragmento citocromo b para as populacdes de Oligosarcus das bacias do Rio
Doce e S&o Francisco - MG. H_ corresponde ao apldtipo e os nimeros em vermelho a localiza¢do da substituicdo na sequéncia. H_1: lagoa Cure, lagoa
Horténcia, lagoa Cristal, lagoa Juiz de Fora, lagoa Timburé, lagoa Romoalda, lagoa Silvana, Ponte Nova, Vigosa, Ouro Preto, rio Casca, rio Matipo e
rio Piracicaba, H_2: lagoa Horténcia, H_3: lagoa Cristal e Coimbra, H_4 :lagoa Linguica, H_5: lagoa Ferrugem, lagoa Tiririca, Ponte Nova e lagoa

Timburé, H_6: rio Matipd, H_7: lagoa Ferrugem, H_8: rio Casca, H_9: rio Casca, 10 _: rio das Pacas e rio Piracicaba.
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Tabela I. Locais de coleta, nimero de espécimes utilizados para morfometria, citogenética, molecular, formula cromossémica e coordenadas geograficas

Localidades Regido Morfometria Citogenética Molecular Férmula Cariotipica Localiza¢ao geografica (GPS)
n n n m sm st t

L.Cure M. Doce - 29-18 3 4 4 14 20 12 19°43°00,50°’S 42°27°57,46°W
L. Juiz de Fol M. Doce 21 39-18 4 1 4 14 20 12 19°41°57,43’S 42°28°56,71’W
L. Horténcia M. Doce 4 39-34 6 2 4 16 18 12 19°42°27,64°°S 42°28°16,43°W
L.Tiririca M. Doce 20 50-748 12 3 4 16 18 12 19°44°56,49°°S 42°27°03,67°W
L. Linguica M. Doce 20 49-63 10 3 4 14 16 16 19°33°16,97’S 42°29°44.49°W
L. Almécega M. Doce - 29-24 4 - 4 14 14 18 19°50°59,95°°S 42°37°38,37°W
L. Aguapé M. Doce 12 29-443 6 - - - - - 19°50°44,27’S 42°38°45,58°W
L. Palmeiras M. Doce 18 29-24 4 - - - - - 19°52°30,31’’S 42°36°18,27°W
L. Malba M. Doce 6 - - - - - - 19°51°08,52”S 42°33740,68” W
L. Cristal M. Doce 20 - 4 - - - - 19°34°20,60”’S 42°27°46,33” W
L. Ferrugem M. Doce 18 - 4 - - - - 19°52°41,04°’S 42°36°34,95°W
L.Silvana M. Doce - - 2 - - - - 19°29’19,35”S 42°25°30,58” W
L. Marola M. Doce - - 1 - - - - 19°17°18,29”S 42°23°59,57" W
L. Timburé M. Doce - - 2 - - - - 19°49°49,64”S 42°37°17,43” W
L. Romoalda M. Doce - - 1 - - - - 19°30°44,61”S 42°36°53,52” W
R. Piracicaba M. Doce - - 4 - - - - 19°30°44,61”S 42°32°91,54” W
R. das Pacas Alto Doce - - 1 - - - - 19°57°54,50”S 43°25°13,11”W
Rio Casca Alto Doce - 69 - 33 9 6 6 12 22 10  20°13°32,01”’S 42°39702,10 W
Ponte Nova Alto Doce - - - - - - - 20°24°45,48”S 42°53°57,40” W
Coimbra Alto Doce - - 1 - - - - 20°51°32,78”S 42°47°51,63” W
Vicosa Alto Doce 20 92-84 17 3 6 14 16 14 20°46°17,22’S 42°52°28 47" W
Ouro Preto Sao Francisco - 79-84 15 3 6 14 20 10 20°18°50,11’S 43°34°43 37°W
Total 159 90 45
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Tabela I1. Caracteres considerados diagndsticos das espécies O. solitarius e O. argenteus (Menezes, 1987)

CARACTERISTICA O. solitarius O. argenteus
Nadadeira anal iv-v, 23-28 iv-v, 20-25
Escamas perfuradas pela linha lateral 48-55 44-48
Séries horizontais de escamas acima da linha lateral 8-10 8-9
Séries horizontais de escamas abaixo da linha lateral 7-8 6-8
Dentes no maxilar 24-35 17-24
Dentes na parte posterior do dentéario 13-23 10-19
Dentes no ectopterigbide 10-21 8-15
Posicdo mandibula-focinho posterior junto
Visibilidade dos dentes do pré-maxilar com boca fechada visiveis nao visiveis

Dentes noPré- maxilar
*Comprimento padrédo
*Altura do corpo
*Comprimento da cabeca
*Cabeca sem o opérculo
*Comprimento do pré-maxilar
*Altura do Pedunculo caudal
*Distancia interorbital
*Nadadeira dorsal

(*) caracteres incluidos no trabalho
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Tabela I11. Dados moleculares de populacGes de Oligosarcus nas bacias dos rios Doce e S&o Francisco - MG

Espécie Localidades Bacia Hidrografica Molecular Hapldtipos

O. solitarius Lagoa Cure Rio Doce 4 Hap_ 1:4
O. solitarius Lagoa Juiz de Fora Rio Doce 1 Hap_1:1
O. solitarius Lagoa Horténcia Rio Doce 2 Hap_1:1
Hap_2:1

O. solitarius Lagoa Tiririca Rio Doce 3 Hap_5:3
O. solitarius Lagoa Linguica Rio Doce 3 Hap_4:3
O. solitarius Lagoa Cristal Rio Doce 4 Hap_1:3
Hap_3:1

O. solitarius Lagoa Ferrugem Rio Doce 4 Hap_5:3
Hap_7:1

O. solitarius Lagoa Silvana Rio Doce 2 Hap_1:2
O. solitarius Lagoa Marola Rio Doce 1 Hap 1:1
O. solitarius Lagoa Timburé Rio Doce 2 Hap 1:1
Hap_5:1

O. solitarius Lagoa Romoalda Rio Doce Hap_1:1
O. solitarius Rio Piracicaba Rio Doce 4 Hap_1:2
O. solitarius Rio das Pacas Rio Doce 1 Hap_10:1
O. argenteus Rio Matipd Rio Doce 1 Hap_7:1
O. argenteus Rio Casca Rio Doce 5 Hap_1:3
Hap_8:1

Hap_9:1

O. argenteus Ponte Nova Rio Doce 3 Hap_1:2
Hap_5:1

O. argenteus Coimbra Rio Doce Hap_3:1
O. argenteus Vigosa Rio Doce 3 Hap_1:2
O. argenteus Ouro Preto Sao Francisco 3 Hap_1:3

(Hap_ 1:1 = HapOtipo e numero de espécimes correspondente)

41



Tabela V. Estimativa média do fluxo génico entre as popula¢fes de Oligosarcus das bacias do Rio Doce e Sdo Francisco - MG

L. Cure L. Horténcia L. Cristal

L. Linguiga L. Tiririca Ponte Nova Coimbra Vicosa OuroPreto Rio Casca R. Piracicaba

L. Cure
L. Horténcia

L. Cristal

L. Linguica
L. Tiririca
Ponte Nova
Coimbra
Vigosa

Ouro Preto
Rio Casca

R. Piracicaba
Silvana

0.000
0.000
1.000
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000

s/n
0.667
0.667
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.353
0.000

0.750
0.750
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.391
0.000

1.000
0.750
1.000
1.000
1.000
0.667
0.727
1.000

0.500
1.000
1.000
1.000
0.667
0.400
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.176
0.000

0.000
0.000
0.000
0.176
0.000

0.000
0.000
0.500
0.000

0.000
0.500 0.353
0.000 0.000 0.000
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Tabela V. Dados cariotipicos das espécies de Oligosarcus

Espécie Localidade 2n Cariotipos Ag-NOR Referéncia
m sm st
Oligosarcus h epsetus Rio Juquié e Ipiranga (SP) 50 2 26 4 18 1-4 Falcéo, 1983; Falcdo &
Bertollo, 1985
Oligosarcus jenynsii Ipiranga (SP) 50 6 22 6 16 2 Falcéo, 1983;Falcdo &
Bertollo, 1985
Oligosarcus macrolepis Rio Turvo (MG) 50 8 20 6 16 - Falcdo, 1983;Falcdo &
Bertollo, 1985
Oligosarcus pintoi Rio Mogi-Guaco (SP) 50 4 20 10 16 1-2 Falcdo, 1983;Falcdo &
Bertollo, 1985
Oligosarcus longirostris Rio Iguaco e Trés Barras (PR) 50 2 20 10 18 5 Martinez et a., 2004
Oligosarcus cf. paranensis Rio Keller (PR) 50 2 26 8 14 4 Martinez et al., 2004
Oligosarcus hepsetus Rio Paraitinga e Jacui, Paraibado 50 6 10 16 18 2 Kavalco et al., 2005
Sul
Oligosarcus hepsetus Ribeirdo Grande, Paraiba do Sul 50 6 12 14 18 3 Centofante et al., 2006
Oligosarcus hepsetus Rio Santo Antdnio, Paraiba do Sul 50 4 12 16 18 3 Centofante et al., 2006
Oligosarcus longirostris Quedas do Iguacu (PR) 50 4 10 16 20 2 Rubert & Margarido, 2007
Oligosarcus pintoi Rio turvo, bacia rio Piquiri (PR) 50 4 10 16 20 4 Rubert & Margarido, 2007
Oligosarcus paranensis Rio turvo, bacia rio Piquiri (PR) 50 4 10 16 20 4 Rubert & Margarido, 2007
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Anexo |. Localizacdo geografica dos pontos de coleta nas lagoas do médio rio Doce - MG. Setas
em vermelho apontam: lagoa Carioca localidade tipo de Oligosarcus solitarius (A) e calha do rio
Doce (B). Setas amarelas apontam local onde foram coletados os espécimes de O. solitarius.

45



Anexo I1. Localizacdo geografica da lagoa Linguiga.
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Anexo I11. Exemplares de Oligosarcus solitarius pertencentes as lagoas do médio rio Doce- MG.
Lagoa Horténcia (A), Lagoa Tiririca (B), Lagoa Linguica (C) e Lagoa Almécega (D). Barra 5cm.
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Anexo IV. Exemplares de Oligosarcus argenteus das bacias do alto rio Doce e S&o Francisco-
MG.Vicosa (A), Coimbra (B) e Ouro Preto (C) e (D). Barra 5cm
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Anexo V. Visibilidade dos dentes caniniformes em relacdo & mandibula e maxila superior. Caractere diagnostico segundo Menezes (1987).
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Anexo VI. Hibridizacdo de fluorescéncia in situ (FISH) com sondas de rDNA 18S e 5S e sonda de microssatélites (CA)1s das populacdes de O.
solitarius e O. argenteus pertencentes a bacia do rio Doce e rio Das Velhas bacia do rio Séo Francisco-MG. Lagoa Aguape (a-b), lagoa Linguica
(c-d), Vigosa (e-f), Ouro Preto (g-h) e Coimbra (i). Bar=5.
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Anexo VII. Caridtipos das populacdes de O. solitarius pertencentes as lagoas do medio rio Doce - MG. Lagoa Cure (A), Lagoa Juiz de Fora (B),

Lagoa Horténcia (C), Lagoa Tiririca (D), Lagoa Linguica (E) e Lagoa Almécega (F). Cromossomos tratados com giemsa 5%. Bar= 5p.
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Anexo VIII. Cari6tipos das populacdes de Oligosarcus argenteus das bacias do alto rio Doce e Séo Francisco-MG. Rio Casca (A), Vicosa (B) e
Ouro Preto (C). Cromossomos tratados com giemsa 5%. Bar= 5.
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