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RESUMO

A Bacia do Alto Rio Parana passou por inimeras atividades tectdnicas desde o inicio
da sua formacao, propiciando a captura de cabeceiras que resultou na distribuicdo de algumas
espécies em drenagens vizinhas. A construgdo do reservatorio de Itaipu fez necesséaria a
inundacdo do Salto de Sete Quedas, deixando de ser uma barreira geografica entre as espécies
da ictiofauna ali presente propiciando sua dispersdo. Os peixes representam 0 grupo mais
diversificado e um dos mais importantes para estudos da variabilidade genética e de evolucéo
entre os vertebrados, uma vez que ocupam uma posicdo basal na filogenia deste grande grupo.
Ao longo do tempo o desenvolvimento das técnicas citogenéticas permitiu maior contribuicdo
na compreensdo das relagBes filogenéticas entre individuos e principalmente compreender
mais efetivamente a estrutura cromossémica. Doze exemplares de Hypostomus albopunctatus
provenientes do Rio Laranjinha, situado em Sapopema - PR, foram analisados
citogeneticamente. Foi observado um 2n = 76, porém, tanto o nimero fundamental quanto a
estrutura cariotipica mostraram-se diferentes entre os exemplares. As estruturas cariotipicas
encontradas foram 10m,14sm,42st,10a para machos e 10m,14sm,41st,11a para fémeas. Um
sistema sexual do tipo ZW foi detectado, inédito até entdo para a espécie. Marcas conspicuas
teloméricas, centroméricas e intersticiais foram obtidas por bandamento C, aplicacdo de
fluorocromos e enzima de restricdo. Um par simples de RONs foi detectado sendo confirmado
por FISH. Pela aplicacdo das técnicas de citogenética classica e molecular foi possivel
comparar o0s resultados obtidos com os da literatura, sendo necessarios estudos mais
aprofundados para este grupo por apresentar tendéncias distintas de evolugéo cariotipica.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da regido de estudo

Devido as atividades tectbnicas que o Alto do Parana vém passando desde o
inicio do Terciario, esta regido tornou-se uma area complexa (AB’'SABER, 1998). A
adicdo destas atividades com o complexo sistema de falhas existentes na regiao
resultou em inimeros eventos de captura de cabeceiras resultando na distribuicao
de algumas espécies em drenagens vizinhas (LANGEANI, 1989; WEITZMAN;
MALABARBA, 1999; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO, 2006; SERRA; CARVALHO;
LANGEANI, 2007). Algumas conexdes podem ter ocorrido em certas por¢oes do Alto
Parana, necessitando tanto de estudos filogenéticos quanto de estudos
biogeograficos aprofundados dos grupos de peixes presentes nesta bacia e ainda
nas bacias adjacentes (LANGEANI, 2007). Ainda segundo LANGEANI, 2007 o Alto
Parana compreende uma area de histdria singular compartilhando esta histéria com
drenagens vizinhas em eventos pretéritos.

Com a construcdo do reservatorio de Itaipu e consequente inundacdo do
Salto de Sete Quedas, este deixou de ser uma barreira geografica, propiciando
ainda mais a disperséo de espécies do médio Parana para os trechos a montante,
unindo populacdes anteriormente alopatricas. BONETTO (1986) cita a ocorréncia de
130 espécies de peixes na regido do Rio Parana Superior, enquanto que
AGOSTINHO et al. (1997) mencionam 250 espécies em trabalhos recentes, sendo
esta discrepancia, quanto ao numero de espécies, provavelmente devido ao
enchimento do Reservatério de Itaipu. Aproximadamente 80% das espécies sao
exclusivas desta bacia hidrografica e ndo existem em qualquer outra parte do
planeta (AGOSTINHO; GOMES, 1997).

GERY, 1969 afirma que esta bacia é caracterizada como uma provincia
ictiofaunistica natural, sendo também apresentada pela mesma um inequivoco
endemismo (BRITSKI; LANGEANI, 1988; VARI, 1988; LANGEANI, 1989; CASTRO
et al., 2003; WEITZMAN; BURNS, 2003).



Figura 1: Sistema do Alto rio Parana (vermelho) e bacias
vizinhas do Paraguai e Baixo Parana (azul), Araguaia/Tocantins
(verde), S&o Francisco (amarelo) e rios costeiros (pretos).

1.2 Aspectos gerais e citogenéticos da ictiofauna neotropical

Segundo VARI e MALABARBA (1998) 30 a 40% de toda a diversidade
existente na ictiofauna neotropical ndo foi até o momento reconhecida. Apesar disto
peixes representam o grupo mais diversificado e um dos mais importantes para
estudos da variabilidade genética e de evolucdo entre os vertebrados, uma vez que
ocupam uma posicao basal na filogenia deste grande grupo (NELSON, 1994).

A ictiofauna dulcicola é considerada altamente diversificada, sendo que
aproximadamente 25% de toda a diversidade mundial de peixes esta presente na
Ameérica do Sul e América Central (VARI; MALABARBA, 1998).

Com o desenvolvimento e a utilizacdo de novas técnicas para analise
cromossémica, um consideravel avango contribuiu ndo apenas para construcdes ou
analises filogenéticas e taxondmicas, mas principalmente a uma melhor
compreensao da estrutura cromossémica (ANDREATA, 1991).

Sabe-se, que a diversidade cariotipica de peixes dulcicolas neotropicais varia
de 2n = 20 cromossomos para Ptelolebias longipinnis a 2n = 134 cromossomos para
Corydoras aeneus (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2000), podendo ser

encontrados desde sistemas sexuais, tanto simples quanto mudaltiplos, até



polimorfismos numéricos e estruturais. Devido ao fato dos peixes ndo apresentarem
cromossomos sexuais na base da sua filogenia, ao contrario das aves e mamiferos,
infere-se que este carater provavelmente surgiu de forma independente e repetida
na histéria evolutiva dos Siluriformes (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000).

1.3 Aspectos gerais e citogenéticos da familia Loricariidae

A familia Loricariidae apresenta aproximadamente 690 espécies e cerca de
300 outras espécies ainda néo descritas (REIS; KULLANDER; FERRARIS JR, 2003)
e faz parte de uma das 34 familias pertencentes a ordem Siluriformes (NELSON,
1994). Os peixes pertencentes a esta familia sdo comumente conhecidos como
cascudos ou ainda limpa-vidros e habitam quase toda a América do Sul e América
Central, desde a Costa Rica até a Argentina. Dentro desta familia o nimero diploide
pode variar de 2n = 36 (Rineloricaria latirostris) a 2n = 80 cromossomos
(Hypostomus sp. E) (RAVEDUTTI; JULIO Jr., 2001).

Esta é uma das maiores familias de peixes do mundo, com seis subfamilias
(ISBRUCKER, 1981) sendo elas: Lithogeneinae, com 03 espécies (PROVENZANO
et al., 2003); Neoplecostominae com 07 (FERRARIS, 2003); Hypoptopomatinae,
com 79 (SCHAEFER, 2003); Loricariinae, com (FERRARIS, 2003); Hypostominae,
com 169 (WEBER, 2003) e Ancistrinae, com 217 espécies (FISCH-MULLER, 2003).
Destas, foi considerada a mais basal a subfamilia Lithogeneinae (SCHAEFER,
2003), sendo seguida por Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae,
Hypostominae e Ancistrinae. As subfamilias Hypostominae e Ancistrinae (DE
PINNA, 1998) sdo consideradas Grupos irmaos. Apesar de Loricariidae ser
reconhecida como um grupo monofilético (DE PINNA, 1998), poucas hipoteses

filogenéticas foram elaboradas para o grupo (GOSLINE, 1947).

1.3.1 Aspectos gerais e citogenéticos da subfamilia Hypostominae

Estes teledsteos de relativo grande porte, constituem um dos grupos de
Siluriformes mais recentes da América do Sul, sendo composto por 19 géneros
(ISBRUCKER, 1981), destes apenas cinco foram analisados citogeneticamente. Os

animais pertencentes a esta subfamilia sdo considerados de relevante importancia



ambiental, uma vez que atuam como pré-mineralizadores da matéria organica antes
gue esta reingresse na cadeia alimentar (ANGELESCU & GNERI, 1949).

Dentre os animais abrigados nesta subfamilia, os do género Hypostomus é o
gue apresenta maior numero de espécies ja cariotipadas (GIULIANO-CAETANO,
1998), sendo o género de cascudos dominante nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972).
Seu numero diploide varia de 2n = 52 (H. emarginatus) a 2n = 80 (Hypostomus sp E)
(ARTONI; BERTOLLO, 1999). Alguns problemas taxon6micos necessitam ser
revisados, pois, por sua ampla variabilidade morfologica e padrdes de coloracéo,
divergéncias quanto a identificacdo ao nivel de espécie vém sendo causadas ndo so
para este género mas para os exemplares da familia Loricariidae em geral.

A citogenética pode ser utilizada como uma importante ferramenta auxiliar em
guestdes ictio-taxondmicas. As contribuicbes da citogenética para a taxonomia
podem ser obtidas através de boas caracteriza¢cdes cromossémicas das espécies,
bem como das relacbes evolutivas dos cromossomos e cariotipos podendo
evidenciar possiveis casos de espécies cripticas (BERTOLLO et al., 1986). Um bom
exemplo de caracterizacdo cromossOmica sao as regides organizadoras de
nucléolos (RONs), que nos Hypostomus podem apresentar com frequéncia
polimorfismo de tamanho destas regides entre cromossomos homadlogos, assim
como ha espécies com apenas um par, outras apresentam RONs multiplas, o que é
mais comum entre os peixes em geral (ARTONI; BERTOLLO, 1992).

Fissbes céntricas sao rearranjos de suma importancia na evolugcdo do
cariétipo deste grupo, pois estes rearranjos robertsonianos sdo potencialmente
responsaveis pelo alto numero dipléide encontrado nas espécies mais derivadas de
Hypostomus (ARTONI; BERTOLLO, 2001).

Atualmente, sédo reconhecidas como pertencentes a bacia do Alto Rio Parana
19 espécies do género Hypostomus (WEBER, 2003). No entanto, até mesmo as
espécies descritas apresentam problemas em sua identificacdo, devido a auséncia
de revisbes mais recentes no grupo, além da falta de conhecimento geral da
distribuicdo destes peixes nos complexos hidricos da América do Sul (REIS;
WEBER; MALABARBA, 1990).



1.4 Auxilio da citogenética classica e molecular na taxonomia de peixes

A citogenética classica e molecular de peixes tém fornecido importantes
subsidios para melhor compreensdo das relacdes evolutivas entre espécies e
populacdes, podendo ser considerada uma excelente ferramenta a ser utilizada em
associacdo com dados taxondmicos e ecoldgicos, para se chegar mais proximo a
uma real historia evolutiva dos organismos (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000).

Nos estudos desta importante ferramenta geralmente sdo realizadas as
técnicas mais convencionais, tais como coloracdo Giemsa dos cromossomos,
bandamento C (banda-CBG), para deteccdo de heterocromatina constitutiva e
impregnacao argéntica das regides organizadoras de nucléolos, (Ag-RONs) uma vez
gue bandamentos longitudinais, como bandamento G (banda-GTG), sdo menos
facilmente obtidos em cromossomos de peixes (ARTONI; VICARI; BERTOLLO,
2000).

A heterocromatina € uma classe da cromatina que replica o DNA mais
tardiamente e possui atividade transcricional baixa ou inexistente, isto se deve ao
fato desta regido ser altamente condensada. A heterocromatina € composta por
DNA altamente repetitivo, replicando-se tardiamente na fase S podendo manifestar
heteropicnose positiva ou negativa quando submetida a determinados tratamentos.
A deteccéo deste tipo de banda se deve a remocao diferencial de DNA na regiao
eucromatica, enquanto que a regido mais condensada permanece relativamente
intacta e detectavel (SUMNER, 1972). Esta técnica tem sido o método mais utilizado
para estudo das regides heterocromaticas nos cromossomos de peixes. No entanto,
os dados referentes a banda C sdo pouco expressivos e revelam marcacdes
preferencialmente centroméricas e teloméricas. Em varias espécies de Siluriformes,
tém sido constatado a coincidéncia das regifes organizadoras de nucléolos com as
bandas heterocromaticas (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990; OLIVEIRA, 1991),
sendo que mudancas relacionadas com quantidade e distribuicdo de
heterocromatina nos cromossomos tém sido amplamente relatadas como
mecanismo de evolucao cariotipica em alguns grupos de peixes (ARTONI et al.,
1999; MARGARIDO; GALETTI Jr., 2000).

Para a deteccdo da diferenciacdo heterocromatica tém sido utilizadas as

técnicas tanto de fluorocromos quanto as enzimas de restricdo, possibilitando a



identificacdo de cromossomos homodlogos, polimorfismos na heterocromatina e
cromossomos Bs ou ainda sexuais.

As enzimas de restricdo (ER) que sdo caracterizadas por reconhecer
sequéncias especificas no DNA e orientar seu corte, induzem alteracdes estruturais
nos cromossomos em metéfase relacionados a caracteristicas estruturais
especificas de bandamentos cromossémicos, refletindo uma distribuicdo de
sequéncias diferentes de DNA nos cromossomos (FERNANDEZ et al., 1998;
GARCIA et al., 1999). As ER promovem a distingdo entre cariétipos aparentemente
similares e revelam mecanismos de rearranjos, sendo Uteis na identificacdo de
marcadores para espécies e/ou populagdes e no estabelecimento de homeologias
(OZOUF-COSTAZ; FORESTI, 1992). A utlizacdo desta técnica tém sido
extensivamente praticada devido as dificuldades em se obter bons padrbes de
bandamento G e C em algumas espécies de peixes, cuja provavel causa sejam as
peculiaridades da estrutura e compactacdo de seu DNA (MEDRANO et al., 1988
apud SOLA et al., 1993).

Atualmente, métodos utilizando corantes fluorescentes e hibridacdo in situ
tém se mostrado ferramentas importantes para o entendimento da composicéo e
estrutura dos cromossomos.

A Hibridacdo Fluorescente in situ (FISH) constitui um método mais sensivel
gue a marcacao pela prata e/ou fluorocromos na deteccdo de sitios de diferentes
tamanhos no DNA contendo sequéncias de genes ribossomais, localizando tanto as
regides ativas quanto as ndo ativas do rDNA. Estes genes, nos eucariotos, estao
organizados em duas familias multigénicas. A familia rDNA 45S codifica os rRNA
28S, 18S e 5,8S, ao passo que a familia rDNA 5S codifica o rRNA 5S, sendo este
um dos componentes da maior subunidade ribossomal. Em peixes a visualizacao
dos maiores sinais referentes a posi¢cao dos genes ribossomais, por FISH, estéo
geralmente relacionadas as marcac¢fes obtidas por impregnacédo de prata (WASKO
e GALETTI, 2000). As sequéncias formadoras das RONs séo detectadas atraves de
sondas de DNA 18S e 28S, e pela sonda 5S séo detectados os sitios genémicos do
rDNA 5S gue consistem em sequéncias codificantes de 120pb separadas umas das
outras por DNA espacador néo transcrito (NTS) (GALETTI Jr.; MARTINS, 2004) e
seguem um mecanismo de evolucdo independente dos sitios 45S de rDNA
(MARTINS; GALETTI, 1999).



Em algumas espécies de peixes, o0 método de fluorocromos tem mostrado
diferencas qualitativas entre as heterocromatinas do complemento cromossomico
(MARGARIDO; GALETTI Jr., 2000). Este método nos permite identificar regibes
cromossOmicas ricas em AT ou GC, dependendo de sua especificidade. S&o
amplamente utilizados os fluorocromos base-especificos Cromomicina Ag,
Mitramicina, Quinacrina e DAPI, apesar da existéncia de outros reagentes da
mesma natureza . Segundo AMEMIYA e GOLD (1986) a maioria dos teledsteos tem
apresentado RONs com sitios ricos em bases GC, porém, € necessario cautela ao
afirmar tal consideracdo, uma vez que tais fluorocromos podem revelar segmentos
heterocromaticos nao relacionados aos clusters ribossomais (ARTONI et al., 1999).

As Regibes Organizadoras de Nucléolo (RONs) tém sido evidenciadas
usualmente através da técnica de impregnacdo por nitrato de prata, que permite
localizar sitios ativos de genes ribossomais nos cromossomos (HOWELL; BLACK,
1980). Esta técnica pode ser considerada como método indireto de localizagdo das
RONs, uma vez que ndo ha associacdo entre o nitrato de prata e os rDNA
propriamente ditos e sim com as proteinas do nucléolo das regides que estavam em
atividade na intérfase anterior (HSU et al., 1975). A caracterizacdo do numero e
posicdo das RONs tem sido muito utilizada em peixes e pode constituir um excelente
marcador citotaxonbmico para alguns grupos (AFFONSO, 2000), por exemplo, as
RONSs nos Hypostomus apresentam frequentemente polimorfismo de tamanho entre
cromossomos homologos, bem como presenca tanto de RONs mudltiplas quanto
simples, sendo espécie dependente, apesar das RONs mdltiplas serem mais
frequentes neste grupo (ARTONI; BERTOLLO, 1992), como anteriormente ja

mencionado.



2 OBJETIVOS

Ao iniciar este estudo alguns objetivos foram tracados tais como estudar as
caracteristicas cromossémicas da espécie Hypostomus albopunctatus através de
analises citogenéticas envolvendo a estrutura cariotipica da mesma, a variabilidade
das RONs e possivel mecanismo de determinagdo cromossémica do sexo. Além da
citogenética classica, aplicadar técnicas da citogenética molecular possibilitando a
analise quanto a microestrutura cromossomica através da aplicacéo de fluorocromos
base-especificos e ainda através da hibridacédo in situ fluorescente confirmar os
sitios rDNA 18S ativos e elucidar possiveis inativos. Com base na literatura,
comparar o0s resultados obtidos e evidenciar possiveis mecanismos sobra a

evolucéao cariotipica do grupo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O material analisado foi proveniente de 12 exemplares de Hypostomus
albopunctatus, sendo destes 8 machos e 4 fémeas. Estes espécimes foram
coletados por redes de espera montadas em periodo noturno ao longo do Rio
Laranjinha, localizado na regido de Sapopema-PR (figura 2), pertencente a Bacia do

Alto Rio Parana.

Figura 2: Localizacdo do municipio de Sapopema — PR.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao de cromossomos mitoticos

Foi empregada a técnica de cultura de tecidos sélidos de curto tempo descrita
por FENOCCHIO et al. (1991) com algumas modificagcbes como segue:

Foram retiradas as por¢des anterior e posterior do rim (aproximadamente 3

mm?®) e transferidas para uma placa de Petri contendo 5mL de meio de cultura

(RPMI + 20% de soro bovino fetal + antibiotico e antimicoético);

O tecido foi desagregado com pin¢as de ponta fina com posterior aspersao e

expiracdo da solucdo com uma seringa de vidro sem agulha. Incubou-se a



solucédo com células em estufa a 29°C por 8 horas. Uma hora e meia antes de
completar o tempo, 3 gotas foram pingadas (aproximadamente 150 L) de
colchicina (0,025%) em cada recipiente. Posteriormente, agitou-se
gentimente a placa de Petri para que a solucdo de colchicina
homogeinizasse. A nova solucao foi mantida em estufa até o tempo final da
cultura;
Passado este tempo, transferiu-se a cultura para um tubo de ensaio e foi
centrifugada a 800-900 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
entdo o tubo foi preenchido até 8mL com solucéo hipoténica de KCI (0,075M).
Desagregou-se 0 botdo celular na solucdo por suspenséo e entdo mantido 40
minutos em estufa a 37°C;
O fixador foi preparado com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e mantido sob refrigeracdo a 4°C. Dado o tempo da hipotonizacéo,
ressuspendeu-se o material até ficar homogéneo, e centrifugado a 800-900
rpm por 10 minutos;
Descartou-se o sobrenadante e em seguida o tubo foi preenchido com fixador
até o volume de 8mL. Novamente ressuspendeu-se o botdo celular e a
solugéo centrifugada a 800-900 rpm durante 10 minutos;
A etapa anterior foi repetida duas vezes;
Descartado o sobrenadante, colocou-se 1,5 mL de fixador e o botdo celular foi
ressuspenso. A solucdo foi armazenada em tubo tipo “Eppendorf” em freezer a -
20°C.

3.2.2 Método da coloragéo convencional Giemsa

Foi gotejado sobre uma lamina limpa, umedecida e aquecida a vapor ao redor
de 60°C, a solucdo de suspensao celular armazenada no freezer. A lamina foi
corada com uma solugdo de Giemsa a 5% em tampdo fosfato (pH 6,8) durante um
periodo de 10 minutos e em seguida foi lavada em agua corrente e deixada secar ao

ar.



3.2.3 Detecgao da heterocromatina constitutiva — Bandas C

Para o estudo da heterocromatina constitutiva utilizou-se a técnica descrita
por SUMNER (1972), com algumas modificacbes segundo VICENTE (1994):

A lamina foi levada com a solucao celular a estufa de 45°C por um dia;

Transcorrido este tempo, foi colocada em solugdo de HCI 0,2N a 42°C

durante 10 minutos. Em seguida foi lavada com agua destilada e entdo foi

deixada secar ao ar;

A lamina foi colocada em solug¢do de Hidréxido de Béario a 5% (Ba(OH),) a

45°C por aproximadamente 2 minutos;

Entdo, rapidamente a lamina foi inserida em solugdo de HCI 0,2N para retirar

0 excesso de bario e apos isso foi lavada com um jato de 4gua destilada. Em

seguida foi necesséario coloca-la em uma solucdo de 2xSSC (15,53g de NaCl

+ 8,82 de Citrato Trissédico + Agua deionizada) durante uma hora & 60°C;

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

A lamina foi corada com Giemsa diluida a 5% em tampéao fosfato pH 6,8

durante 15 minutos.

3.2.4 Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs)

Para a caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolo foi utilizada a
técnica descrita por HOWELL e BLACK (1980) consistindo em corar as RONs ativas
através de impregnacdo argéntica obtida através de solugcdo aquosa de nitrato de
prata como descrito a seguir:

Pingaram-se as laminas conforme descrito anteriormente e foram deixadas

envelhecer por até 5 dias em uma estufa a aproximadamente 45°C;

Uma solugcéo aquosa de nitrato de prata a 50% foi usada (1g de AgNO3; em

2mL de H,0O destilada) bem como uma solugéo aquosa de gelatina a 2% (19

de gelatina em 50mL de H,O destilada, acrescentando-se 0,5mL de acido

férmico). Esta Ultima foi condicionada em frasco ambar e mantida em
geladeira;

Sobre a lamina foi pingada uma gota (~120 L) de solugcédo aquosa de gelatina

e duas gotas (cerca de 300 L) de solucdo aquosa de AgNOgs, misturadas



gentilmente e cobertas com uma laminula. Foram levadas em estufa a 60°C.
Quando o material adquiriu uma coloracdo dourado-acastanhada, retirou-se a
lamina da estufa e a laminula foi removida com um jato de agua destilada e
posteriormente deixada para secar ao ar;

A lamina pode entéo ser corada com uma solucéo de Giemsa (10%) em

tampao fosfato pH 6,8 por 15 segundos, lavada e deixada secar ao ar.

3.2.5. Dupla coloracdo CMA3/DAPI

Foi empregada a técnica de SCHWEIZER et al. (1976):

Foi colocado 80 L de solugdo de Cromomicina A; sobre a lamina recém
preparada para observacao de cromossomos e coberta com uma laminula, foi
deixada por 1 hora descansando;

A laminula foi escorrida, lavada com agua corrente e deixada para secar
levemente;

Colocou-se 80 L de solugcdo DAPI/Antifading e a seguir foi retirado o excesso

com papel filtro.

3.2.6. Clivagem com Endonuclease de Restricao

A técnica utilizada foi a descrita por MEZZANOTTE et al. (1983), com
algumas adaptacdes feitas por MAISTRO (1996) para as preparacdes com
cromossomos de peixes.

Pingou-se uma lamina em banho-maria a 60°C e foi levada a estufa a 45°C

para envelhecer por um dia;

Uma gota de solucdo de enzima foi pingada para cada gota de suspenséo

celular e coberta com laminula;

A lamina foi colocada em camara umida muito bem fechada e incubada a

37°C por cinco horas;

Transcorrido 0 tempo necessério, removou-se a laminula com um jato de

agua destilada e deixada secar ao ar;

A lamina foi corada com solucdo de Giemsa (5%) em tampéao fosfato pH 6,8

durante 10 minutos;



Lavou-se a lamina novamente em agua destilada e deixada secar ao ar.

3.2.7 Hibridacao Fluorescente in situ (FISH) com sonda rDNA 18S

Foi empregada a metodologia descrita por PINKEL et al. (1986) contendo
pequenas modificacdes.

A sonda de DNA ribossémico do fragmento 18S (cerca de 1800pb), foi obtida
a partir de amplificacdo por polimerizagdo em cadeia (PCR) dessa sequéncia do
DNA gendmico do peixe Prochilodus lineatus utilizando os primers NS1 (5-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) e NS8 (5-TCCGCAGGTTCACCTACGG-3)
(HATANAKA, 2000).

Para marcacao das sondas foi utilizado o procedimento de “nick translation”
com uso do Kit Bionick Labeling System Gibco. As etapas foram as seguintes:

Lavagem das laminas, contendo as preparagbes cromossomicas, em tampao
PBS 1x durante 5 minutos, em temperatura ambiente com agitacéo;
Desidratacdo em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 min. cada;
Incubacdo das laminas em solugcdo com 90ni de RNAse 10mg/mL (0,4%
RNAse/2xSSC), sob laminula a 37°C por 1 hora em camara Umida;

Lavagem das laminas trés vezes por 5 minutos cada com 2xSSC,;

Lavagem das laminas em PBS 1x durante 5 minutos;

Fixacdo em formaldeido 1% em PBS 1x com MgCl, 50mM por 10 minutos a
temperatura ambiente;

Lavagem em PBS 1x por 5 minutos;

Desidratacdo das laminas em série de etanol gelado (70%, 85% e 100%) por
5 minutos cada;

Desnaturagdo do DNA cromossomico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C
por 5 minutos;

Desidratacdo do material em série alcoodlica 70% (a temperatura de —20°C),
85% e 100% durante 5 minutos cada;

Montagem da lamina com 50nL de solucdo de hibridacdo coberta por uma
laminula. A solucdo ainda foi colocada em banho-maria a 70°C para que a

sonda fosse desnaturada;



Incubacgéo das laminas em camara Gmida a 37°C por 12 horas (overnight);
Passado o tempo de hibridacédo, as laminas foram lavadas em formamida
50% em 2xSSC pH 7,0 por 10 minutos, sob agitacédo a 42°C;

Laminas lavadas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada;

Foram lavadas entdo por 5 minutos em solucdo de Tween 20 (0,05%/
2xSSC);

Incubadas em tamp&o NFDM (non fat dry milk) 5%/4xSSC por 15 minutos;

As laminas foram lavadas duas vezes por 5 minutos cada com Tween 20;
Incubadas com 90 niL de FITC (0,25ng FITC/nL NFDM) durante 30 minutos
em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavagem das laminas realizadas por trés vezes com Tween 0,5%/4xSSC a
temperatura ambiente, durante 5 minutos cada,;

Incubadas com 90 nL de anti-avidina (7nL anti-avidina/700nL. NFDM) durante
30 minutos em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavagem das laminas realizadas por trés vezes com Tween 0,5%/4xSSC a
temperatura ambiente, durante 5 minutos cada;

Foram repetidas as incubacdes com FITC e anti-avidina, seguindo as
mesmas quantidades, tempo de incubacdo e lavagens recomendadas com
Tween 0,5%/4xSSC,;

A desidratacdo das laminas foi realizada em série de etanol gelado (70%,
85% e 100%) durante 5 minutos sob agitacao;

As laminas foram montadas com 25nlL para cada solucdo de iodeto de
propideo (proporcédo de 25niL de antifading com 1nL de iodeto de propideo
concentrado em 50ng/mL);

A andlise foi feita em fotomicroscoépio de epifluorescéncia sob filtro azul (450-

490hm de comprimento de onda).

3.2.8 Captura de imagens

As metéfases foram capturadas atraves do sistema de captura digital de
imagens utilizado foi o Applied Spectral Image, este acoplado a um microscépio Carl
Zeiss Axiophot. Através do software Case Data Manager Expo 2.0 foi possivel

realizar as analises cromossémicas e montar os cariotipos.



3.2.9 Identificagcdo dos cromossomos e montagem dos cariotipos

As medi¢cdes cromossdmicas foram feitas através do software Adobe
Photoshop 7.0. A classificagdo dos cromossomos conforme os valores da relagcéo de
bracos (RB) foi estabelecida segundo LEVAN, FREGDA e SANDBERG (1964) em:
metacéntricos (m) RB = 1,00 a 1,70; submetacéntricos (sm) RB = 1,71 a 3,00;
subtelocéntricos (st) RB = 3,01 a 7,00; acrocéntricos (a) RB > 7,01. Para o calculo
do numero fundamental (NF) os cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
subtelocéntricos foram considerados de dois bracos, enquanto que os acrocéntricos

constituidos por um unico braco.



4 RESULTADOS

O numero dipléide encontrado para o0s exemplares de Hypostomus
albopunctatus (Figura 3) analisados foi igual a 76 cromossomos, contudo, para
fémeas o numero fundamental foi igual a 141, ao passo que 0s machos
apresentaram o numero fundamental igual a 142. A evidéncia de um sistema sexual
do tipo ZZ/ZW proporcionou a diferenca quanto ao numero fundamental, ja que a
constituicdo cariotipica dos espécimes em questdo diferem apenas em um
Cromossomo acrocéntrico, o qual representa o cromossomo sexual W nas fémeas. O
cariétipo dos machos é formado por 10 metacéntricos, 14 submetacéntricos, 42
subtelocéntricos e 10 acrocéntricos, e, 0 cariotipo das fémeas € constituido por 10
metacéntricos, 14 submetacéntricos, 41 subtelocéntricos e 11 acrocéntricos (Figuras
4).

A heterocromatina foi evidenciada através do bandamento C principalmente
em regides teloméricas e em alguns cromossomos em regides pericentromericas.
Foi evidenciado uma forte marcacdo na porcao intersticial do 13° cromossomo do
complemento, sendo correspondente ao cromossomo Z. O W apresentou um grande
bloco heterocromético em quase todo o brago maior do cromossomo (Figuras 5 ).

Através do tratamento com a endonuclease de restricdo Alu | foi possivel
detectar conspicuas marcas teloméricas e algumas intersticiais ja evidenciadas
anteriormente através do bandamento C e principalmente através da dupla
coloragcédo, sendo a maioria das marcas DAPI positiva (Figuras 6). Quanto aos
Cromossomos sexuais apenas o0s referentes aos machos obtiveram marcas
negativas conspicuas intersticiais nas mesmas regides quando corados com
cromomicina Az ou iodeto de propideo.

A dupla coloracdo CMA3/DAPI evidenciou regides ricas em bases GC em
regides intersticiais bem definidas em alguns pares de cromossomos subtelo e
acrocéntricos, contudo, regides ricas em bases AT foram detectadas em por¢cdes
principalmente centroméricas e teloméricas em alguns cromossomos. O braco longo
do cromossomo Z foi corado quase que completamente pela cromomicina, bem
como 0s sinais obtidos das regifes organizadoras de nucléolo através de sonda
rDNA 18S, indicando que nessas regides predominam bases de adenina e timina

(Figuras 7). Todavia, o cromossomo W nao apresentou uma coloracéo preferencial,



podendo inferir que este apresenta regides interespacadas de AT e CG. Também foi
realizada a dupla coloracdo com iodeto de propideo e DAPI, sendo obtidos
resultados similares a dupla coloracdo CMA3/DAPI, contudo algumas marcacdes
mostraram-se mais conspicuas quando coradas com cromomicina ao invés de
iodeto de propideo.

N&ao foi detectado heteromorfismo entre as regides organizadoras de
nucléolos (RONSs), sendo apenas um par evidenciado através da impregnacao
argéntica. Este cromossomo é um submetacéntrico e correspondente ao 11° par do
complemento (Figura 8).

Através da técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi possivel
confirmar a presenca de apenas um par de RONs com a utilizacdo de sonda rDNA
18S, nao havendo outros sitios marcados, portanto, ndo foi detectada a presenca de
RONs néao ativas (figura 9).

Figura 3: Exemplar de Hypostomus albopunctatus.
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Figura 4: Metafases mitéticas de Hypostomus albopunctatus do Rio Laranjinha. Cariétipos
convencionais de fémeas (A) e machos (B). Ambos com 2n = 76 sendo a estrutura (10m, 14sm,
42st, 10a) e NF = 142 correspondente para machos e (10m, 14sm, 41st, 11a) NF = 141 para
fémeas.
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Figura 5: Padrdo de banda C de Hypostomus albopunctatus evidenciando a
heterocromatina nos cromossomos mitoticos de fémeas e machos,
respectivamente.




Figura 6a: Carittipo tratado com a enzima de restricdo Alu I. A flecha indica a
marca detectada das RONs em associacéo.
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Figura 6b: Flecha indicando bloco intersticial do cromossomo Z negativo para
o tratamento com a enzima Alu |.




Figura 7a: Dupla coloracdo CMA/DAPI aplicada em
cariétipo de fémea, evidenciando o conspicuo bloco
intersticial do cromossomo Z (seta branca), assim
como as RONs em associacdo (seta vermelha),
além de fortes marcas principalmente teloméricas e
centroméricas sendo algumas intersticiais, tanto
DAPI (setas azuis) quanto CMA; (setas verdes)
positivas.

Figura 7b: Dupla coloracdo CMA/DAPI aplicada em
cariétipo de macho sendo observadas as mesmas
marcacdes que no cariotipo da fémea, com a
adicdo de um cromossomo Z (setas brancas)
evidenciado pela CMA;. Em destaque no canto
superior direito o par sexual corado com iodeto de
propideo e DAPI. As RONSs estéo indicadas pelas
setas vermelhas.
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Figura 8: Metafases tratadas com AgNO; evidenciando apenas um par de RON simples.

Figura 9: Metafases hibridizadas por sondas rDNA 18S, confirmando a presenca de apenas um par

de cromossomos portadores dos genes responsaveis pela organizacdo do nucléolo (setas brancas).
Nesta foto o cromossomo Z esta sendo indicado pela seta de cor roxa.




5. DISCUSSAO

Os individuos representantes da ordem Siluriformes apresentam numeros
diploides bastante variados, porém, OLIVEIRA e GOSTZTONYI (2000) propuseram
gue o numero dipléide basal para este grande grupo corresponde a 2n = 56
cromossomos, levando em consideracdo tanto que a familia Diplomystidae seja um
grupo irmdo de todos os Siluriformes quanto o conservado numero diploide do
mesmo. Comumemnte é encontrado um valor alto de Numero Fundamental, proximo
a 100, nesta ordem, podendo inferir que esta seja uma caracteristica da mesma
(STOLF et al., 2004). Todavia, esta frequente ocorréncia do alto valor do Numero
Fundamental também é observada nas ordens Characiformes e Gymnotiformes,
sendo, portanto, proposto por OLIVEIRA e GOSZTONYI (2000) como uma condicéo
plesiomorfica.

Apesar de este grupo mostrar-se altamente conservado quanto ao numero
diploide, trés familias apresentam diversidade cariotipica um tanto quanto
acentuada, entre elas a familia Loricariidae cujo namero dipldide varia de 2n = 36 a
2n = 80 (RAVEDUTTI ; JULIO Jr., 2001).

O género Hypostomus abrange igualmente uma notavel amplitude no nimero
dipléide de seus exemplares variando de 2n = 52 a 2n = 80 (ARTONI; BERTOLLO,
1999). Considerando 2n = 54 como um carater basal, 0 aumento do numero dipléide
em Hypostomus reforca a idéia de que rearranjos robertsonianos, principalmente
fissbes céntricas, bem como o acumulo de heterocromatina constitutiva, estariam
intimamente relacionados ao processo evolutivo deste grupo, representando, entéo,
um carater derivado no género (ARTONI; BERTOLLO, 2001).

A subfamilia Hypostominae possui tendéncias muito conservativas como a
presenca de heterocromatina constitutiva adjacente ou coincidente com as RONs e
a posicdo telomérica dessas regides, na maioria das vezes no brago longo dos
cromossomos, apesar de concomitantemente apresentar uma grande variabilidade
cariotipica (CAMILO, 2004).

A quantidade e distribuicdo da heterocromatina constitutiva, posicdo e nimero
das RONs, numero dipléide e formula cariotipica sdo dados cromossdmicos
possiveis de caracterizar individualmente diferentes espécies de Hypostomus. Isto

se deve a estrutura ndo conservativa deste género (ARTONI, 1996).



No presente estudo, foram obtidos dados citogenéticos referentes a espécie
Hypostomus albopunctatus procedente do Rio Laranjinha, o qual faz parte da Bacia
do Alto Parand. O numero diploide encontrado foi 2n = 76 com a estrutura
cariotipica equivalente a 10 metacéntricos, 14 submetacéntricos, 42 subtelocéntricos
e 10 acrocéntricos, para os exemplares machos, e 10 metacéntricos, 14
submetacéntricos, 41 subtelocéntricos e 11 acrocéntricos para fémeas, evidenciando
a presenca de um sistema sexual cromossdémico do tipo ZZ/ZW.

Quando comparados com a literatura, os resultados obtidos néo se
mostraram congruentes. A mesma espécie foi descrita com 2n = 74 sendo destes 10
metacéntricos, 20 submetacéntricos e 44 subtelo e acrocéntricos, ndo apresentando
heteromorfismo cromossdémico relacionado ao sexo, sendo estes espécimes
coletados no Rio Mogi-Guacu (ARTONI; BERTOLLO, 1996). Outro estudo, realizado
por CAMILO, 2004 corrobora com o trabalho mencionado anteriormente, possuindo
0 mesmo numero dipldide para a espécie, assim como a mesma estrutura
cariotipica, porém os exemplares foram coletados no Rio Piracicaba situado no
municipio de Piracicaba.

A insuficiente e complexa descricdo taxonOmica deste género dificulta a
identificacdo exata da espécie (GOSLINE, 1947; REIS; WEBER; MALABARBA,
1990), podendo resultar em distintas descricfes citogenéticas para uma mesma
espécie. Isto ocorre, principalmente, pelo fato de que duas espécies com alto indice
de similaridade morfolégica podem ser classificadas como apenas uma, sendo,
portanto, necessario o uso da citogenética como um ferramenta citotaxonémica na
descrilcao deste grupo (MAURUTTO, 2007).

Porém a histéria evolutiva de H. albopunctatus, deve ser estudada a fundo
juntamente com o0s processos biogeograficos ocorridos até entdo, a fim de
evidenciar outros processos que possibilitariam esta divergéncia cromossomica em
exemplares da mesma espécie, como vicariancia, por exemplo.

Duas espécies do género Hypostomus ja foram descritas como detentoras de
heteromorfismo cromossdmico relacionado ao sexo, sendo que em H. macrops o
macho é heterogamético (sistema XY) (MICHELE; TAKAHASHI; FERRATI, 1977) e
em Hypostomus sp. G, a heterogametia € apresentado pela fémea (sistema ZW)
(ARTONI; VENERE; BERTOLLO, 1998).



No presente estudo foi encontrado um caso semelhante ao Hypostomus sp.
G, sendo evidenciado um sistema sexual do tipo ZW, ao contrario de descri¢cdes
anteriores para a espécie H. albopunctatus (ARTONI; BERTOLLO, 1996; CAMILO,
2004). O maior subtelocéntrico do complemento, ao passo que o cromossomo W é
um acrocéntrico e apresentou um tamanho reduzido em relacdo ao Z. Além disso, o
cromossomo W apresenta uma grande banda heterocromatica em quase todo o
braco longo restando apenas uma pequena por¢cao eucromatica na regido telomérica
ao passo que o Z apresenta duas regides heterocromaticas intersticiais conspicuas.

Este tipo de diferenciagcdo pode estar ligado a rearranjos estruturais,
resultando na prevencdo de recombinacdo meidtica (BECAK; BECAK, 1969;
ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000). Uma hipétese para tal diferenciacdo seria a
ocorréncia de uma inversao pericéntrica em um cromossomo similar ao Z, seguido
de perda de material cromossémico e entdo acumulo de heterocromatina, podendo
ter originado o cromossomo W, jA que rearranjos estruturais parecem ter um
importante papel na diferenciacdo de cromossomos sexuais nos locariideos
Loricariichthys platymetopon (SCAVONE; JULIO Jr., 1995) e Hypostomus sp. G
(ARTONI; VENERE; BERTOLLO, 1998). Um processo semelhante parece ter
ocorrido em Ancistrus sp. “Piagacu” (DE OLIVEIRA et al., 2007) que também faz
parte da familia Loricariidae.

Contudo, a diferenciacdo de cromossomos sexuais em peixes Neotropicais de
agua doce parece ter resultado de eventos independentes, e sua presenca nao
mantém uma relacao filogenética entre as espécies (ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI,
2001).

A macroestrutura cariotipica é relativamente constante, porém com diferencas
relacionadas a heterocromatina entre espécies (GALETTI Jr. et al., 1991) sendo de
grande eficiéncia na identificacdo de polimorfismos, podendo caracterizar
variabilidade intrapopulacional em algumas espécies da nossa ictiofauna
(MANTOVANI et al., 2000). A heterocromatina constitutiva € caracterizada como
uma regido repetitiva no DNA que sofre replicacdo tardia e possui pouca ou
nenhuma atividade transcricional (ARTONI et al., 1999; MARGARIDO; GALETTI Jr.,
2000), tendo um fundamental papel na diversificacdo cariotipica dos peixes (OJIMA,;

UEDA, 1979). Andlises da heterocromatina constitutiva dos Siluriformes ainda séo



escassas, apesar do fato que estas podem fornecer importantes infomacdes da
evolucéo cariotipica do grupo (KAVALCO et al., 2003).

Considerando que a maioria das espécies em Hypostominae apresentem
pouca heterocromatina constitutiva (ARTONI; BERTOLLO, 2001), uma moderada
guantidade deste tipo de macroestrutura cromossémica foi detectada, através do
bandamento C, principalmente em regides centroméricas e teloméricas, sendo este
padrdo muito encontrado em muitos Siluriformes (RAVEDUTTI; JULIO Jr., 2001).
Porém, foram também detectadas conspicuas marcas intersticiais em alguns
cromossomos subtelocéntricos, todavia, as marcas que mais chamaram atencéo
foram dos cromossomos sexuais, sendo detectado um bloco heterocromatico
intersticial nos cromossomos Z (subtelocéntricos) e o braco longo quase que
inteiramente heterocromatico do cromossomo W (acrocéntrico).

Foram detectadas bandas heterocromaticas consistentes na porcao
telomérica do bragco curto de um par de cromossomos submetacéntricos,
correspondentes aos carreadores das regibes organizadoras de nucléolo. Esta
coincidéncia entre as RONs com bandas de heterocromatina tém sido constatada
em varias espécies de Siluriformes (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990; OLIVEIRA,
1991).

O tratamento com a endonuclease de restricdo Alu | produz, geralmente,
marcacOes semelhantes as do bandamento C (SWARCA; GIULIANO-CAETANO;
DIAS, 2000; FARIA; MORIELLE-VERSUTE, 2002; CIPRIANO, 2005; entre outros).
Para Hypostomus albopunctatus, as marcacdes foram semelhantes as da banda C
em quase todos os cromossomos do complemento, evidenciando principalmente as
RONSs e as regides centroméricas e teloméricas. Também foi evidenciado o bloco
heterocromatico intersticial do cromossomo Z, ao contrario do cromossomo W que
nao foi detectada marca alguma. A auséncia ou o padrdo de coloracdo mais fraca
em alguns cromossomos refere-se a extracao diferencial do DNA promovida pela Alu
I. A acessibilidade da enzima (ou auséncia) em certas regides onde se situam blocos
heterocromaticos deve-se, provavelmente, a heterogeneidade apresentada pela
heterocromatina da espécie estudada.

Fluorocromos sao usados geralmente como indicadores de regides ricas em
bases fluoréforo-especificas. Este tipo de técnica vem sendo amplamente utilizado,

contribuindo com informacfes importantes sobre a composi¢cao da heterocromatina



(SOUZA, MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr., 1996). Neste estudo foram realizadas
técnicas de dupla coloracdo, sendo usados DAPI como evidenciador de regides
preferencialmente AT, Cromomicina Az (CMA3) destacando regides ricas em CG ou
ainda lodeto de Propideo com a mesma finalidade que a cromomicina.

Tanto as marcas intersticiais quanto as teloméricas e centroméricas que
haviam sido evidenciadas pela técnica de bandamento C foram também detectadas
com o corante DAPI. Contudo, a conspicua marca intersticial do cromossomo Z
mostrou-se com maior afinidade pela cromomicina e iodeto de propideo, indicando
maior quantidade de bases CG nesta regido. Esta mesma regido ndo obteve
coloracédo uniforme no bloco todo, sendo evidenciados principalmente dois blocos,
indicando que ha um interespacamento das bases constituintes do material
cromossOémico, bem como evidenciado no cromossomo W. As regibes portadoras
dos genes ribossomais 18S mostraram-se positivas para cromomicina e iodeto de
propideo. Esta coincidéncia entre marcac6es fluorescentes e RONs foi encontrada
também para diversas espécies de peixes (DA SILVA CORTINHAS et al., 2003;
CIPRIANO, 2005; NOLETO et al., 2006 entre outros), revelando associagdes entre
segmentos heterocromaticos ricos em bases GC e genes ribossomais (PENDAS,
MORAN; GARCIA-VAZQUEZ, 1993). Entretanto, a colora¢ido com fluorocromos CG
especificos ndo pode ser considerado como um método de determinagdo direta de
genes ribossomais mas de heterocromatinas ricas em bases CG associadas com
clusters de genes (ARTONI et al., 1999).

As regides organizadoras de nucléolo nos loricariideos apresentam fenotipos
variados e é observada uma tendéncia na manutencdo da condicao plesiomorfica,
gue é um par simples localizado na porcédo terminal (OLIVEIRA; GOSZTONYI,
2000). Ainda foi proposto por ARTONI, 1996 que o fenotipo ancestral das RONs
para a familia Loricariidae € um sitio terminal no bragco longo de um cromossomo
metacéntrico grande. Nas espécies do género Hypostomus € muito comum
encontrar variacbes fenotipicas nas RONs podendo ainda apresentar
heteromorfismo quanto ao tamanho destas regides entre cromossomos homaologos.
Para este grupo ja foram descritas tanto RONs simples quanto multiplas sendo estas
tltimas mais frequentes (ARTONI; BERTOLLO, 1992). Também foi verificado que
RONs multiplas estdo presentes em varias outras espécies da subfamilia
Hypostominae (ARTONI; BERTOLLO, 2001). Foi possivel verificar neste trabalho



apenas um par de RONs através da impregnacdo por nitrato de prata, para a
espécie H. albopunctatus, ndo apresentando heteromorfismo entre as regides
detectadas. Para a mesma espécie ja foi descrita a ocorréncia tanto de trés RONs
(CAMILO, 2004) quanto de dois pares destas regides (ARTONI; BERTOLLO, 1996),
tendo tais dados como mais uma evidéncia de que os exemplares deste estudo
sofreram distintos eventos em seu padrao evolutivo.

Devido a ndo se associar diretamente com rDNA e sim com proteinas
nucleolares envolvidas com atividade transcricional dos genes ribossomais, 0
método por impregnacdo por nitrato de prata detecta apenas as RONs que
estiveram ativas na intérfase anterior, mascarando possiveis sitios de rDNA inativos
no genoma (MILLER et al., 1976), sendo necessério, portanto, a aplicacdo de uma
técnica mais apurada para a deteccdo dos sitios portadores dos genes
organizadores de nucléolo.

Pela necessidade citada anteriormente, foi aplicada a técnica de Hibridacao in
situ Fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 18S. Através desta técnica foi possivel
evidenciar apenas dois sinais correspondentes as marcas detectadas por
impregnacao argéntica, confirmando a presenca de RONs simples para estes
exemplares, ao contrario dos descritos para os exemplares do Rio Mogi-Guacu e Rio
Piracicaba.



6 CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel estabelecer para a espécie Hypostomus
albopunctatus, proveniente do Rio Laranjinha — PR que faz parte da Bacia do Alto
Rio Parand, apresenta 2n = 76 cromossomos com a seguinte estrutura cariotipica:
10m, 14sm, 42st, 10a e NF = 142 correspondente para exemplares machos, e 10m,
14sm, 41st, 1la e NF = 141 para fémeas. Foi detectada a presenca de
heteromorfismo cromossémico sexual, moderada heterocromatina constitutiva
levando em consideracdo o padrao deste carater para o grupo, um par simples de
regibes organizadoras de nucléolo ativas, sendo confirmados os mesmos sitios
ribossomais com uma sonda rDNA 18S através da FISH. Este padrdo mostrou-se
consideravelmente distinto dos encontrados na literatura para a mesma espécie
sendo os exemplares coletados no Rio Piracicaba (CAMILO, 2004) e Rio Mogi-
Guacu (ARTONI; BERTOLLO, 1996), ambos no estado de S&o Paulo. Esta
discrepancia pode ser explicada pelas diferentes tendéncias de evolucao cariotipica

do grupo, sendo bastante comum entre os Hypostominae.
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