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Apresentacao

A familia Loricariidae € visada citogeneticamente por apresentar uma
ampla variedade de numero e estrutura cromossdémica, levando a diferentes
férmulas cariotipicas.

A analise do caridtipo de uma determinada espécie de vertebrados,
principalmente se estendida a varios exemplares, coletados em diferentes
localidades e com o emprego de técnicas diversas de marca¢des cromossdémicas,
oferece conhecimentos preciosos sobre a possivel ocorréncia de diferentes
constituicbes cariotipicas, que podem corresponder a casos de polimorfismos
cromossOmicos, representarem citotipos distintos restritos a determinadas
localidades ou serem apenas variantes esporadicas.

A citogenética é importante para a citotaxonomia, na medida em que
espécies novas de vertebrados podem ser reconhecidas com base em seus
caridtipos, principalmente nos casos em que as espécies ndo sao identificadas
por caracteristicas morfologicas externas.

Com o intuito de contribuir para um melhor conhecimento da citogenética
evolutiva dos Loricariidae e levantamento ictioloégico na bacia do rio Paranaiba e
Tocantins, apresenta-se neste trabalho dados pertencentes & Hypostomus cf.
regani, Hypostomus aff. margaritifer, Hypostomus cf. paulinus e Hypostomus
strigaticeps coletadas no rio Araguari e Tijuco (Uberlandia-MG), Squaliforma
emarginata e Pterygoplichthys joselimaianus pertencentes ao reservatorio (Porto-
Nacional-TO), formado com o represamento das aguas do rio Tocantins, com a
implanta¢éo da Usina Hidrelétrica Luis Eduardo Magalh&es. A analise consiste em
caracterizag¢do da estrutura do cariotipo, variabilidade das RONs, heterocromatina
constitutiva e determinagdo das regides ricas em GC e AT através de
fluorocromos especificos.

As informacdes sobre a fauna do rio Tocantins sdo escassas,
especialmente na regido do médio e alto Tocantins. A area contém uma relevante
proporcdo de espécies endémicas em Vvarios grupos, porém muitas espécies
permanecem sem registro cientifico, exibindo varios problemas taxonémicos ou

aguardando descricao formal.



A construcdo de usinas hidrelétricas, como a UHE de Capim Branco Il no
rio Araguari e UHE Luis Eduardo Magalhdes no rio Tocantins, causa varias
alteracdes no rio, provocando o desaparecimento de micro habitats, modificacdes
da fauna e, conseqguentemente, o desaparecimento de espécies, muitas vezes,
antes mesmo de serem formalmente descritas.

As anadlises apresentadas neste trabalho sobre os géneros Hypostomus,
Squaliforma e Pterygoplichthys, comparadas com os dados da literatura,
contribuem para a ampliacdo do conhecimento da citogenética evolutiva de peixes
de 4gua doce da regidao Neotropical, pois relacionam questdes biogeograficas e

taxondmicas revelando diferencas intraespecifica e interespecifica.



1. Fudamentacao Teodrica
1.1. Caracterizacado da Regido de Estudo

1.1.1. Rio Araguari

Situada na mesorregiao do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, onde estédo
0s municipios de Uberlandia e Araxa, a bacia abrange um total de 20 municipios.
Apresenta uma area de drenagem de 22.091 km?, o que representa 3,41% do
territdrio do estado de Minas Gerais (IGAM, 2010).

Segundo Baccaro et al. (2004) o rio Araguari € uma sub-bacia do rio
Paranaiba, possui 475 Km de extensdo, nasce no Parque Nacional da serra da
Canastra, no municipio de Sao Roque de Minas, e é um dos principais tributarios
do rio Paranaiba, o qual junto com o rio Grande, ddo inicio a grande bacia do rio
Parana.

O rio Paranaiba é um dos principais reguladores de aguas para as regides
sul e sudeste, representando aproximadamente 43% do volume da demanda
dessas regifes. Para tal suprimento, foi necesséaria a construcdo de barragens
seriadas ao longo de sua calha, o que culminou por estabilizar seu regime hidrico,
com a consequente alteragdo dos ciclos reprodutivos das espécies de peixes da
bacia (Paiva e Dergam, 1999).

1.1.2. Rio Tijuco

O Rio Tijuco nasce em Uberaba na cota altimétrica de 950 m e tem sua foz
na cota de 526 m. E afluente da margem esquerda do rio Paranaiba e possui
uma area de aproximadamente 27% do Triangulo Mineiro, ocupando um total de
14.249.05 km?, tendo como principais afluentes os rios: Prata, Babilonia,
Cabacal, Douradinho, Panga, Estiva e outros. Na Bacia do Tijuco o uso e
ocupacéo inadequada do solo provocaram um intenso desequilibrio ambiental. A
substituicéo inicial do Cerrado para a implantacdo de pastagens foi realizada
sem levar em consideracdo o grau de fragilidade ambiental e sem se preocupar

com praticas conservacionistas e/ou técnicas alternativas para a contencédo da
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erosdo. Atualmente o quadro ambiental da bacia € grave com intensos
processos erosivos e grande remoc¢ao de material nas cabeceiras de drenagem
e sopés dos relevos residuais, que passa a entulhar os cursos d’agua a jusante
(Santos e Baccaro, 2004).

1.1.3. Rio Tocantins

A bacia do rio Tocantins—Araguaia se constitui na maior bacia hidrografica
inteiramente situada em territdrio brasileiro e, segundo dados da Agéncia
Nacional de Aguas (ANA), drena aproximadamente 967 Km?, correspondendo a
11% do territério nacional, sendo que 34,2% dessa bacia estd no estado do
Tocantins. O principal rio formador desta bacia € o rio Tocantins, que surge com 0
nome de rio Maranhdo, na lagoa Formosa, cerca de 60 km ao norte de Brasilia, a
uma altitude de 1.100 metros. Passa a se chamar Tocantins a partir da
confluéncia dos rios das Almas e Maranhao, percorrendo 2.400 km até a sua foz
na Baia de Marajo, proxima a Belém do Para, apresentando uma area de
drenagem de 380.8 mil km? (Nascimento, 2006).

A bacia Tocantins-Araguaia é considerada a terceira em potencialidade
elétrica do Brasil e destacam-se quatro usinas construidas e em pleno
funcionamento ao longo do rio Tocantins (Tucurui, Serra da Mesa, Luis Eduardo
Magalhdes e Cana Brava), além de inUmeras pequenas construidas nos
afluentes.

De acordo com Ferreira (2003), as obras e reservatorio da UHE Luis
Eduardo Magalhdes atingem areas dos municipios de Miracema do Tocantins,
Lajeado, Palmas, Porto Nacional, Brejinho de Nazaré e Ipueiras. O total da area
alagada pela sua implantacéo foi de 1.040,10 Kmz2. Porto Nacional-TO, dentre os
municipios com areas afetadas, foi o0 mais impactado, com 41,6% do total (ANA,
2006).

A construgdo da usina trouxe severas consequéncias para a ictiofauna,
pois 0s impactos biologicos relacionam-se a barreira fisica representada pela
barragem para as espécies aquaticas, constituindo um fator de isolamento das

populacfes antes em contato. Além deste fato, a barragem impede ou dificulta a
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piracema das espécies (Ribeiro e Petrere, 1991). As transformag¢fes da dinamica
do rio, assim como as altera¢cbes na qualidade da agua afetam tanto a regido de
montante quanto a de jusante da barragem, sendo que tais impactos alteram a
biodiversidade do rio como um todo (Eletrobras, 1999).

Lucinda et al. (2007) publicou um levantamento das espécies da area do
reservatério do Lajedo, criada devido a construgdo da UHE Luis Eduardo
Magalhaes, verificando a presenca de 343 espécies, distribuidas em 42 familias e
12 ordens. Entre os Siluriformes, a familia mais abundante é a dos Loricariidae,

registrando cerca de 43 espécies.

S 18° 39. 395’ W 048° 26 600, Elevacéo 520m

Fig. 1.1 Mapas dos locais de coleta: A) rio Araguari, B) rio Tijuco e C) lago formado pela
implantacdo da UHE Luis Eduardo Magalhdes. O marcador () indica os pontos de

coleta.



Fig. 1.2 Fotos dos locais de coleta: A) rio Araguari,B) rio Tijuco e C) lago formado pela
implantagédo da UHE Luis Eduardo Magalhaes.



1.2. Ictiofauna Neotropical

Os peixes representam aproximadamente 28.460 espécies. Dentre estas,
cerca de 27.400 pertencem ao grupo dos Osteichthyes (Lewinsohn e Prado,
2002). Segundo o inventario realizado por Reis et al. (2003), a ictiofauna
Neotropical de peixes de agua doce é bastante rica, incluindo 71 familias e 4.475
espécies conhecidas como valida, entre as mais de 13.000 espécies de peixes de
agua doce estimadas em todo planeta.

As duas ordens mais representativas em numero de espécies conhecidas
nesta regido sao os Characiformes e os Siluriformes. A ordem dos Siluriformes é
constituida por 35 familias com aproximadamente 446 géneros e 2.867 espécies,
das quais 1.727 ocorrem nas Américas (Nelson, 2006).

Os Siluriformes apresentam varios problemas de ordem sistematica e
taxondémica, principalmente com relacdo as espécies neotropicais, dado o elevado
namero de espécies, sua ampla distribuicdo geografica e a semelhanca
morfoldgica existente entre muitas espécies (Sczepanski, 2008).

Esta ordem é caracterizada por peixes com formas e tamanhos variados,
possuem habitos predominantemente crepusculares e noturnos, e que geralmente
habitam o fundo dos rios, permanecendo entre as rochas e vegetacédo (Paxton e
Eschmeyer, 1995).

Entre as diversas familias que compdem a ordem Siluriformes os
Loricariidae (cascudos), grupo endémico da regido Neotropical, ocupam o

segundo lugar em tamanho, com cerca de 683 espécies validas (Reis et al. 2003).

1.3. A Familia Loricariidae

Os peixes desta familia ocupam habitas variados demonstrando assim uma
grande capacidade adaptativa, que pode ser exemplificada pela sua respiracao,
que além das branquias, também é realizada pelas paredes vascularizadas do
estbmago, fato que lhe permite ficar fora da agua por longo periodo (Giuliano—
Caetano, 1998).



Esses organismos podem ser encontrados tanto em ambientes Iénticos,
quanto em ambientes I6ticos, como em rios ndo muito profundos, com fundo
arenoso ou sobre rochas. Para sobreviverem em tais ambientes e para suportar
fortes correntezas sdo anatomicamente adaptados, possuindo ventosas bucais,
nadadeiras anatomicamente modificadas e corpo de formato achatado, que é
tipico de animais pertencentes a esses habitats (Weber, 2003).

A familia Loricariidae € uma das poucas familias da ordem Siluriformes
cuja filogenia ndo foi bem estabelecida. Sua sistematica vem sendo
constantemente revisada, tanto com estudos de osteologia, morfometria
(Armbruster, 2004) quanto molecular com a utilizagdo de DNA mitocodrial
(Montoya — Burgos, 2003), ou isoenzimas (Zawadzki et al. 2001).

Armbruster (2004) inseriu Ancistrianae como uma tribo dentro de
Hypostominae (Ancistrini), conservando as subfamilias Hypoptominae,
Neoplecostominae, Loricariinae, e sugerindo uma nova familia formada por
Delturus + Upsilodus.

A subfamilia Hypostominae € constituida, em sua maioria, por espécies de
médio porte. Os representantes que atingem maiores portes pertencem aos
géneros Glyptoperichthys, Hypostomus, Liposarcus, Pterygoplichthys e
Squaliforma. O maior pode chegar a até 50 cm de tamanho, como € o caso de
Isorineloricaria spinosissima. S&o raros os casos de dimorfismo sexual, sendo que
no género Aphanotorulus, machos sexualmente maduros apresentam nadadeiras
e corpos mais espinhosos e algumas modificacées dos dentes. Os peixes dessa
subfamilia como acontecem com a familia como um todo, podem ser encontrados
nos mais variados habitats e apresentam ampla distribuicdo, com excecédo de
Hypostomus watwata, a qual vive em aguas estuarinas dos rios das Guianas
(Weber, 2003).

Devido ao limitado conhecimento da distribuicdo da ictiofauna da regiao
Neotropical, do grande numero de espécies e da grande variacdo intra —
especifica com relacdo a morfologia e ao padrdo de pigmentacdo observado no
grupo, ocorre uma grande dificuldade na identificagéo destes peixes, 0 que muitas
vezes resulta em uma identificacdo errada de muitas espécies (Reis et al. 1990).



1.4. Citogenética de Peixes

O incremento de andlises cromossémicas em populacdes de peixes tem se
tornado cada vez mais freqliente em trabalhos que compreendem areas
geograficas relativamente amplas. Tais estudos superam a fase simples de
identificacdo de numero e morfologia dos cromossomos, e passam a abordar
aspectos populacionais em que se analisam distintos tipos de polimorfismos.
Deste modo tem sido descrito, por exemplo, diferenca cariotipica em amostras de
Hoplias malabaricus coletadas em 45 localidades distintas da América do Sul, o
que tem revelado a existéncia de pelo menos sete citotipos que diferem em
namero e formula cromossdémica (Bertollo et al. 2000; Vicari et al. 2006).

Estudos realizados com nove populacdes locais de Astyanax scabripinnis
paranae, com diferengca morfolégica pouco evidente tém revelado que todos
podem ser identificados com base em seus caridtipos (Moreira-Filho e Bertollo.
1991; Maistro et al. 1998, 2000).

Segundo Oliveira et al. (2009) mais de 921 espécies de peixes neotropicais
ja foram analisadas, as quais estao distribuidas em 252 géneros e 44 familias,
sendo que os numeros dipléides variam entre 2n = 20 para Pterolebis longipinnis
a 2n = 134 para Corydoras aeneus.

Grupos caracterizados pela alta mobilidade e constituidos por um grande
namero de individuos apresentam uma macroestrutura cariotipica mais estavel
como no caso dos Curimatideos (Venere e Galetti, 1989; Feldberg et al. 1992;
Venere et al. 2008 ) e Anostomideos (Galetti et al. 1991). J& grupos com pequena
mobilidade e baixa densidade populacional, mostram grande variacdo cariotipica
ao nivel inter e intraespecifico, como verificado nos géneros Hoplias (Betollo et al.
1986), Astyanax (Moreira-Filho e Bertollo, 1991), Corydoras (Oliveira et al. 1993),
Hypostomus (Artoni e Bertollo, 2001; Kavalco et al. 2005; Rubert et al. 2008).

Assim sendo, entre os Loricariideos, diferentes grupos mostram diferentes
tendéncias de evolucdo cariotipica, provavelmente devido as diferencas no
tamanho e estrutura das populagdes, aliada a vagilidade, que seriam fatores
preponderantes neste processo (Artoni; 1996).

Em citogenética de peixes, o dominio de técnicas de coloracéo diferencial

dos cromossomos como nitrato de prata, bandeamento-C, cromomicina Az, bem
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como a citogenética molecular, possibilitam hoje grande avan¢o estudos
evolutivos, sendo estas consideradas ferramentas indispensaveis as avaliacdes
cariotipicas. A nao obtencdo de bandamentos mais resolutivos (bandas G/R/T)
dificulta a identificacdo de rearranjos e, conseglentemente, o pareamento
cromossOmico e a determinacdo de uma nomenclatura consensual para cada

espécie a ser utilizada nos diferentes estudos (Paiva et al. 2009).

1.4.1. Bandamento CromossOmico

Heterocromatina Constitutiva

O bandamento C é importante como marcador cromossémico devido a sua
universalidade, diversidade e variabilidade, possibilitando a identificacdo de
cromossomos homdélogos no cariétipo, a diferenciacdo dos padrdes de
heterocromatina constitutiva entre individuos, populacdes e/ou espécies (Guerra,
1988).

Yunis e Yasminesh (1971) propuseram importante papel para a
heterocromatina na protecdo de regifes vitais para 0 genoma e no auxilio de
processos evolutivos de especiagdo. Os primeiros estudos de regides
heterocromaticas em peixes que utilizou a técnica de banda C foram com duas
espécies de Salmonidae, realizado por Abel e Muramoto (1974). A técnica
também pode ser utilizada para identificacdo de cromossomos sexuais e
polimorfismo cromossdmico (Almeida-Toledo, 1994).

A heterocromatina como atualmente compreendida, € uma classe da
cromatina de replicacdo mais lenta e tardia e possui atividade transcricional baixa
ou inexistente. A heterocromatina classificada como constitutiva é universalmente
detectada pela técnica de bandamento C de Sumner (1972).

Os mecanismos que explicam a formagcdo de bandas C nao séo
inteiramente entendidos, mas a hipotese mais aceita é a de que o tratamento em
solucdo acida promove a despurinizacdo da molécula de DNA, a qual sofreria
quebras nos sitios apurinicos durante o tratamento alcalino, facilitando a extracédo

do DNA quando da incubacdo na solugdo salina aquecida. As regides de
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heterocromatina seriam mais resistentes a essa remoc¢ao, permanecendo coradas
por Giemsa (Kasahara, 2009).

Sumner (1990) acredita que a presenca de proteinas nao histbnicas possa
ser a responsavel pela protecdo da heterocromatina durante o ataque dos
reagentes, tornando a extragdo do DNA heterocromatico mais lento do que o
eucromaético.

Segundo Souza et al. (2001) a presenca de heterocromatina nas regides
teloméricas e centroméricas facilita sua troca com outros cromossomos nhao -
homélogos, podendo ocorrer posteriormente sua amplificagdo. Ndo pode ser
descartada a hipotese da origem ocasional da heterocromatina por replicacédo

espontanea saltatoria de qualquer sequéncia de DNA (Schweizer e Loidl, 1987).

Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs)

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) tém sido evidenciadas
comumente pela técnica de impregnacdo por nitrato de prata, que permite
localizar sitios ativos de genes ribossomais nos cromossomos (Howell e Black,
1980).

A presenca de uma proteina acidica (nucleolina) nas RONs ativas na
interfase anterior & mitose na qual a célula sofreu fixacao, parece ser responséavel
pela coloragdo com nitrato de prata e na sua consequente identificacdo (Hsu et al.
1975). Assim, esta técnica pode ser considerada como método indireto de
localizacdo das RONs, uma vez que ndo h& associacdo entre o nitrato de prata e
os rDNA propriamente ditos, porém ndo universal (Artoni et al. 1999).

Segundo Gold (1979), a diferenca de tamanho das RONs entre
cromossomos homologos pode ser decorréncia ndo apenas de crossing over
desigual, mas também devido a duplicacdo acidental do DNA ou disturbios
regionais na replicacao do DNA.

Segundo Hsu et al. (1975), a ocorréncia de RONs multiplas deve ser uma
situacdo derivada em relacéo a condicdo RONs simples. Algumas alternativas séo
propostas para explicar a presenca de RONs mudltiplas variaveis, em nivel
intraespecifico, intraindividual e populacional: ativacdo génica diferencial,

delecdes, rearranjos cromossoémicos dos tipos translocacdes e/ou transposicao.
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Fluorocromos

A coloracdo com fluorocromos base-especificos representa uma
metodologia muito promissora e imprescindivel nas analises cromossdomicas de
vertebrados, em especial entre os ndo—mamiferos, na medida em que pode
caracterizar mais detalhadamente os cariétipos, condicdo de grande importancia
em citogenética comparativa (Kasahara, 2009).

Existem duas categorias de fluorocromos, com especificidade para a bases
AT e para as bases GC, muitos deles sédo antibioticos, como € o caso, entre
outros, da cromomicina Az, mitramicina, olivomicina, ou nao, como 0 4-6-
diamidino-2-fenil-indol (DAPI), o 4’-6-bis (2’-imidazolinil-4’-5’-H)-2-fenilindol (DIPI),
2'2-(4-hidroxifenil)-6-benzimidazol-trihidrocloridrico  (Hoechst 33258); e os
resultados produzidos nos cromossomos podem ser variaveis, dependendo se
sao utilizados combinados ou ndo com outros corantes, em geral nao-
fluorescentes, com afinidade para bases AT, como a distamicina A (DA), ou para
bases GC, como actinomicina D (AMD) (Kasahara, 2009).

Em alguns peixes, fluorocromos GC especificos apresentam uma notavel
relacdo com as RONSs. A coincidéncia de localizagéo entre as marcagdes obtidas
pela aplicacdo de fluorocromos GC especificos e as resultantes da impregnacao
pelo nitrato de prata, seria possivel, segundo Pendas et al. (1993), pelo fato da
provavel ocorréncia de altos conteudos de bases GC nas regides espacadoras
dos genes ribossomais ou outras sequéncias de DNA repetitivos adjacentes a
eles. Desta forma, esta técnica permitiia a identificacdo das RONs
independentemente de sua atividade durante o ciclo celular anterior. Entretanto, é
importante ressaltar que, em varias espécies de peixes, varios sitios nao
associados a organizacdo nucleolar também se mostram destacados pela
cromomicina (Artoni et al. 1999; Kavalco et al. 2004; Vicari et al. 2006).

Mayr et al. (1988), estudando trés espécies de salmonideos, péde
constatar a presenca de varios blocos heterocromaticos centromeéricos ricos em
bases A-T, quando tratados com DAPI/Actinomicina D, mostrando
heterocromatina rica em bases AT nesses peixes. Regides ricas em AT séo
raramente descritas em peixes, mas sdo encontradas em algumas espécies de
Siluriformes (Artoni e Bertollo, 1999)
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1.5. Estudos Citogenéticos da Familia Loricariidae

Estima-se que aproximadamente 70 espécies da familia Loricariidae ja
tenham sido estudadas citogeneticamente (Kavalco et al. 2005). Este grupo
apresenta ampla variacdo no numero diploide que vai de 36 cromossomos em
Rineloricaria latirostris (Giuliano—Caetano, 1998) a 96 cromossomos em Upsilous
sp. (Kavalco et al. 2005).

Com base em dados obtidos de andlise cladistica, considerou-se 2n = 54
como o numero diploide basal para esta familia. Diferentes tendéncias de
evolucdo cariotipica foram verificadas em nivel de diferentes subfamilias:
Hypostominae e Loricarinae apresentam-se bastante diversificadas na
macroestrutura cariotipica, ao lado de outras, como Ancistrinae, que parecem ter
uma estrutura cariotipica mais conservada (Artoni e Bertollo, 2001). Contudo,
mesmo entre os Ancistrinae tém sido verificado recentemente, com o0 aumento de
espécies amostradas, que a presen¢ca de cromossomos sexuais diferenciados
morfologicamente e de origem independente parece ser bastante representativa
(Marioto et al. 2004; Oliveira et al 2007, 2008).

Artoni e Bertollo (2001) consideram que espécies com numero dipléide
acima de 2n = 54, devam representar formas cariotipicas mais derivadas,
especialmente verificadas no género Hypostomus.

Dentre os Loricariidae, situacdo bastante divergente é verificada para os
Hypoptomatinae, onde se evidencia uma constancia mais elevada quanto ao
namero cromossdmico, variagdes quanto a localizacdo das RONs e aos padrbes
de bandas C, diferencas morfolégicas na macroestrutura dos cariotipos, presenca
de cromossomos supranumerdrios e sexuais (Andreata et al. 1994).

Os casos de diferencas sexuais cariotipicas em peixes Neotropicais tém
sido progressivamente informados, desde as primeiras descricdes nos géneros
Hoplias malabaricus (Bertollo, 1978). Entre as espécies com cromossomos
sexuais, 64% apresentam fémeas heterogaméticas e 36% machos
heterogaméticos. Oitenta porcento dos cromossomos sexuais correspondem ao
sistema simples (77% ZZ/ZW e 23% XX/XY) e 20% correspondem a mecanismos

de cromossomos sexuais multiplos (Centofante et al. 2002).
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Sete diferentes sistemas de determinacédo sexual tém sido detectados em
peixes Neotropicais: ZZ/IZW, XXIXY, XiXiXoXol X XoY, XX/IXY1Y,, XX/X0
ZZIZW\W, e Z12,Z,7,51Z2,Z,\W,1W>,, cada um caracterizado por determinada linha
geral de eventos evolutivos (Oliveira e Feldberg, 2008). A presenca de

cromossomos sexuais na familia Loricariidae, é apresentada na tabela a seguir.

Tabela 1.1 Sistemas de determinacdo sexuais, presente na familia Loriicaridae.

Espécie Sistema Cromossomico Referéncia

Hypostominae

Hypostomus ancistroides XXIXY Michelle et al.(1977)
Hypostomus macrops XXIXY Michelle et al. (1977)
Hypostomus sp. ZZIZWN Artoni et al. (1998)
Ancistrus cf. dubius ZZIZWN Mariotto et al. (2004)
Ancistrus n. sp. 1 XXIX0 Alves et al. (2006)
Hemiancistrus spilomma ZZIZWN Oliveira et al. (2006)
Ancistrus sp. 1 XXIXY1Y Oliveira e Feldberg, (2008)
Ancistrus sp. 2 2y ZoZolZ41ZWAW, Oliveira e Feldberg, (2008)
Loricariinae
Loricariichthys platymetopon ZZ2]1ZWN Scavone e Julio Jr. (1995)
XXIXY1Y2
Harttia carvalhoi Centofante et al. (2006)

Hypoptopomatinae

Pseudotocinclus tietensis XXIXY Andreata et al. (1992)
Microlepidogaster leucofrenatus ZZIZWN Andreata et al. (1994)
Hisonotus leucrofrenatus ZZ2IZWN Andreata et al. (1993)
Hisonotus sp. ZZ2]1ZW Andreata et al. (1993)
Otocinclus aff. vestitus ZZ2]1ZWN Andreata et al. (1993)

Além da ocorréncia de cromossomos sexuais, um aspecto também
interessante entre os Loricariidae se refere a presenca de cromossomos B
relatados para diferentes espécies de distintas familias de peixes, procedentes de
diferentes bacias hidrograficas. Variagcbes quanto ao numero, tamanho e forma

destes cromossomos supranumerarios sado frequentes. Estes cromossomos

14



podem apresentar-se totalmente ou parcialmente heterocromaticos, embora
existam casos de B totalmente eucrométicos (Moreira-Filho, 2006).

Em relacdo aos Loricariidae, Andreata et al. (1993) observaram de 0 a 2
cromossomos B em Hisonotus leucrofrenatus, em 9 individuos, sendo estes
cromossomos grandes e metacéntricos. Foram encontrados de 1 a 2
cromossomos B em Microlepidogaster leucofrenatus (Andreata et al. 1994), e em
Loricaria sp e Loricaria prolixa foram descritos de 1 a 5 B (Scavone e Julio Jr.,
1994)

Em algumas espécies de peixes também ja foram relatadas a presenca de
cromossomos B concomitantemente com a ocorréncia de sistemas de
cromossomos sexuais e de triploidia. Devido as peculiaridades dos cromossomos
Bs no decorrer do seu processo evolutivo, ele vai se tornando diferenciado de
parte ou do cromossomo do qual se originou. Assim, com o tempo, pode atingir
um alto grau de diferenciagao, impedindo que se encontre alguma estrutura que
possa ser compartiihada com os cromossomos do complemento padrao,
tornando-se, portanto, imprescindivel resgatar sua histéria para entender sua
origem (Moreira-Filho, 2006).

1.6. Citogenética da Subfamilia Hypostominae

Esta subfamilia € composta por 45 géneros (Isbrucker, 1980), e em apenas
cinco (Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepis, Pogonopoma e Pterygoplichthys)
foram desenvolvidos algum tipo de trabalho citogenético (Giuliano—Caetano,
1998).

A maioria dos estudos citogenéticos ja realizados séo referentes ao género
Hypostomus (Giuliano—Caetano, 1998). Este género de cascudo domina os rios
brasileiros, apresentando numero dipléide que varia de 2n = 52 para H.
emarginatus, descrita por Artoni e Bertollo, (2001), como (Squaliforma
emarginata) a 84 cromossomos em Hypostomus sp. 2—rio Perdido-MS, sendo que
o0 numero diploide mais comum é de 72 (Cereali et al. 2008).

Pelo fato dos peixes do género Hypostomus nao ser representado por
espécies consideradas grandes migradoras e geralmente formarem pequenas

populacdes (Britski et al. 1984), a fixacdo dos rearranjos cromossOmicos nestas
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populacdes pode ter sido facilitada (Rubert, 2007) por outros mecanismos ainda
desconhecidos. Por outro lado, pode-se supor que a atual organizacao
taxondémica do grupo néo reflita um agrupamento natural de espécies.

Em conjunto, os dados disponiveis para 0os géneros Hypostomus,
Liposarcus, Rhinielepis, Pogonopoma, Pterygoplichthys, Megalancistrus,
Panaque, Ancistrus e Hemiancistrus indicam que tanto rearranjos robertsonianos,
quanto inversdes pericéntricas atuaram no processo de diversificacdo cariotipica
(Kavalco et al. 2005).

Situacdes polimorficas envolvendo numero e posicdo das RONSs,
heterocromatinas supranumerarias e rearranjos estruturais sdo mais frequentes.
As regibes organizadoras de nucléolos se mostraram bastante diversificadas,
sendo que no género Hypostomus, a situacdo de multiplos organizadores
nucleolares é mais frequente. Estes dados, somados a estudos morfolégicos,
osteoldgicos, de estrutura populacional, comportamental e molecular, sdo de
grande importancia para o0 resgate da historia da biologia evolutiva dos

Loricariidae (Artoni, 1996).
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CAPITULO Il

VARIABILIDADE DA MACRO E MICROESTRUTURA CARIOTIPICA EM

Hypostomus (TELEOSTEI, LORICARIIDAE) *

* Este artigo sera submetido a publicacéo na revista Journal of Zoological
Systematics and Evolutionary Research.
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2. VARIABILIDADE DA MACRO E MICROESTRUTURA CARIOTIPICA
EM Hypostomus (TELEOSTEI, LORICARIIDAE).

Vanessa Carolina de Sena Correia, Sandra Morelli

A subfamilia Hypostominae é composta por 45 géneros, porém, em apenas cinco
(Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepis, Pogonopoma e Pterygoplichthys) foram
desenvolvidos estudos citogenéticos. Hypostomus € o género que apresenta o
maior niumero de espécies cariotipadas No presente trabalho sdo apresentados
os resultados obtidos em quatro espécies do género Hypostomus: H. regani, H.
paulinus, H. margaritifer e H. strigaticeps, coletados no rio Araguari e Tijuco,
Uberlandia-MG; submetidos aos estudos citogenéticos por meio da coloracao
convencional, impregnagdo por nitrato de prata, bandamento-C e pelos
fluorocromos CMA3; e Hoechst 33258. Na analise convencional H. regani
apresentou 2n = 72, 10m+18sm+44st/a; H.strigaticeps 2n = 74, 6m+14sm+54st/a;
H. margaritifer 2n = 74, 10m+24sm+40st/a; com um individuo atipico
apresentando o 1° par metacentric pair on the size, and H. paulinus 2n = 76,
6m+12sm+58st/a. A impregnacao com nitrato de prata evidenciou RONs multiplas
para a maioria das espécies analisadas, com excecdo de H. paulinus. A
heterocromatina esta distribuida nas regifes teloméricas e intersticiais. A
coloracdo com CMA; revelou marcacdes positivas em H. paulinus, H. margaritifer
e H. strigaticeps, e bandas negativas em H. regani e H. margaritifer. A coloragdo
com Hoechst revelou bandas fluorescentes positivas em H. regani e H.
strigaticeps. Os resultados obtidos no presente trabalho visam contribuir para uma
melhor caracterizagcéo citogenética dos Hypostomus e compreensao da evolucao

tanto do grupo, quanto da familia Loricariidae.

Palavras-chaves: Hypostomus  margaritifer,  fluorocromos, RONs e

heterocromatina
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2. VARIABILITY OF MACRO AND MICROSTRUCTURE KARYOTYPE
ON Hypostomus (TELEOSTEI, LORICARIIDAE).

Vanessa Carolina de Sena Correia, Sandra Morelli

The Hypostominae subfamily comprises 45 genera, and in only five (Hypostomus,
Liposarcus, Rhinielepis, Pogonopoma and Pterygoplichthys) some sort of
cytogenetic work has been developed, being Hypostomus genus the largest in
number of karyotyped species. Four species of the genus Hypostomus from
Araguari and Tijuco rivers, Uberlandia-MG, were analyzed: H. regani, H. paulinus,
H. margaritifer e H. strigaticeps, through cytogenetic techniques such as
conventional staining, silver nitrate impregnation, C-banding and fluorochromes
CMA; and Hoechst 33258. In the conventional analysis H. regani presented 2n =
72, 10m+18sm+44st/a; H.strigaticeps 2n = 74, 6m+14sm+54st/a; H. margaritifer
2n = 74, 10m+24sm+40st/a, with an individual presenting an unusual
heteromorphic metacentric pair on the size, and H. paulinus 2n=76,
6m+12sm+58st/a. The impregnation with silver nitrate showed multiple NORs, for
the most species examined, except H. paulinus. The heterochromatin is distributed
in the interstitial and telomeric regions. Staining with CMA3z; showed positive
markings for H. paulinus, H. margaritifer and H. strigaticeps, and negative bands in
H. regani, H. margaritifer. Hoechst staining showed positive fluorescent bands in
H. regani, H. strigaticeps. The results obtained in this study contribute to a better
characterization of Hypostomus cytogenetics and understanding of evolution
within the group and the Loricariidae family. H. regani and H. margaritifer. Hoechst
staining showed fluorescent bands in H. regani and H. strigaticeps. The results
obtained in this study contribute to a better cytogenetics characterization of
Hypostomus and understanding of evolution within the group and the Loricariidae

family.

Key words: Hypostomus margaritifer, fluorochromes, heterochromatin and NORs.
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2.1. Introducéo

Os Hypostominae, conhecidos como cascudos sdo peixes teledsteos,
Siluriformes encontrados em diversos rios brasileiros. Hypostomus € o género de
cascudos dominante nos rios brasileiros (Isbricker, 1980), apresentando cerca de
130 espécies. Entretanto, sua correta identificacdo taxonémica € bastante dificil
devido as discretas diferencas morfoldgicas entre as espécies (Zawadzki et al.
2002).

Os Hypostominae séo restritos a agua doce, com excecdo de Hypostomus
watwata, que vive em aguas estuarinas; sao espécies bentbnicas que podem ser
encontradas em bancos de areia ou rios rochosos. A maioria destes animais
possui habitos crepusculares e durante o dia ficam embaixo das pedras ou em
troncos de arvores mortas (Weber, 2003).

A subfamilia Hypostominae é composta por 45 géneros (Isbrucker, 1980), e
em apenas seis (Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepis, Pogonopoma
Glyptoperichthys e Pterygoplichthys) foram desenvolvidos algum tipo de trabalho
citogenético, sendo Hypostomus o género que apresenta 0 maior numero de
espécies cariotipadas (Alves et al. 2006).

A maioria das subfamilias de Loricariidae apresenta uma predominancia do
namero dipléide 52 e 54 cromossomos. Hypostominae é a que possui maior
variacdo para o numero dipléide, estando entre as que apresentam maior
derivacao cariotipica entre os Siluriformes (Alves, 2000).

A estrutura ndo conservada do cariétipo dos Hypostomus proporciona
condicdes de caracterizar individualmente diferentes espécies, podendo-se
considerar como caracteres diagndsticos alguns dados cromossémicos tais como:
namero dipléide, férmula cromossémica, numero e posicdo das RONs, além da
quantidade e distribuicdo da heterocromatina constitutiva (Artoni, 1996).

Neste trabalho é apresentada a analise citogenética de quatro espécies do
género Hypostomus, visando contribuir para uma melhor caracterizacao
citogenética do género e uma melhor compreensao da evolugdo cromossdmica

tanto do grupo quanto da familia Loricariidae.
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2.2. Material e Métodos

Os pontos de amostragem foram o rio Araguari (S 18° 39. 395’ W 048° 26
600’, elevacdo 520m) e o rio Tijuco (S 19° 10. 006" W 048° 44. 212’, elevacao
638m) no municipio de Uberlandia—Minas Gerais.

Foram analisadas quatro espécies do género Hypostomus como
apresentado na (Tabela 2.1). As espécies foram identificadas pelo pesquisador
Claudio H. Zawadzki e depositadas como testemunhos no Nucleo de Pesquisa
em limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da Universidade Estadual de

Maringa.

Tabela 2.1. Namero de espécies coletadas em relacdo aos pontos de amostragem

N° de individuos

Espéci Total de individ
specie Rio Araguari Rio Tijuco otal e Indlvicuos
Hypostomus cf. regani (Ihering,
1905) 50 59 28 29 14
Hypostomus cf. paulinus
(Ihering, 1905) — 55 39 8
Hypostomus aff. margaritifer
(Regan, 1908) g 2% g 1 5
Hypostomus strigaticeps 10 1
(Regan, 1908) E—

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com a técnica
convencional adapatada para estudos cromossOmicos em peixes por Bertollo et
al. (1978). Os cromossomos foram classificados em trés grupos: metacéntricos
(m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos — acrocéntricos (st-a), segundo
sugestdes de Levan et al. (1964), com modificagdes.

A deteccdo das regibes organizadoras de nucléolos foi realizada pela
impregnacao por nitrato de prata (Howell e Black, 1980).

A heterocromatina constitutiva foi obtida por meio da técnica descrita por
Sumner (1972). Para determinagéo dos sitios “ricos” em GC utilizou-se a técnica
de coloracdo com cromomicina As (Schimid, 1980) e Hoechst 33258 foi utilizado

para o reconhecimento de regides “ricas” em bases AT (Latt et al. 1974).
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2.3. Resultados

Os estudos citogenéticos em H. regani (Fig. 2.1A) por meio da coloracao
convencional com Giemsa demonstraram um numero dipldide de 72
cromossomos para ambos os sexos e populagbes, com formula cariotipica:
10m+18sm+44st/a. Pela impregnacédo por nitrato de prata foram evidenciados
cinco cromossomos marcados (1sm, e 4st-a), com as RONs localizadas na
posicdo terminal dos bracgos curtos dos pares 13, 17 e 33 e com ocorréncia de
heteromorfismos entre os homaologos (Fig. 2.1A). A heterocromatina foi localizada
na regiao intersticial e telomérica da maioria dos cromossomos st-a e no
centromero de dois cromossomos submetacéntricos. O 1° par de metacéntricos
se destaca por apresentar o braco longo praticamente todo heterocromético (Fig.
2.3B).

A coloracdo com CMA;3 evidenciou bandas negativas na maioria dos
cromossomos (st-a), correspondendo aos blocos intersticiais e teloméricos de
heterocromatina constitutiva. Observaram-se marcagdes positivas com CMA3; no
braco curto de trés cromossomos ndo-homoldgos (1sm e 2st-a). No Hoechst as
regides negativas evidenciadas com CMA3; apresentaram-se positivas (Figs. 2.3C-
D).

H. paulinus (Fig. 2.1B) apresentou numero dipléide igual a 76
cromossomos para ambos os sexos, com formula cariotipica: 6m+12sm+58st/a.
Duas regifes organizadoras de nucléolos foram observadas na regido terminal do
braco longo do par numero 16 (st-a), apresentando heteromorfismo de tamanho
entre 0os homodlogos em 90% das células analisadas (Fig. 2.1B). A
heterocromatina esta distribuida na regido intersticial e telomérica da maioria dos
cromossomos st-a (Fig. 2.4B).

A coloracdo com CMA;3 evidenciou um par (st-a) marcado na regiao
terminal do braco longo (Fig. 2.4C). Na coloracdo com Hoechst foram observadas
bandas negativas (Fig. 2.4D).

H. margaritifer (Figs. 2.2A-B) apresentou numero diploide igual 74
cromossomos para ambos 0s sexos e populagdes, com: 10m+24sm+40st/a. O
anico individuo macho coletado no rio Araguari apresentou um heteromorfismo de

tamanho no 1° par de metacéntrico (Fig. 2.2B), em todas as células analisadas
28



para este individuo, sendo este caridtipo atipico ndo verificado nas fémeas das
duas amostras populacionais (Fig. 2.2A) e dos outros dois individuos (% e &)
coletados no rio Tijuco.

Por meio da impregnacdo por nitrato de prata foram evidenciadas
variagbes entre os individuos, observando desde RONs localizada na regido
terminal do brago longo de um Unico cromossomo submetacéntrico a trés
cromossomos marcados (2sm ndo homologos e 1a) no individuo com cariétipo
atipico.

A heterocromatina esta distribuida na maioria dos cromossomaos, na regiao
centromérica, pericentromeérica, intersticial e terminal, considerando que a
localizacdo na regido terminal é a mais frequente (Fig. 2.5E). O individuo de
caridtipo atipico apresentou um metacéntrico heteromorfico com braco curto
totalmente heterocromatico, sendo este o maior do complemento cromossémico
(Fig. 2.5B).

A coloragdo com CMAj3 evidenciou um cromossomo submetacéntrico
marcado na regido terminal (Fig. 2.5F), e bandas intersticiais e teloméricas
negativas correlacionadas a presenca de heterocromatina constitutiva (Figs. 2.5C-
F).

O numero dipléide de H. strigaticeps (Fig. 2.2 C) é 74 cromossomos, com
formula cariotipica: 6m+14sm+54st/a, verificando até cinco cromossomos
portadores de RONSs, localizadas em regido intersticial no brago curto de dois
submetacéntricos e em posi¢ao terminal em trés subtelocéntricos-acrocéntricos
(Fig. 2.2C).

Blocos de heterocromatina constitutiva foram observados na regiao
terminal do braco longo de até sete cromossomos (st-a), sendo que a maioria
apresenta blocos grandes (Fig. 2.6B).

A coloragdo com CMA3; evidenciou quatro cromossomos (st-a) marcados
na regiao terminal do braco longo e dois submetacéntricos com marcacdes
intersticiais no braco curto (Fig. 2.6C). A coloragdo com Hoechst apresentou
blocos grandes na regido terminal de cromossomos (st-a), correspondendo a
presenca de heterocromatina constitutiva rica em AT (Fig. 2.6D).
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Tabela 2.2 Resumo geral sobre a caracterizacdo das espécies em relacdo ao nimero 2n,

nuamero fundamental, férmula cariotipica, posi¢cdo das RONs e Banda C.

Espécie 2n NF  Férmula Cariotipica RONs Banda C
RONs miltiplas, Centromérica
H. regani 72 100 10m+18sm+44st/a telomiztr:tisébrago intersticial e
heteromérfica. telomerica.
RONs miiliplas, ecrﬁ:':;‘t’g;l‘fca
H. margaritifer 74 108 10m+24sm+40st/a teloméricas, brago per s ’
longo mterstl’c!al e
' telomérica.
RONs multiplas,
H. strigaticeps 74 94 6m+14sm+54st/a intersticiais e Telomérica.
teloméricas.
RONS simples, Intersticial e
H. paulinus 76 94 6m+12sm+58st/a teloméricas, brago .
telomérica.

longo e heteromérfica

2.4. Discussao

Os resultados obtidos pela coloracéo convencional com Giemsa mostraram
uma variagcdo do numero dipléide de 2n = 72 (H. regani) a 2n = 76 (H. paulinus),
sendo que o numero dipléide mais comum observado no género esta entre 72 e
76, segundo Rubert (2007). A Tabela 2.3 apresenta algumas espécies da familia
Hypostominae ja estudadas. Verifica-se pelos dados apresentados que outras
populacdes de H. regani, H. margaritifer, H. paulinus e H. strigaticeps apresentam
férmulas cariotipicas distintas daquelas aqui observadas, evidenciando
tendéncias evolutivas distintas, devendo ser melhor testado o epiteto especifico
nestes casos.

Segundo o modelo alopatrico de Mayr (1977), ap6s um isolamento
geografico, alteracdes cromossémicas podem ocorrer independentemente entre
as populacdes separadas. Esta é uma hipotese que deve ser considerada para a
diversificacdo em Hypostomus, podendo constituir um bom exemplo de

especiacado alopatrica, principalmente entre espécies encontradas em bacias
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hidrograficas isoladas, ou seja, as diferencas cromossémicas encontradas devem
representar um passo importante no sentido de separacao dessas, em unidades
evolutivas independentes.

Mesmo nessas espécies com maior fluxo génico devido a alta vagilidade,
como H. regani, rearranjos cromossomicos, do tipo robertsonianos, devem ter
sido fixados no processo de especiagcdo. Contudo, se 0s rearranjos
cromossOmicos precederam a especiacdo ou foram consequéncias de historias
evolutivas distintas, € uma questao bastante complexa e ainda em aberto (Artoni,
1996).

As populacbes de H. regani apresentam maior nimero de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos do que H. paulinus que possui um maior
namero cromossémico, demonstrando que nas espécies com menores nameros
dipléides predominam cromossomos com dois bragcos (m-sm), situagdo que de
modo geral se inverte nas espécies com maiores numeros dipldides, onde
predominam os cromossomos subtelo-acrocéntricos (Artoni, 1996).

Comparando-se o0s resultados deste trabalho (Tabela 2.2) com os
presentes na literatura (Tabela 2.3), se observa diferencas entre as populacbes
no gque se refere a macro e micro-estrutura cariotipica. Os dados cariotipicos de
H. regani (2n = 72), coincidem com aqueles verificados para as populacdes do rio
Jacutinga e rio Tibaji — PR estudada por Rubert (2007), mas a formula cariotipica
diverge dos resultados de Artoni (1996) e Alves et al. (2006). A espécie H.
paulinus (2n = 76) difere em relacdo aos dados cariotipicos apresentados por
Michelle et al. (1977), especialmente para o numero dipléide com 2n = 74
Cromossomos.

H. margaritifer (2n = 74) apresentou niumero cromossémico e morfologia
divergente das populacdes desta espécie estudadas por Lorscheider et al. (2009)
e Penteado et al. (2009) com 2n = 72 cromossomos. No presente trabalho, entre
as trés espécies amostradas no rio Araguari — MG observou-se um cariétipo
atipico na Unica fémea coletada, destacando o 1° par de metacéntricos
heteromdrfico presentes em todas as células analisadas. Artoni e Bertollo (1999)
analisaram dois machos de Hypostomus sp. B e evidenciaram um cromossomo

metacéntrico, com destaque por ser o maior do complemento, mas o0 numero
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cariotipico encontrado para esta espécie foi 2n=72 e este correspondia ao 21°
cromossomo (st-a) do caribtipo que nao possuia par.

O cariétipo de Hypostomus sp. B foi designado como atipico e Artoni e
Bertollo, (1999) sugeriram duas explicacdes: A primeira seria a ocorréncia de
heteromorfismo de cromossomo sexual na espécie, mas a ocorréncia de machos
e fémeas com cariétipo padrdo (sem este cromossomo), ndo sustentaram este
propésito. A segunda hipétese seria um polimorfismo na regido pericentromérica
heterocromatica rica em GC amplificada de um cromossomo (st/a), originando um
novo braco heterocromatico em um dos cromossomos do par homadlogo.

O cromossomo heteromoérfico do caridtipo atipico de H. margaritifer
apresentado neste trabalho, se pareia com outro metacéntrico impar, mas o fato
de ser amostrado um Unico individuo com este polimorfismo dificultou a
determinacdo da posicdo do par heteromorfico, devido a diferenca de
condensacdo das metafases, contudo, ndo podemos descartar uma situagéo
semelhante a verificada por Artoni e Bertollo (1999) em Hypostomus sp. B, dadas
as evidéncias de localizacdo (um braco totalmente heterocromatico) e natureza
(GC rica) da heterocromatina, ou ainda a presenca de um sistema de
cromossomos sexuais do tipo XX/XY, necessitando um aumento da amostragem

para testar estas hipoteses

32



Tabela 2.3 Dados citogenéticos para as espécies da subfamilia Hypostominae.

Espécie 2n Local Morfologia Ref.
Gly ptppgnchthy s 52 Rio Oniroco-Venezuela 20m+24sm+8st 1
gibbiceps
Hypostomus affinis 66 Corr. Jacui-SP 14m+14sm+12st+26a 10
Hypostomus gy 13
ancistroides
Hypgstomus 68 Corr. Monjolinho-SP, Rio Mogi Guagu- 16m+18sm+34st/a 9
ancistroides SP
Hypostormus 68 Rio Araqué-SP. 18m+10sm+12st+28a 1
ancistroides
Hvoost Rib. Trés Bocas-PR; Rio Taquari-PR;
yp .0? O(ZUS 68 Aguas das,Pedras-R; Rio Tibaji-PR; 10m+26sm+32st/a 18
ancistroiaes Rio Aguas do Pato-SP.
Hypostomus 74 Rio Piracicaba-SP 10m+20sm+4dstia 7
albopunctatus
Hypostomus 74 Rio Mogi Guagu-SP 10m+20sm+4dstia 2
albopunctatus
Hypostomus aff. 76 Rio Mogi Guagu-SP 8m+30sm+38st/a 2
auroguttatus
Hypostomus cochliodon 64 Corr. Salobrinha, Rio Salobra- MS 9
Hyp ostomug 68 Quedas do Iguagu-PR 10m+18sm+8st+32a 8
commersoni
Hypostomus derby 66 Parque Costa Curitiba-PR 12
Hypostomus derby 68 Quedas do Iguagu-PR 10m+8sm+16st+34a 8
Hlypostomus 72 Rio Vermelho-GO 10m+16sm+10st+36a 1
goyazensis
Hypostomus macrops 68 10m+14sm+44st/a 13
Hypostomus 72 Rio Piquiri-PR 10m+16sm+14st+32a 11
margaritifer
Hypostomus 72 Rio Pardo-SP 2mism+dOstla 17
margaritifer
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Tabela 2.3:Continuagdo

Espécie

Hypostomus
nigromaculatus

Hypostomus
nigromaculatus

Hypostomus paulinus
Hypostomus paulinus

Hypostomus
plecostomus

Hypostomus regani
Hypostomus regani
Hypostomus regani

Hypostomus
strigaticeps

Hypostomus
strigaticeps

Hypostomus tietensis
Hypostomus unae
Hypostomus sp.
Hypostomus sp. A
Hypostomus sp.B
Hypostomus sp.B
Hypostomus sp.C
Hypostomus sp.D
Hypostomus sp.E

Hypostomus sp.F

Hypostomus sp.

2n

76

76

74

76

54

72

72

72

74

72

68

76

64

70

72

72

72

72

80

76

80

Local

Rio Mogi Guagu-SP

Rib. Trés Bocas-PR; Rio Tibaji-PR

Rib. Trés Bocas-PR; Rio Tibaji-PR

Rio Mogi Guagu-SP
Rio Araqua-SP
Rio Jacutinga-PR; Rio Tibaji-PR
Rio Mogi Guagu-SP.
Rib. Trés Bocas-PR; Rio Jacutinga-
PR; Rio Taquari-PR; Aguas das

Pedras-PR; Rio Tibaji-PR; Rio Aguas
do Pato-SP.

Rio Paranapanema-SP

Rio das Contas, Rio Oricd,
Rio Criciima-BA

Rib. Rincéo-SP
Rib. Rincao-SP; Rio Mogi Guagu-SP
Rio Mogi Guagu-SP
Rio Mogi Guagu-SP
Rio Mogi Guagu-SP

Rio Mogi Guagu-SP

Rio Sao Francisco; Trés Maria-MG

Corr. da Lapa; Rio Passa-Cinco-PR

Morfologia

8m+20sm+48st/a

6m+20sm+50st/a

10m+20sm+44st/a

B6m+16sm+54st/a
38m+sm+18st/a

10m+20sm+42st/a
12m+18sm+26st+16a

10m+18sm+44st/a

8m+4sm+62st

10m+16sm+46+st/a

14m+12sm+42st

18m+14sm+38st/a
12m+18sm+42st/a
13 m+18sm+41st/a

6m+18sm+44st/a

1°(10m+26sm+36st/a)
2°(14m+20sm+38st/a)

8m+16sm+56st/a

10m+16sm+50st/a

Ref.

18

18

13

18

14

18

13

18

15

19
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Tabela 2.3:Continuagdo

Hypostomus sp 2 84 Rio Perdido-MS 6m+16sm+62st/a 9
Hypostomus sp 3 82 Corr. Salobrinha-MS 6m+14sm+62st/a 9
Liposarcus sp. 52 Rio Preto-SP 16m+24sm+8st+da 2
Liposarcus anisitsi 52 Rio Piracicaba-SP 16m+28sm+6st+2a 7
Liposarcus anisitsi 52 Rio Tieté-SP 28m+12sm+8st+4a 1
Liposarcus anisitsi 52 Rio Miranda-MS 8m+14sm+14st+16a 1
n%’?;;;%g‘;ss 52 Rio Orinoco - Venezuela 22m+18sm+12st 1
Pogonopomna 54 Rio Mucuri Taguarinha -BA 20m+30sm+4st 5
wertheimeri
P ?elyg'op /iphthy s 52 Lago Quatro Bocas - MT 28m+16sm+8st/a 16
joselimaianus
Rhinelepis aspera 54 Rio Parana Guaira - PR 20m+26sm+8st 5

1. Alves et al. (2006), 2. Artoni (1996), 3. Artoni et al. (1998), 4. Artoni e Bertollo (1999), 5. Artoni e Bertollo
(2001), 6. Bitencourt et al. (2008), 7. Camilo (2004), 8. Casale et al. (2002), 9. Cereali et al. (2008), 10.
Kavalco et al. (2005), 11. Lorscheider et al. (2009), 12. Maurutto et al. (2008), 13. Michelle et al. (1977), 14.
Muramoto et. al. 1968, 15. Oliveira e Foresti (1993), 16. Oliveira et al. (2006), 17. Penteado et al (2009) 18.
Rubert (2007), 19. Traldi et al. (2008).

As analises de H. strigaticeps (2n = 74), coincidem em numero diploide
com o trabalho de Michelle et al. (1977), divergindo em relacdo a formula
caridtipica analisada por esta mesma autora e Rubert (2007), reforcando a
possibilidade de variagcdes geogréaficas ou até mesmo especiacao alopatrica.

Em sintese, as diferencas entre os citétipos sao resultados de dificuldades
no pareamento ou classificacdo cromossdmica, devido ao valor da relacdo de
bracos (RB) muitas vezes estar proxima aos limites estabelecidos, ou ainda pode
estar relacionado a diferenca na condensacéo relativa entre alguns cromossomos,
ou serem resultados de rearranjos ocorridos entre as populacdes, ou até mesmo
erro na identificacdo das espécies.

Em trés das espécies analisadas (H. regani, H. margaritifer, H. strigaticeps)
observou-se RONs multiplas, com variacdo de numero e tamanho entre o0s
individuos da mesma espécie, corroborando um alto nivel de variacdo ja
demonstrado anteriormente neste género em nivel de microestrutura cariotipica
(Artoni e Bertollo, 2001; Rubert et al. 2008). Em H. regani a variacdo de RONs é
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mais frequente, evidenciando de 4 a 6 cromossomos (st-a) marcados no telémero
do braco curto.

Nas espécies que possuem um Unico par de organizadores nucleolares, as
duas Ag-RONs aparecem em geral marcadas em todas as metafases, mas com
frequéncia sdo heteromorficas. As variagfes nos padrdes de Ag-RON podem ser
decorrentes de atividade génica diferencial, ser devido a diferentes quantidades
de unidades de transcricdo e até mesmo de auséncia total de seqiéncias de
DNAr (Kasahara, 2009). Segundo Markovic et al. (1978), a diferenca no tamanho
das NORs entre cromossomos homadlogos é possivelmente resultante da provavel
duplicacdo em tandem de uma das NORs ou sdo resultados de permutas
desiguais, podendo ainda ser transmitidos por heranca.

A coloracdo com cromomicina Az mostrou que em todas as espécies, as
Ag-RONSs estdo associadas as heterocromatinas CMA3*. Uma excecgéo parece ser
H. regani, espécie na qual apenas trés das cinco regides organizadoras de
nucléolos aparecem como regides CMA3".

O padrdo de banda C, nas quatro espécies analisadas, evidenciou marcas
nas regides terminais em cromossomos (st-a) e intersticiais (com excecao de H.
strigaticeps), e no centrébmero de dois cromossomos submetacéntricos em H.
regani, H. margaritifer e H. paulinus.

Rubert (2007) analisou 62 exemplares de H. strigaticeps provenientes do
ribeirdo Trés Bocas e rio Jacutinga e observou polimorfismos intra e inter-
populacionais. Todos os exemplares apresentaram em comum a presenca de
heterocromatina na regido pericentromérica de um par metacéntrico,
correspondente ao 3° par do complemento, observando variacdes
correspondentes aos pares 18, 28, 29 e 31. Neste trabalho observou-se em H.
strigaticeps heterocromatina apenas nas regides telomeéricas.

As espécies H. regani e H. margaritifer apresentaram bandas negativas a
coloracdo com CMAgz, e H. strigaticeps e H. regani bandas fluorescentes com
Hoechst, indicando que a heterocromatina é possivelmente rica em bases AT.
Regides ricas em AT sao raramente descritas em peixes, mas sdo encontradas
em algumas espécies de Siluriformes (Artoni e Bertollo, 1999; Rubert, 2007;
Garcia, 2005; Traldi et al. 2008).
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Segundo Artoni e Bertollo (1999), as espécies do género Hypostomus,
apresentam diversidade cariotipica morfolégica e numérica, que parece
acompanhar sua variabilidade na natureza. ISso sugere que estes peixes passam
por um extenso processo de diferenciacao, e indicam que 0 grupo apresenta uma
evolugdo cromossOmica microestrutural bastante divergente, corroborado pelos
dados aqui apresentados.

De maneira geral os dados apresentados sdo bastante relevantes em
relacdo a subfamilia Hypostominae, mostrando uma variabilidade no
comportamento das heterocromatinas, RONs e polimorfismo cromossémico em H.
margaritifer, que possibilitam em seu conjunto uma boa caracterizacdo de novas
populacoes.

Essas informacfes sdo importantes, pois auxiliam na compreensdo de
alguns dos mecanismos associados ao isolamento geografico e especiagdo no
grupo. Dentro das possibilidades, se faz necessario o complemento dos estudos
com outras técnicas mais modernas, como FISH para a correta interpretacao dos
rearranjos cromossdmicos, e mesmo o0s estudos com base em marcadores
moelculares como, por exemplo, a utilizacdo de DNA mitocondrial com o objetivo
de melhor caracterizar cada uma das populacdes estudadas.
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Fig. 2.1 Cariétipos corados por Giemsa e RONs: A) H. regani 2n=72; B) H. paulinus
2n=76. Os cromossomos portadores das RONs se encontram em destaque no Box.

41



m| KX XX X% xx xx %

1 2 3 4 5 9

sm| B AR KA (K% AA XK %8 8% AA AA AA aa
6 7

8 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Bh 00 AG AR AN RG AA AR GA AA
18 19 20

21 22 23 24 25 26 27
st/a

00 AA AA AA AA AN AA AL a0 Ae
28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

m _l )\x % ax xx x )gs_ “é‘ e

4 5

m,tl l! 30| (B8] X% DS EA AR &% a8 AA ua

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
hﬁ ea A8 AR DO &0 8c 00 AA &y
st/a 20 21 22 23 24 25 26 27

30 31 32 33 34 35 36 37

hﬁ . Al 08 AB ANA AA AN A0 A

C
m II &R aw #Fow ta ¢ _
2 3
- dl\ ao XK BR B2 X8 AS
6 7 8 9 10

66 M RE AN 88 AN DO OD N
13 14 15

16 17 18 19

st/a| s AR B8 AR OA AN AD AN AN

20 21 22 23 24 25 26 27 28

AL OO A0 AN DA L AR 6 a
29 30 31 32 33 34 35 36 37

Fig. 2.2 Caridtipos corados por Giemsa e RONs: A) H. margaritifer 2n=74; B) H.
margaritifer (cariétipo atipico) 2n=74 C) H. strigaticeps 2n=76. Os pares portadores das
constricbes secundarias se encontram em destaque. No Box 0S cromossomos
portadores das RONSs.
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Fig. 2.3 Metafases de H. regani coradas por: A) Giemsa; B) Banda-C; C) CMA; D)
Hoechst. As setas em (B) indicam a presenca de heterocromatina (C) as setas em
branco indicam CMA;3', e as vermelhas as regibes CMA;" ricas em GC (D) as regibes

ricas em AT.
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Fig. 2.4 Metafases de H. paulinus coradas por: A) Giemsa; B) Banda-C; C) as setas em
vermelho indicam as regiées CMA;" ricas em GC; D) Hoechst. As setas em (B) indicam
a presenca de heterocromatina e as setas em (C) indicam as regides ricas em GC.
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Fig. 2.5 Metafases atipica de H. margaritifer (A, B, C) e comum (D, E, F) coradas por: (A,
D) Giemsa; (B, E) Banda-C; (C, F) CMAs;. As setas em (B, E) indicam a presenca de
heterocromatina e as setas em (C, F) as setas em branco indicam CMA;’, e as vermelhas
as regides CMA;" ricas em GC.
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Fig. 2.6 Metafases de H. strigaticeps coradas por: A) Giemsa; B) Banda-C; C) as setas
em vermelho indicam as regides CMA;" ricas em GC;; D) Hoechst. As setas em (B)
indicam a presenca de heterocromatina e as setas em (C) indicam as regides ricas em
GC e em (D) as regibes ricas em AT.
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Fig. 2.7. Fotos de exemplares: A) H. regani (J) coletado no rio Araguari; B) Exemplar de
H. paulinus (?) coletado no rio Tijuco; C) H. margaritifer (4) cariétipo atipico e D) H.
margaritifer (¢) cariétipo comum coletados no rio Araguari; E) H. strigaticeps () coletado

do rio Tijuco.
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CAPITULO 1l

ANALISE CITOGENETICA DE Squaliforma emarginata E Pterygoplichthys
joselimaianus (SILURIFORMES, LORICARIIDAE, HYPOSTOMINAE).
PERTENCENTES AO RESERVATORIO DO RIO TOCANTINS, PORTO-
NACIONAL-TO *

*

* Este artigo sera submetido a publicacéo na revista Journal of Zoological

Systematics and Evolutionary Research.
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3. Andlise Citogenética de Squaliforma emarginata e Pterygoplichthys
joselimaianus (Siluriformes, Loricariidae, Hypostominae)
Pertencentes ao Reservatorio do Rio Tocantins, Port o Nacional-TO.

Vanessa Carolina de Sena Correia, Sandra Morelli

Estima-se que aproximadamente 70 espécies dessa familia Loricariidae ja
tenham sido estudadas citogeneticamente. Dentro desta familia, a subfamilia
Hypostominae apresenta a maior quantidade de estudos citogenéticos, e para
acrescentar estes dados, este trabalho teve como objetivo caracterizar o cariétipo
de Squaliforma emarginata, que é citada por Artoni et al. (2001) como
Hypostomus emarginatus e Pterygoplichthys joselimaianus. Os exemplares foram
coletados em Porto—Nacional-TO, no reservatério formado com o represamento
das aguas do rio Tocantins, com a implantacdo da Usina Hidrelétrica Luis
Eduardo Magalhdes. Realizou-se estudos citogenéticos por meio da coloracao
convencional, impregnagdo por nitrato de prata, bandamento-C e pelos
fluorocromos cromomicina Az e Hoechst 33258. A analise convencional confirmou
0 2n =52, 14m+36sm+2st para S. emarginata e 2n = 52, 20m+22sm+10st para P.
joselimaianus. A impregnacao com nitrato de prata em S. emarginata evidenciou
variacdo no padrdo de RONs multiplas entre os individuos enquanto P.
joselimaianus apresentou RONs simples. A heterocromatina esta distribuida nas
regides teloméricas e intersticial of most chromosomes. A coloracdo com CMA3
apresentou marcacdes positivas em S. emarginata correspondentes a
heterocromatina associada a AgRONSs, enquanto o corante Hoechst evidencou
bandas negativas em ambas as espécies. Os resultados obtidos no presente
trabalho tém como finalidade compreender alguns dos possiveis mecanismos de
evolucdo cromossoémica, fornecer alguns subsideos para a taxonomia do grupo e

contribuir com estudos futuros relacionados a conservacao destas espécies.

Palavras-chaves: cariotipo, fluorocromos, RONs e heterocromatina.
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3. Cytogenetic  Analysis  of Squaliforma  emarginata and

Pterygoplichthys joselimaianus (Siluriformes, Loricariidae,
Hypostominae) belonging to the reservoir Tocantins river, Porto
Nacional-TO.

Vanessa Carolina de Sena Correia, Sandra Morelli
It is estimated that approximately 70 species of the Loricariidae family have been
studied cytogenetically. This study aimed to characterize the karyotype of
Squaliforma emarginata, which is cited by Artoni et al. (2001) as Hypostomus
emarginatus and Pterygoplichthys joselimaianus. Specimens were collected in
Porto — Nacional -TO, the reservoir formed by damming the waters of the
Tocantins River, for the implementation of the Power Plant Luis Eduardo
Magalhaes. We performed cytogenetic studies by conventional staining, silver
nitrate impregnation, C-banding, fluorochromes, CMA; and Hoechst. The
conventional analysis of S. emarginata showed 2n=52, 14m+2sm+36st and P.
joselimaianus 2n=52, 20m+22sm+10st. Impregnation with silver nitrate in S.
emarginata showed variation in the pattern of NORs between individuals, while
P.joselimaianus showed single NORs. The heterochromatin is distributed in the
interstitial and telomeric regions. Staining with CMA; showed positive markings in
S. emarginata corresponding to heterochromatin associate the AQRONSs, while the
dye Hoechst showed negative bands in both species. In P. joselimaianus staining
CMA;3" showed heterochromatin rich in GC, confirmed whit Hoechst negative
staining. The results obtained in this study are intended to understand the
mechanism of evolution, to explain the taxonomic determinations and contribute to

future conservation studies for these species

Key words: karyotype, fluorochrome, NORs and heterochromatin.
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3.1. Introducéo

A familia Loricaridae pertence a ordem de Siluformes e possui
aproximadamente 683 espécies validas, distribuidas na regido Neotropical desde
o norte da Costa Rica ao sul da Argentina. A maioria das espécies € encontrada
ao leste dos Andes, existindo também varias espécies que sao restritas a encosta
oeste desta cadeia de montanhas (Reis et al. 2003).

Os Loricariidae, conhecidos popularmente como “acaris” ou “cascudos” sao
peixes de habitos tipicamente bentbnicos, permanecendo junto ao fundo,
raspando algas do substrato ou cacando invertebrados (Endo, 2006).

Estes peixes constituem uma das familias da ordem Siluriformes cuja
filogenia ainda nédo se encontra bem estabelecida. Suas relagbes de parentesco
vém sendo constantemente revisada, tanto com estudos de osteologia e
morfometria (Armbruster, 2004) quanto molecular com a utilizacdo de DNA
mitocodrial (Montoya — Burgos, 2003), ou isoenzimas (Zawadzki et al. 2001), entre
outras abordagens.

Isbriicker (1980) determinou seis subfamilias para Loricariidae: Ancistrinae,
Hypoptopomatinae, Hypostominae, Lithogeneinae, Loricariinae e
Neoplecostominae. Segundo Armbruster (2004) Hypostominae foi dividida em
cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthini e
Ancistrini. As tribos Ancistrini e Pterygoplichthini sdo grupos irmaos e os dados
citogenéticos reforcam a relacéo entre estas tribos, sugerindo que 2n=52 pode ser
um numero primitivo para estes grupos (Oliveira et al. 2006).

Estima-se que aproximadamente 70 espécies da familia Loricariidae ja
tenham sido estudadas citogeneticamente (Kavalco et al. 2005). Este grupo
apresenta ampla variacdo no numero diploide que vai de 36 cromossomos em
Rineloricaria latirostris (Giuliano—Caetano, 1998) a 96 cromossomos em Upsilous
sp. (Kavalco et al. 2005). Tais diversidades indicam a ocorréncia de varios
rearranjos cromossémicos direcionando para uma evolugdo cariotipica bastante
divergente (Artoni e Bertollo, 2001).

Segundo Reis et al. (2003) o género Squaliforma é constituido por doze

espécies e Pterygoplichthys por apenas trés. Em relacdo a analise cariotipica,
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existem poucos registros sobre estas espécies, podendo ser citados os trabalhos
sobre Squaliforma emarginata (Artoni, 1996; Artoni e Bertollo, 2001; Silva et al.
2009), Pterygoplichthys joselimaianus (Oliveira et al. 2006) e Pterygoplichthys
etentaculatus (Barros et al. 2009).

A subfamilia Hypostominae apresenta diferenca na quantidade, tamanho e
localizagéo do padréao e distribuicdo de heterocromatina e das RONSs, possuindo
RONs simples a RONs multiplas, sendo esta ultima a mais frequtiente, podendo
apresentar polimorfismo de tamanho (Artoni e Bertollo, 2002).

O presente trabalho objetivou revisitar o cariétipo de S. emarginata e P.
joselimaianus em outras populacdes distintas das primeiras descricbes

cariotipicas, com vistas a citotaxonomia e evolucao cariotipica dos Loricariidae.

3.2. Material e Métodos

As coletas foram realizadas no reservatorio da Usina Hidrelétrica Luis
Eduardo Magalhaes, formado com o represamento das aguas do rio Tocantins (S
10° 28. 757 W 048° 23. 409,” elevacdo 220m) no municipio de Porto — Nacional -
TO.

Foram analisados nove exemplares machos da espécie Squaliforma
emarginata (Valenciennes, 1840) e: 2 machos e 6 fémeas de Pterygoplichthys
joselimaianus (Weber, 1991). A identificacdo das espécies foi realizada pelo
Ictiblogo Claudio H. Zawadzki e os exemplares depositados no Nucleo de
Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da Universidade

Estadual de Maringa.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com a técnica
convencional descrita por Bertollo et al. (1978). A deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos foi realizada pela impregnacdo por nitrato de prata
(Howell e Black, 1980). A heterocromatina constitutiva foi evidenciada por meio da
técnica descrita por Sumner (1972). Para determinacdo dos sitios “ricos” em GC

utilizou-se a técnica de coloracdo com cromomicina A3 (Schimid, 1980) e Hoechst
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33258 foi utilizado para o reconhecimento de regides “ricas” em bases AT (Latt et
al. 1974).

Os cromossomos foram classificados em trés grupos: metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos-acrocéntricos (st-a), segundo Levan et
al. (1964), com modificacbes. Verificou-se o NF (numero fundamental),
considerando bibraquiais 0os cromossomos (m-sm) e unibraquiais 0s

cromossomos (st-a).

3.3. Resultados

Por meio da coloragcéo convencional com Giemsa S. emarginata (Fig. 3.1)
apresentou 2n = 52 cromossomos, com formula cariotipica: 14m+36sm+2st e NF
= 102, com a presenca de constricdo secundaria com variacao intraespecifica,
com individuos com até seis cromossomos submetacéntricos marcados na
posicéo terminal do brago longo dos pares 9, 11, 12 (Fig. 3.1).

A heterocromatina esté distribuida nas regifes teloméricas e intersticiais de
cerca de 16 cromossomos, apresentando grandes blocos heterocromaticos que
ocupam o braco longo de cinco cromossomos, tornando-os totalmente
heterocromaticos (Fig. 3.2B). A coloragcdo com cromomicina Az evidenciou seis
cromossomos submetacéntricos com marcagbes na regido terminal indicando
heterocromatina rica em GC intercalada e sobreposta as Ag-RONs. Algumas
marcacfes mais claras distribuidas no braco longo de quatro cromossomos
submetacéntricos sugerindo a presenca de regides heterocromatica rica em pares
de base AT também foram visualizadas (Fig. 3.2C).

Na coloracdo com Hoechst foram observadas bandas negativas na posicao
terminal no braco curto e longo, correspondentes a regido de heterocromatina rica
em GC (Fig. 3.2D).

P. joselimaianus (Fig. 3.3) apresentou 2n = 52 cromossomos para ambos
0s sexos, com férmula cariotipica: 20m+22sm+10st e NF = 94, com a presenca de
constricbes secundarias na regido terminal do braco curto do quinto par do
complemento, que podem ser facilmente observadas em coloracdo convencional

com Giemsa (Fig. 3.3). A heterocromatina esta distribuida na regido
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pericentromérica de quatros cromossomos, e situada em posigdo intersticial e
terminal em 10 cromossomos, incluindo o quinto par que possui um par de
pequenos satélites presentes na regidao telomérica do par portador das
constricbes secundarias (Fig. 3.4B).

A coloragdo com CMAjz evidenciou marcagles fluorescentes na regido
terminal de vérios pares cromoss6micos, notadamente daqueles associados a
regides organizadoras de nucléolos (Fig. 3.4C). Com o Hoechst foram observadas
bandas negativas na posicdo terminal, correspondendo a presenca de

heterocromatina constitutiva rica em GC associada as Ag-RONs (Fig. 3.4D).

3.4. Discussao

O numero dipléide encontrado em S. emarginata coincide com 0s registros
citogenéticos para esta espécie, divergindo em relacdo a férmula caridtipica. O
presente trabalho apresenta a seguinte configuracéo cariotipica: 14m+36sm+2st e
NF=102, enquanto Artoni e Bertollo (2001) apresentaram 16m+30sm+6st e Silva
et al. (2009) observaram 18m+22sm+12st para S. emarginata de diferentes
localidades.

Em outros géneros da subfamilia Hypostominae, também foram
observados 52 cromossomos como numero dipléide como em Glyptoperichthys
gibbiceps, 20m+24sm+8st (Alves et al. 2006), Liposarcus anisitsi do rio Preto-SP
com 16m+24sm+8st+4a (Artoni et al. 1999) e L. anisitsi do rio Piracicaba-SP com
16m+28sm+6st+2a (Camilo, 2004), no rio Tieté-SP com 28m+12sm+8st+4a, rio
Miranda — MS com 8m+14sm+14st+16a, L. multiradiatus com 22m+18sm+12st
(Alves et al. 2006).

Em P. joselimaianus com 52 cromossomos, 20m+22sm+10st e NF=94
também se observou diferencas cariotipicas, quando comparado com os dados
apresentados por Oliveira et al. (2006) 28m+16sm+8 st/a, e P. etentaculatus com
26m+20sm+6st (Barros et al. 2009).

Diferengas cariotipicas entre espécies que apresentam mesmo numero
diploide e macroestrutura cariotipica semelhante pode ser atribuida a falta de

padronizacdo do caridtipo de peixes, aos limites impostos a classificacdo
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tipolégica dos cromossomos ou mesmo representar variacdes geogréaficas ou
espécies incipientes.

S.emarginata e P. joselimaianus apresentam uma maior predominancia de
cromossomos com dois bracos (m-sm), confirmando a hipotese de Artoni (1996)
em que para o género Hypostomus, espécies com menores numeros dipléides
apresentam maior freqiéncia de cromossomos com morfologia (m-sm), situacao
que de um modo geral se inverte nas espécies com maiores numeros diploides,
onde predominam 0s cromossomos (st-a).

De acordo com Oliveira e Gosztonyi (2000) os cariétipos com menor
namero diploide sdo considerados basais em Siluriformes e os cariotipos com
namero dipléide maior os mais derivados sugerindo evolugédo cariotipica por
processos de fissdo cromossémica. No entanto, o numero 2n = 52 parece ser
conservado entre alguns géneros de Hypostominae, como entre Squaliforma,
Pterygoplichthys e Glyptoperichthys, uma condicdo derivada em relacdo ao
namero diploide basal 2n = 54 para os Loricariidae (Artoni e Bertollo, 2001).

Em relacdo ao padrdo de RONSs, foram observadas RONs simples em
posicdo terminal e subterminal em H. emarginata (Artoni e Bertollo, 2001), S.
emarginata (Silva et al. 2009), P. joselimaianus (Oliveira et al. 2006), P.
etentaculatus (Barros et al. 2009), L. anisitsi, L. multiradiatus, G.gibbiceps, (Alves
et al. 2006).

Neste trabalho os exemplares de S. emarginata apresentaram variacao
intraespecifica, observando de dois a seis cromossomos portadores de AGRONs
na posi¢cao terminal de cromossomos submetacéntricos (pares 9, 11 e 12). Esta
condicdo reforca a diferenciacdo cariotipica entre esta populacdo e outras ja
descritas na literatura.

Entre os mecanismos que podem produzir variabilidade no tamanho das
RONSs pode-se destacar o fato dos genes ribossomais serem repetitivos. Desse
modo, a semelhanca das regides heterocromaticas, o emparelhamento né&o-
homolégo na meiose e a permuta desigual resultam em duplicacdes e delecbes
de RONSs, néo se descartando a ocorréncia de outros mecanismos, como quebra
e troca desigual de cramétides-irmds. Alguns outros mecanismos tém sido
propostos para explicar o aparecimento de padrdes variantes de Ag-RONs em

espécies relacionadas dentro de um género ou géneros distintos e em certas
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populacfes de uma mesma espécie, como transposi¢cdo de segmentos de DNAr
por meio de elementos genéticos moveis, amplificacdo de gene Unico de DNAr,
originando regides organizadoras de nucléolos funcionais, erros de reinsercao
apos a amplificacdo de DNAr no curso da ovogénese, mas a maioria deles sem
comprovacao experimental (Kasahara, 2009).

A distribuicdo de heterocromatina constitutiva em S. emarginata coincide
com 0S outros registros citogenéticos para esta espécie por outro lado, a
caracterizagcdo da heterocromatina em P. joselimaianus n&o foi realizada em
trabalhos anteriores.

S. emarginata e P. joselimaianus apresentam blocos intersticiais e
teloméricos grandes de heterocromatina ricos em GC e estdo associados com a
RONSs, como evidenciados por Artoni e Bertollo (2001). Este fato se confirma com
a coloracdo CMA3; em S. emarginata, onde as regides teloméricas marcadas
correspondem as RONs, e a coloragdo com Hoechst mostraram marcacdes
teloméricas negativas. Em P. joselimaianus observa-se que as regiées marcadas
com a CMA3, que correspondem a heterocromatina rica em GC, apresentaram
como esperado, marcacdo negativa com Hoechst incluindo as constricdes
secundarias.

Em sintese, os dados aqui apresentados reforcam a diversidade cariotipica
evidenciada para os Loricariidae. Contudo, sé&o evidenciadas caracteristicas
compartilhadas entre espécies de diferentes géneros de Hypostominae com 2n =
52 cromossomos e derivadas em relacdo a formula basal dos Loricariidae. Em
adicdo os dados apresentados reforcam a importancia de revisar dados
cariotipicos obtidos para espécies de peixes neotropicais em populacdes distintas

com vistas a subsidiar a citotaxonomia.
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Fig. 3.1 Caribtipo corado por Giemsa e RONs: S. emarginata 2n=52. Os pares
portadores das constricbes secundarias se encontram em destaque. No Box os
cromossomos portadores das RONSs.
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Fig. 3.2 Metafases de S. emarginata coradas por: A) Giemsa; B) Banda-C; C) as setas
vermelhas indicam as regiées coradas com CMA;", ricas em GC D) Hoechst. As setas
em (B) indicam a presenca de heterocromatina e as setas em (C) indicam as regides

ricas em GC e em (D) as regides ricas em AT.
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Fig. 3.3 Carittipo corado por Giemsa e RONSs: P. joselimaianus 2n=52. Os pares

portadores das constricbes secundarias se encontram em destaque. No Box os
cromossomos portadores das NORs.

Fig. 3.4 Metéfases de P. joselimaianus coradas por: A) Giemsa; B) Banda-C; C)
as setas vermelhas indicam as regides coradas com CMA;", ricas em GC; D)
Hoechst. As setas em (B) indicam a presenca de heterocromatina e as setas em
(C) indicam as regibes ricas em GC e em (D) as regides ricas em AT.
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Fig. 3.5 Fotos de exemplares: A) S. emarginata & B) P. joselimaianus @ coletados no rio
Tocantins.
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