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RESUMO

A ictiofauna neotropical € uma das mais diversificadas do mundo, constituindo a
maior de todas as faunas epicontinentais do planeta. Contudo, esta elevada
diversidade ainda é pouco conhecida, particularmente em regides de cabeceiras de
rios. Desta forma, este estudo procurou caracterizar as regides das nascentes das
bacias dos rios Ribeira e Tibagi quanto a diversidade citogenética de peixes
loricariideos de pequeno porte, as quais sao reconhecidas por fixar mais facilmente
rearranjos cromossomicos. Neste trabalho foram analisados citogeneticamente cinco
espécies da familia Loricariidae: Neoplecostomus yapo, Kronichthys lacerta,
Isbrueckerichthys duseni, Parotocinclus maculicauda e Rineloricaria cf. lima. Foram
utilizados marcadores cromossémicos convencionais (numero diploide, férmula
cariotipica, numero fundamental e Ag-RON) e moleculares (FISH com sondas de
rDNA 18S e 5S e sonda telomérica) com intuito de comparar os cariétipos destas
espécies e contribuir com a citotaxonomia dos grupos basais de Loricariidae. Todas
as especies estudadas apresentaram 2n=54 cromossomos que é considerado um
carater plesiomorfico em Loricariidae, exceto Rineloricaria cf. lima que apresentou
uma variagdo de 2n=66 a 2n=70 cromossomos. Em R. cf. lima foi demonstrado
ocorrer uma série de eventos cromossOmicos para a manutencdo da viabilidade
populacional da espécie que diversificou até 2n=70 st/a por fissbes céntricas
gerando sitios instaveis nos pontos de quebra. Para cicatrizar estes pontos de
guebra, fusbes Robertsonianas ocorreram gerando o polimorfismo de 66 a 70
cromossomos observados atualmente. Diferentes combinacdes gaméticas gerariam
as alteracGes do NF superior a 70. Ainda, a heterocromatinacao facultativa parece
ter ocorrido para evitar possiveis danos das duplicacdes de bragcos cromossémicos.
Ainda, foram comparadas as trés espécies de Neoplecostominae (N. yapo, K.
lacerta, I. duseni) consideradas de grupos basais em Loricariidae juntamente com P.
maculicauda (Hypoptopomatinae) e dados da literatura. Os resultados
demonstraram que o 2n=54 cromossomos, pouca quantidade de heterocromatina e
a sintenia dos rDNAs 18S e 5S podem ser consideradas caracteristicas primitivas
em Loricariidae por estarem presentes no grupo irmao Trichomycteridae e nas
subfamilias consideradas basais Delturinae e Neoplecostominae. Assim, esta
analise cromossdmica entre os Loricariidae propicia um melhor entendimento dos
processos de evolugdo cromossdmica e das relacdes filogenéticas nesse grupo de
constantes reformulacdes cladisticas.



ABSTRACT

The neotropical ictiofauna is one of the most diversified in the world,
constituting the biggest of all epicontinental faunas in the planet. However, this high
diversity is still poorly known, particularly in river headwater regions. Therefore, this
study ai med t o c h asoarcetregions roe the RibeirabaadsTibagd
rivers in relation to cytogenetic diversity of small size loricariids fishes, which are
known for acquire chromosomal rearrangements more easily. At the present work,
five species from the Loricaridae family were citogenetically analyzed:
Neoplecostomus yapo, Kronichthys lacerta, Isbrueckerichthys duseni, Parotocinclus
maculicauda and Rineloricaria cf. lima. Conventional and molecular chromosomal
markers were utilized (diploid number, Karyotypic formula, fundamental number and
Ag-NOR) and (FISH with 18S rDNA, 5S rDNA and telomeric probes), respectively
with the intention of the comparing the Karyotypes from these species and contribute
with the cytotaxonomy from the basal groups of the Loricariidae. All the studied
species presented 2n=54 chromosomes, what is considered a plesiomorphic
character in Loricariidae, except for Rineloricaria cf. lima, which presented a variation
from 2n=66 to 2n=70 chromosomes. In R. cf. lima was demonstrated to occur a
series of chromosomal events for the maintenance of population viability of the
species that diversified until 2n=70 st/a for centric fissions generating instable sites in
breaking points. To heal these breaking points, Robertsonians fusions occurred
generating the 66 to 70 chromosome polymorphism observed presently. Different
gametic combinations would generate the alterations superior to 70 at the FN. Still,
the facultative heterochromatinization seems to have occurred to avoid possible
damage to the duplications of chromosome arms. Also, the three species of
Neoplecostominae (N. yapo, K. lacerta, |I. duseni) were compared, considered from
basal groups in Loricariidae together with P. maculicauda (Hypoptopomatinae) and
literature data. The results demonstrate that the 2n=54 chromosomes, a small
guantity of heter ochr omatin and the 18S and 58S
primitive characteristics in Loricariidae, because are presentin both, the out group
Trichomycteridae and the families considered basal, Delturinae e Neoplecostominae.
Thus, this chromosomal analysis among the Loricariidae lead a better understanding
from the chromosome evolution processes and the phylogenetic relationships in this
group of constant cladistic reformulations.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peixes de cabeceiras de riachos

Os peixes representam o0 grupo mais diversificado e um dos mais
interessantes para estudos de variabilidade genética e de evolugcdo entre os
vertebrados (NELSON, 2006). A grande maioria das espécies € cariotipicamente
Unica, tornando a citogenética uma ferramenta extremamente importante para a
citotaxonomia e citossistematica (WHITE, 1978). A fauna composta por espécies de
peixes de pequeno porte que habitam pequenos riachos de cabeceiras representam
no minimo 50% do total de espécies. Regides de cabeceiras de rios, particularmente
composta de peixes de pequeno porte sdo menos estudadas que as espécies
maiores. Na maioria das vezes, apresentam elevado grau de endemismo, nao
realizando migracdes extensas, fato proporcionado pela ocorréncia de eventos de
vicariancia, levando a multiplicacdo, por especiacdo em isolamento geografico de
espécies de peixes de riachos, caracterizadas pela distribuicdo geogréfica restrita
(CASTRO e MENEZES, 1998). Desde modo, é importante ressaltar a necessidade
de se coletar e estudar peixes de areas com endemismo acentuado, como as
cabeceiras de rios de distintos sistemas hidrogaficos. Assim, riachos e cabeceiras de
rios sdo ambientes que deveriam receber prioridade em sua exploracdo (CASTRO e
MENEZES; 1998 e CASTRO, 1999), especialmente no que diz respeito ao estudo

da sistematica, evolucéo e biologia geral de sua ictiofauna (CASTRO, 1999).

Uma bacia fluvial € formada por uma sequéncia de corpos de agua que se
organizam de forma dendritica. Seus componentes podem ser classificados em
categorias, sendo a menor destas formada pelos riachos de primeira ordem, que
constituem as cabeceiras das bacias, ndo possuindo tributarios. Os riachos de
primeira ordem sdo sempre 0s mais numerosos (~60% do total) e a soma de seus
comprimentos lineares € préxima da metade do comprimento linear de toda a bacia
de drenagem (WELCOMME, 1985).



De acordo com o trabalho de Castro (1999), o termo riacho refere-se aquelas
partes de um sistema fluvial qualquer, pouco ou néo alterado pela acdo antropica,
com producdo primaria autotréfica local baixa, devido a presenca de vegetacao
riparia que blogueia total ou parcialmente a incidéncia direta de luz solar, sendo a
comunidade Iética dominantemente heterotréfica e dependendo em grande parte da
importacdo de material organico aldéctone para subsistir. Difere de corpos de agua
corrente de maior porte, onde de modo geral, existe uma maior insolagao
possibilitando a existéncia de algas e macrofitas, levando a uma producéo primaria
local relativamente maior, tornando a comunidade Iética menos dependente da
importacdo de matéria organica para a sua subsisténcia. O ponto onde um riacho
muda de heterotréfico para autotrofico depende primariamente do nivel de
sombreamento e, portanto, da presenca, densidade e posi¢cado da vegetacao riparia,
gue por sua vez dependem do tipo de vegetacdo dominante na area, latitude,
altitude e estrutura fisica do riacho. Espera-se que a composi¢cao da ictiofauna dos
tributarios de primeira ordem seja diferente daquela dos riachos de maior ordem
(JUNK, 1993). A maioria das espécies de peixes que vivem em cabeceiras de
riachos sdo de pequeno porte e pouco conhecidas. A familia Loricariidae representa
uma importante familia da ictiofauna de riachos e é subdividida em seis subfamilias:
Lithogeneinae, Delturinae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae e
Hypostominae (REIS et al., 2006). As espécies de Neoplecostominae e
Hypostominae da tribo Ancistrini sdo caracteristicas das zonas encachoeiradas.
Algumas espécies de Hypostominae tribo Hypostomini e Loricariinae sdo habitantes
permanentes de riachos. Entre os loricariideos, destacam-se as espécies de
Rineloricaria pela sua ocorréncia nos fundos arenosos e pedregosos de pequenos
riachos (BUCKUP, 1999). As regifes das cabeceiras das bacias hidrograficas dos
rios Ribeira e Tibagi, Ponta Grossa-PR sdo ainda pouco exploradas quanto a
diversidade de espécies, principalmente no que se refere a loricariideos de pequeno
porte. Estudos citogenéticos e de levamentamento da ictiofauna podem auxiliar ao
entendimento da diversidade, distribuicao, aspectos de biogeografia e evolutivos que
envolvem este género de peixes em nossa regido, bem como, a descricdo de

possiveis espécies novas.



1.2. Rios Ribeira e Tibagi

A porcao paranaense da bacia hidrogréfica do Rio Ribeira que também abrange
o estado de S&o Paulo, é de 9.130 Km? O rio Ribeira do Iguape nasce na vertente
leste da serra de Paranapiacaba, tendo como principais contribuintes os rios,
Piedade, Pardo, Turvo, Capivari e Acungui (SEMA, 2010). O rio Ribeira somente
passa a ser denominado Ribeira de Iguape apo6s a confluéncia com seu principal
afluente, o Juquia. E o principal rio da regifo, formado pelos rios Ribeirdo Grande e
Acungui, que nascem no estado do Parana, a noroeste da Regido Metropolitana de
Curitiba, a uma altitude de aproximadamente 1.000 metros. Possui uma extensao
total de aproximadamente 470 km, sendo cerca de 220 km em terras paranaenses.
Sua foz localiza-se no municipio de Iguape, no local denominado Barra do Ribeira
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2003).

E uma importante bacia hidrogréafica entre as bacias litoraneas do Brasil. Um
aspecto ecolégico importante é que este sistema de rio é totalmente incluido no
interior de um dos maiores restos da floresta Atlantica do sudeste Brasil. Muitos dos
seus tributarios tém a ictiofauna totalmente desconhecida. As ameacas aos
ecossistemas atlanticos da floresta incluem a degradacéo de corregos naturais e dos
rios, causados pela perda de vegetacéo ciliar, erosédo, poluicdo organica e quimica,
represamento, e introducdes de espécies exoticas. Os peixes sao provavelmente os
vertebrados menos conhecidos da floresta Atlantica, em parte devido a falta da
informacé&o taxonémica e sistematica (PEREIRA e OYAKAWA, 2003).

Por sua vez, o Rio Tibagi possui 550 km de extensdo com 91 saltos e
cachoeiras (SEMA, 2010). A bacia do rio Tibagi tem &rea aproximada de 25.293 km?,
0 que corresponde a cerca de 13% da area do estado do Parana. Percorre o
primeiro, o segundo e o terceiro planalto Paranaense, possui 65 tributarios principais
e sua nascente esta localizada na Serra das Almas entre Ponta Grossa (PR) e
Palmeira (PR) a 1.100 metros de altitude, atravessa o estado em direcdo norte, até
desembocar no reservatério da Usina Hidrelétrica de Capivara, no rio
Paranapanema a 298 metros de altitude (PINESE, 2002). A bacia do rio Tibagi



apresenta uma grande diversidade de peixes e esta tende a aumentar da nascente
em direcdo a foz. Todas as espécies registradas para a bacia pertencem a
subclasse Actinopterygii e, principalmente, a superordem Ostariophysi. Mas o que se
verifica é que, embora ainda exista riqueza de espécies, predominantemente
pertencentes as ordens Characiformes e Siluriformes, muitas tiveram sua
abundancia reduzida. Grande parte dessa situacdo € consequéncia de alteracdes
ambientais causadas pela destruicdo das florestas ciliares, pelo ndo tratamento de
efluentes urbanos, pela falta de controle e de cuidados na aplicacédo de defensivos

agricolas (SHIBATTA et al., 2002), e pela construcéo de represas.

Em coletas realizadas em quatro trechos da bacia do rio Tibagi por Shibatta
et.al.,, (2007), descreveram um numero de 68 espécies de quatro ordens (32
espécies da ordem Characiformes, 32 Siluriformes, 2 Gymnotiformes e 2
Perciformes). Com este estudo, sdo acrescentadas mais 13 espécies para a bacia
do rio Tibagi, além das 110 citadas por Shibatta et al. (2002). Dessa forma, a analise
citogenética de populacbes de cabeceiras dos rios, principalmente aquelas
relacionadas a tributarios de primeira ordem e segunda ordem, sdo extremamente
interessantes para 0 reconhecimento de espécies novas, compreensdo da

biogeografia e dispersdo da fauna de peixe local.

1.3. Diversidade citogenética em peixes neotropicais, com enfoque especial

na familia Loricariidae

Atualmente sdo reconhecidas aproximadamente 1,8 milhdo de espécies de
organismos vivos (COX e MOORE, 2000), dos quais aproximadamente 55.000 séao
vertebrados e, dentre esses, aproximadamente 32.500 sdo espécies de peixes
reconhecidas (NELSON, 2006). A grande riqueza de espécies de peixes reflete-se
também na sua diversidade morfoldgica e ecoldgica e a maior parte dessa riqueza e
diversidade encontra-se em aguas brasileiras (LOWE-McCONNELL, 1999). Grande



parte desta riqueza est4 nas dguas doces neotropicais, onde quatro ordens podem
ser destacadas, em numeros de espécie e abundancia: Characiformes, Siluriformes,
Perciformes e Gymnotiformes (LOWE-MecCONNELL, 1987; AGOSTINHO et al.,
2007).

A ictiofauna neotropical € uma das mais diversificadas do mundo, representa
um oitavo da diversidade de vertebrados viventes e constituem a maior de todas as
faunas epicontinentais do planeta (VARI e MALABARBA, 1998), com mais de 46%
das 13.000 espécies de agua doce registradas até entdo (REIS et al., 2003).
Contudo, esta elevada diversidade ainda € pouco conhecida, com grandes areas
geograficas que representam lacunas no conhecimento da composicao e ecologia
da ictiofauna (LEVEQUE et al., 2008). A familia mais representativa em termos de
numero de espécies é Characidae, com pelo menos 1.352 espécies (REIS et al.,
2003). Este grupo forma o principal conjunto de espécies nectbnicas em riachos de
médio e baixo gradiente (BUCKUP, 1999), predominando inclusive em termos de
abundancia e biomassa (CASTRO et al., 2003, 2004, 2005) e desempenhando um

papel importante na producéo de peixes de riachos.

De acordo com Ferraris (2007) a familia Loricariidae € a segunda mais
numerosa entre 0s peixes neotropicais. Recentemente, Eschmeyer e Fricke (2010)
descreveram 785 espécies reconhecidas em Loricariidae alocadas em cerca de 100
géneros. Estes peixes estao distribuidos por toda a regido Neotropical, estendendo-
se da Costa Rica a Argentina (REIS et al., 2003). Os loricariideos sdo comumente
reconhecidos por possuirem o corpo recoberto por placas dérmicas (o que lhes
confere o nome popul aaqendfermaide eestasa Idcaligadg na
regido ventral. Entretanto, a classificacdo das subfamilias e o agrupamento dos
géneros tem sido alvo de constantes reformulacdes (ISBRUCKER, 1980;
ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006). Armbruster (2004) considera as
subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae, Lithogeneinae, Loricariinae e
Neoplecostominae vadlidas para este grupo. Nesta revisdo, a antiga subfamilia
Ancistrinae foi considerada como sinbnima de Hypostominae, a qual passou a ser

constituida por cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini, Hypostomini,



Pterygoplichthini e Ancistrini. Adicionalmente, os géneros Hemipsilichthys,
Isbrueckerichthys, Kronichthys e Pareiorhina foram alocados na subfamilia
Neoplecostominae (ARMBRUSTER, 2004). Posteriormente, foi criada a subfamilia
Delturinae incorporando os géneros Delturus e Upsilodus, os quais apresentam duas
sinapomorfias irreversiveis (REIS et al., 2003). Mais recentemente, Cramer (2009)
usando dados moleculares nucleares, mitocondriais e morfolégicos, alocou o género
Hemipsilichthys na subfamilia Delturinae. Desta forma, a atual familia Loricariidae é
dividida em seis subfamilias: Lithogeneinae Eigenmann, 1909 (1 género, 3
espécies), Delturinae Reis et al., 2006, (2 géneros, 7 espécies), Neoplecostominae
Regan, 1904 (5 géneros, 39 espécies), Hypoptopomatinae Eigenmann e Eigenmann,
1890 (18 géneros, 103 espécies), Loricariinae Bonaparte, 1831 (~36 géneros, 222
espécies) e Hypostominae Kner, 1853 (~40 géneros, 411 espécies). Do ponto de
vista citogenético e evolutivo, esta familia apresenta peculiaridades interessantes,
tais como a grande diversificacdo de formas e grande variedade de tipos e numeros
cromossomicos (LARA-KAMEI, 1998). Pouco se sabe sobre organizagao cariotipica
desta familia e existe uma grande variagdo no numero cromossdmico, a qual pode
apresentar de 2n=34 cromossomos em Ancistrus sp. 1 e Ancistrus sp. 2 (OLIVEIRA,
2006) a 2n=96 cromossomos em Upsilodus sp. (KAVALCO et al., 2004).

O género Neoplecostomus, pertence a subfamilia Neoplecostominae e esta
composto atualmente por dez espécies distribuidas em rios e riachos do sudeste do
Brasil, sendo que destas, trés foram descobertas recentemente por Zawadzki et al.,
(2008), provenientes de pequenos afluentes das bacias de Paranaiba,
Paranapanema, Tibagi e Alto Rio Parana. Estas trés novas espécies fornecem um
forte indicativo que um namero maior ainda deverdo ser iventariadas, uma vez que,
hd um aumento de expedicbes de coleta em pequenos cérregos e nascentes dos
sistemas hidrograficos brasileiros. Dados citogenéticos para espécies deste género
estdo disponiveis apenas para Neoplecostomus microps e Neoplecostomus
paranensis. Os estudos cariotipicos nestas espécies demonstraram o numero
dipléide de 2n=54 cromossomos e uma aparente conservacao cariotipica (ALVES et
al., 2005; KAVALCO et al., 2005).



O género Isbrueckerichthys foi agrupado entre os Neoplecostominae por
Armbruster (2004). Isbrueckerichthys foi proposto por Derijst (1996) para incluir a
espécie Pareiorhaphis duseni e Pareiorhaphis alipionis. Este género € composto de
espécies de porte pequeno e médio, comumente encontradas em cabeceiras de
coérregos com agua clara e bem oxigenada, onde o fundo € composto de rochas,
pedras e cascalho (PEREIRA e REIS, 2002). As trés espécies descritas de
Isbrueckerichthys eram atribuidas como endémicas da bacia do rio Ribeira de
Ilguape. A espécie Isbrueckerichthys duseni, foi descrita para a parte mais alta desta
bacia no Estado do Parana, I. alipionis, a partir do rio Betari, afluente do rio Ribeira
de Iguape e, |. epakmos, reconhecida em um afluente do rio Juquia, em S&o Paulo
(JEREP et al., 2006). No trabalho destes mesmos autores, duas novas espécies de
Isbrueckerichthys séo descritas, |. saxicola e l.calvus, ambas coletadas em riachos
de cabeceira do rio Tibagi, bacia do rio Paranapanema, no Estado do Parana. Essas
sdo as primeiras descricdes para o género Isbrueckerichthys fora da bacia do
Ribeira de Iguape, demonstrando um aumento na faixa de distribuicdo geografica do

género.

Dados citogenéticos para este género sdo encontrados no trabalho de Alves
(2000) para Isbrueckerichthys alipionis, coletados no Rio Betari, Sdo Paulo, com
2n=54 e caridtipo composto de 38 cromossomos meta/submetacéntricos e 16
subtelo/acrocéntricos. Alves et al., (2005) analisaram o cariétipo de representantes
dos géneros da familia Loricaridae Corymbophanes, Hemipsilichthys,
Isbrueckerichthys, Kronichthys e Pareiorhina e de Neoplecostominae género
Neoplecostomus. Neste trabalho o numero dipldide encontrado para a espécie
Isbrueckerichthys duseni do Rio Betari, Iporanga (SP) foi de 2n=54, com caribtipo
composto de 20 cromossomos metacéntricos, 20 submetacéntricos e 14

subtelocéntricos.

Por sua vez, o género Kronichthys foi descrito por Miranda Ribeiro, 1908 e
tem uma distribuicdo geografica restrita a bacia do leste entre os estados do Parana
e Rio de Janeiro. Neste género séo descritas trés espécies: Kronichthys heylandi, K.

lacerta e K. subteres (FERRARIS, 2007). A espécie K. lacerta é encontrado na bacia



da Baia de Paranagua e do rio Ribeira de Iguape (WEBER, 2003). Descri¢cdes
citogenéticas para as trés espécies indicam um numero dipléide de 54
cromosssomos (ALVES et al., 2005; KAVALCO et al., 2005) no entanto, estudos

pormenorizados para marcadores cromossdémicos ndo sao disponiveis.

A similaridade cariotipica identificada entre as espécies dos géneros
Neoplecostomus, Hemipsilichthys, Kronichthys, Isbrueckerichthys e Pareiorhina
reforca a hipétese de que esses géneros podem estar mais relacionados entre si do
gue para outras espécies de Hypostominae, compondo um grupo primitivo na familia
Loricariidae. As novas analises citogenéticas de espécies adicionais, e a analise de
dados morfologicos e moleculares serdo muito importantes para uma melhor

compreensao da relacao entre os géneros de Loricariidae (ALVES et al., 2005).

A subfamilia Loricariinae € a segunda mais numerosa da familia Loricariidae e
os dados citogenéticos apresentados mostram uma grande diversidade tanto no que
se refere ao nimero de cromossomos quanto a férmula cariotipica. Rineloricaria
Bleeker, 1862, é o género mais rico em espécies da familia Loricariinae, com cerca
de 60 espécies (RODRIGUEZ e REIS, 2008; GHAZZI, 2008). Este género possui
uma ampla variacao cariotipica, com o0 menor numero diploide equivalente a 2n=36
cromossomos em Rineloricaria latirostris e o maior apresentando 2n=70
cromossomos em Rineloricaria sp. (GIULIANO-CAETANO, 1998; ALVES et al.,
2003; RODRIGUES e ALMEIDAi TOLEDO, 2008). As espécies deste género
habitam uma variedade de ambientes que vao de riachos de montanha com aguas
rasas, claras, frias e de forte correnteza, a grandes rios ou lagoas em planicies da
América do Sul (REIS e CARDOSO, 2001). Considerando a complexidade
taxondmica de Rineloricaria e sua ampla distribuicdo geografica, poucos estudos
foram feitos sobre o género (GHAZZI, 2008). Ainda, segundo o mesmo autor,
levantamentos recentes nas colecfes do Museu de Zoologia da Universidade de
Sdo Paulo 7 SP, Museu Nacional - RS e Museu de Histéria Natural Capdo da
Imbuia, Curitiba i PR, constataram que ocorrem pelo menos duas espécies nao
descritas no sistema do rio Ribeira de Iguape; uma no rio Paraiba do Sul; duas nos

rios que drenam para a baia da Guanabara e Sepetiba e; finalmente os rios



Itabapoana (divisa RJ/ES) e Doce abrigam pelo menos uma espécie de Rineloricaria

nao descrita.

Mendes Neto (2008) analisou Rineloricaria cf. latirostris, sugerindo esta como
uma possivel espécie invasora do rio Sdo Francisco, apresentando 2n=48 com
férmula cromossémica 16m/sm e 32st/a. Nesta espécie o 2n pode variar de 2n=36 a
2n=48 cromossomos. Mesmo com uma variagdo cromossOmica tdo grande o
numero fundamental (NF=60) da espécie mantém-se conservado, obtendo-se uma
relacdo direta entre a diminuicdo do numero dipldéide e 0 aumento do nimero de
cromossomos do tipo m/sm e consequente diminuicdo do nimero de cromossomos
do tipo st/a, o que representa um polimorfismo estavel nessas popula¢gdes devido a
rearranjos Robertsonianos (GIULIANO-CAETANO, 1998).

A subfamilia Hypoptopomatinae é considerada monofilética, inclui 19 géneros
com mais de 80 espécies, chamados popularmente de cascudinhos (CARVALHO et
al., 2008). O monofiletismo do género Parotocinclus Eigenmann e Eigenmann, 1889
tem sido muito controverso. Schaefer (1991) reconheceu Parotocinclus como
monofilético considerando uma série de caracteres: uma robusta crista curta para a
musculatura adutora, um grande primeiro aculeo da nadadeira dorsal e uma linha
lateral interrompida, terminando em duas ou quatro placas antes da ultima placa
lateral. No mesmo estudo, Parotocinclus foi considerado grupo irméo de Schizolecis,
em um clado que inclui Otothyri e Pseudotothyris. Em outro estudo, Parotocinclus foi
considerado em uma posi¢cao basal dentro da tribo Otothyrini (SCHAEFER, 1998).
De acordo com uma analise de parcimonia de relacdes filogenéticas, Parotocinclus
foi considerado como um agrupamento polifilético (GAUGER e BUCKUP, 2005). Em
uma hipdtese mais recente para as relacdes filogenéticas de Hypotopomatinae nao
foram encontradas evidéncias que suportem a monofilia da tribo Otothyrini e
considerado Parotocinclus como um agrupamento altamente parafilético
(LEHMANN, 2006). Atualmente, este género € composto por 23 espécies, no
entanto, novas estimativas de relacbes filogenéticas, a biodiversidade de
Parotocinclus e uma nova diagnose da subfamilia Hypotopomatinae séo

necessarias. S8o poucos 0s estudos citogenéticos nesta subfamilia, no entanto o
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namero diploide (54 cromossomos) e Ag-RONSs intersticiais tém sido encontradas em
quase todas as espécies de Hypoptopomatinae (ANDREATA et al., 1992, 1993,
1994, 2000; KAVALCO et al., 2005). As excecdes séo para Hisonotus gibbosos com
2n=58 cromossomos (ANDREATA et al., 2000) e Otocinclus aff. vestitus com 2n=72
cromossomos (ANDREATA et al., 1994).

Desta forma, torna-se interessante caracterizar as regides de nascentes das
bacias do Ribeira e Tibagi quanto a diversidade citogenética de peixes loricariideos,
principalmente no que se refere a espécies residentes, as quais sdo reconhecidas
por fixar mais facilmente rearranjos cromossomicos, constituindo assim uma fonte de
variabilidade genética. Em consequéncia, estas informacdes servirdo ao propoésito
de diagnosticar areas de endemismo, importantes para a conservacgao bioldgica de

especies regionais.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As técnicas utilizadas em citogenética tém gerado resultados e informacdes
importantes que vem sendo interpretadas com um enfoque evolutivo e que ajudam
na compreenséao das relacdes de parentescos entre ou dentro de diferentes ordens,
familias e géneros de peixes. Em peixes hé registro de grande numero de variacdes
cromossbmicas que significam, em parte, a adaptabilidade das espécies aos
diferentes ambientes onde ocorrem (MARQUES, 2003). As regides de cabeceiras de
rios sao particularmente importantes por apresentar um grande nimero de espécies
de peixes de pequeno porte ainda nao descritas. As regides das cabeceiras dos rios
Ribeira e Tibagi, nas proximidades do municipio de Ponta Grossa, PR foram pouco
estudadas no que se refere a identificacdo de espécies de peixes loricariideos, sua
genética e mecanismos de evolucédo cariotipica. Diante deste cenario, este trabalho
realizou uma descricdo citogenética em exemplares de Loricariidae de pequeno
porte capturados nesta regido, comparando os dados obtidos com aqueles da
literatura, buscando contribuir com a citotaxonomia, biogeografia de espécies e no

entendimento dos mecanismos de evolucao cariotipica para a familia.
Assim, os objetivos do presente trabalho foram:

a) caracterizar, cariotipicamente, diferentes populacdes de espécies de Loricariidae,

residentes nas cabeceiras dos rios Ribeira e Tibagi, regido de Ponta Grossa (PR);

b) identificar marcadores cromossémicos que sejam informativos para analises

comparativas entre espécies e populacdes em estudo;

c) utilizar os dados obtidos e de literatura, para o entendimento da evolucao
cariotipica, biodiversidade e distribuicdo de grupos da ictiofauna, em relacao a areas

ecologicamente diversificadas de nosso sistema fluvial,

d) contribuir para um inventario de espécies residentes nas regides de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material e locais de coleta

Os exemplares foram coletados no Rio Verde, Ponta Grossa-PR (bacia do rio
Tibagi); Corrego do Areia, Ponta Grossa i PR e; Rio A¢ungui, Campo Largo i PR,
nascentes do Rio Ribeira (Fig. 1). As populacdes de Rineloricaria cf. lima;
Neoplecostomus yapo; Kronichthys lacerta; Isbrueckerichthys duseni e Parotocinclus
maculicauda (Fig. 2), foram submetidas a identificagdo do numero dipléide modal e

realizacdo dos demais procedimentos citogenéticos.

Bacia do Bacia do
Tibagi Ribeira

2

Figura 1. Mapa hidrografico do estado do Parana, em destaque a regido de divisdo
das bacias do rio Tibagi e Ribeira na regido de Ponta Grossa. Em (a) Rio
Verde i Ponta Grossa; (b) Corrego Ribeirdo do Areia i Ponta Grossa e (c)
rio Acungui i Campo Largo. (Fonte: http://www.itcg.pr.gov.br/ - Instituto de

Terras, Cartografia e Geociéncias i ITCG).

3.2. Meétodos

O material cromossémico foi obtido via preparacdo de espécimes coletados na

natureza  (Licenca permanente para coleta de material zooldgico


http://www.itcg.pr.gov.br/
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MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1) ou, eventualmente, a partir do banco de preparacdes
cromossbmicas do Laboratério de Citogenética e Evolucdo, do Departamento de
Biologia Estrutural Molecular e Genética da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Os procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacg&o
Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 04741/08). Os
exemplares foram coletados com auxilio de redes e/ou tarrafas, levados vivos para o
laboratério de Genética e Evolucdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Campus de Uvaranas (PR) e mantidos em aquarios aerados. Foram sacrificados
posteriormente para retirada de tecido para preparacfes citogenéticas (porcéo
anterior do rim). O material obtido foi analisado no Laboratério de Citogenética
Animal do departamento de Genética da Universidade Federal do Parana e no
Laboratério de Citogenética e Evolucdo, do Departamento de Biologia Estrutural
Molecular e Genética da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

e

D

Figura 2. Espécimes estudados. (A) Rineloricaria cf. lima; (B) Neoplecostomus yapo;
(C) Kronichthys lacerta; (D) Isbrueckerichthys duseni e (E) Parotocinclus

maculicauda.
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3.2.1 Obtencdo de Cromossomos Mitéticos

A. Preparagdes Diretas (BERTOLLO et al., 1978)

1. Injetar intra-abdominalmente no animal uma solucéo aquosa de colchicina
0,025%, na proporcéo de 1 ml/100g de peso.

2. Manter o peixe em aquario bem aerado durante 50 - 60 minutos.

3. Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina
diluida a 0.01%, sacrificando-o em seguida.

4. Retirar uma pequena porc¢ao do rim anterior, transferindo-a para cerca de
10 ml de solucgéo hipotbnica (KCI 0.075M), dissociando as células com uma seringa
desprovida de agulha.

5. Incubar em estufa a 37°C durante 25-30 minutos.

6. Re-suspender o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o
em um tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos néo desfeitos.

7. Acrescentar algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de acido
acético glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes.

8. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm.

9. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur. Adicionar 5-7
ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material e centrifugar por mais 10
minutos, a 900 rpm.

10. Repetir novamente o item 9.

11. Descartar o material sobrenadante e adicionar quantidade suficiente de
fixador para que se tenha uma suspensdo celular moderadamente concentrada
(geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-suspender bem o material.

12. Acondicionar em frascos do tipo Ependorff. Nesta etapa, o0 material podera
ser armazenado em freezer, para posterior utilizacao.

13. Pingar 1-2 gotas da suspensao celular, com uma pipeta Pasteur, sobre
uma lamina bem limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'agua a 60°C, de tal
forma que a dgua escorra e permita que o material figue aderido sobre a lamina.

14. Deixar o material secar ao ar.

15. Corar com solucdo de Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH=6,8 durante

6-8 minutos.
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16. Lavar com agua corrente e deixar secar ao ar.

B. Cultura Celular de Curta Duragcao (FENOCCHIO et al., 1991)

1. Anestesiar o animal colocando-o em um recipiente contendo benzocaina
diluida a 0.1%, sacrificando-o em seguida.

2. Retirar uma porgéo do rim anterior e colocar o material em uma cuba de
vidro, contendo aproximadamente 5 ml de meio de cultura TC199 modificado
(Interlab com Licenga Flow Laboratories), suplementado com 20% de soro fetal
bovino e antibiéticos (5mg de penicilina/litro; 10mg de estreptomicina/litro).

3. Dissociar os tecidos, com uma seringa sem agulha, até obter uma
suspensao celular homogénea.

4. Incubar o material em uma estufa a 30°C, durante aproximadamente 6
horas.

5. Adicionar 2 gotas de solugéo de colchicina a 0,017%, 30 minutos antes do
término da incubacéo.

6. Re-suspender o material com uma pipeta Pasteur, transferindo-o para um
tubo de centrifuga.

7. Centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm e eliminar o sobrenadante.

8. Acrescentar 10 ml de solugdo de KCl a 0,075M e levar a estufa a 36-37°C,
durante 25-30 minutos.

9. Repetir os itens 6 a 16, conforme 0 método anterior (preparacao direta).

Deteccéao da Heterocromatina Constitutiva: Bandas-CBG

(SUMNER, 1972, com pequenas modificacdes).
1. Tratar as laminas contendo o material celular em acido cloridrico (HCI)
0,2N, a 37°C, durante 10 minutos e lavar com agua destilada.

2. Incubar a preparagdo em hidroxido de Bario (Ba(OH)o ) a 5%, recem

preparada e filtrada, a 42°C, durante 1 a 2 minutos.
3. Submergir a lamina em solucéo de acido cloridrico 0,2N e lavar com agua
destilada.

4. Imergir a lamina em solugéo salina 2xSSC, a 60°C, durante 40 minutos.
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5. Lavar bem, com agua destilada e secar ao ar.
6. Corar com solucdo de Giemsa a 2%, em tampao fosfato pH=6,8 durante 15

minutos.

3.2.3 Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolos: Ag-RONs

(HOWELL e BLACK, 1980).

1. Colocar, sobre as preparacdes cromossdmicas, 3 gotas de solucédo de
gelatina (1%) e 6 gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata (50%). Misturar
levemente com a ponta de uma laminula, tomando cuidado para ndo riscar o
material.

2. Cobrir a lamina com uma laminula (60x20mm) e manter em estufa a 60°C,
0 tempo necessario para que 0S Cromossomos e nucleos assumam uma coloragao
amarelada e os nucléolos e as RONs uma coloracdo quase preta (em geral esse
tempo varia entre 3 a 5 minutos).

3. Remover a laminula com um jato de agua destilada.

4. Secar ao ar.

5. Corar o material com solucédo de Giemsa a 1%, durante 1 minuto.

6. Lavar em égua corrente e secar ao ar.

3.2.4 Hibridacao fluorescente (FISH) com sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e
telomérica (PINKEL et al., 1986).

A. Marcacao das sondas

Neste estudo, foram utilizadas trés sondas para o mapeamento fisico destas
sequéncias sobre os cromossomos: uma sonda de rDNA 18S, obtida do DNA
nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004), uma sonda de
rDNA 5S, isolada a partir do DNA gendmico de Leporinus elongatus (MARTINS e
GALETTI, 1999) e uma sonda para sequéncia telomérica de eucariotos (IJDO et al.,
1991). As sondas foram marcadas pela técnica de PCR, utilizando os haptenos
biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP (Roche). A reacdo de PCR de marcacéo
a partir de primers para a regido flanqueadora do plasmidio PGemT foi realizada

para os clonesde rDNAcom( 20 dg DNA moTagpelimerdsalX¥p 2 mM
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MgCl,, 400 M dATP, dGTP e dCTP, 280 nmM de dTTP, 120 nM de dUTP 11-
digoxigenina ou dUTP 16 biotina, 1 nM primer M13 F, 1 nM primer M13 R e 2 U de
Tag polimerase), de acordo com as seguintes condi¢des: 5 min a 94°; 35 ciclos: 1
min a 90°C, 1 min e 30 s a 52°C e 1 min e 30 s a 72°C. Para a marcacdo da sonda
telomérica foi utilizada a seguinte reacao (tampao Tag polimerase 1X = 2 mM MgCl,,
400 nM dATP, dGTP e dCTP, 280 nM de dTTP, 120 nM de dUTP 11- digoxigenina,
0,2 mM primer (TTAGGG)g, 0,2 mM primer (AATCCC)s e 2 U de Tag polimerase), de
acordo com as seguintes especificacdes: duas condi¢cdes de amplificacdo, a primeira
amplificacdo é realizada com baixa estringéncia: 4 min a 94°; 12 ciclos de (1 min a
94°C, 45s a 52°C e 1 min e 30s a 72°C), seguidos por 35 ciclos de alta estringéncia
(1 min a 94°C, 1 min e 30 s a 60°C e 1 min e 30 s a 72°C). Os produtos obtidos sdo
checados em gel de agarose 1%. Os produtos destas reacdes de marcacao foram
precipitados com acetato de potassio e etanol overnight a -20° C. Posteriormente, o
material serd centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm, sera descartado o

sobrenadante, deixando o DNA marcado secar completamente em estufa a 37° C.
B. Preparacéo das laminas

As laminas, contendo as preparacdes cromossomicas, foram lavadas em
PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de
etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com
solucdo de RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora, em camara Umida a 37°C, lavadas
duas vezes em solucdo de 2xSSC, por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em
seguida a fixacdo com formaldeido 1% / PBS 1x / MgCl, 50mM, por 10 minutos, a
temperatura ambiente, lavagem em PBS 1x por 5 minutos e desidratacdo em série
de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a temperatura ambiente. As
laminas foram entdo tratadas com formamida 70% dissolvida em 2xSSC, a 70°C, por
5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5

minutos cada banho.
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C. Hibridacéao e deteccao dos sinais correspondentes

O procedimento geral da FISH sob alta condicdo de estringéncia usou as
seguintes condi¢des para a solugéo de hibridagéao (2,5 ng/pL para cada sonda, 50%
formamida, 2XSSC, 10% sulfato dextrano i 77% de estringéncia). Foram aplicados,
sobre as laminas, cerca de 50 pl da solugdo de hibridacdo permanecendo
fover ni Chamicamara 8mida contendo solucdo de 2xSSC pH 7,0. Decorrido
este tempo, as laminas foram lavadas com solucdo de formamida 15% em 0,2xSSC
pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida, lavadas com 0,1xSSC a 60°C, por 15
minutos. Em seguida foram lavadas em Tween 0,05%/4xSSC, por 5 minutos,
incubacdo em 90 pl de tamp&o NFDM a 5%, por 15 minutos em camara umida e
duas lavagens com Tween 0,05%/4xSSC, cinco minutos cada. Para a deteccdo da
sonda, foram colocados sobre as laminas 90 pl da solucdo (avidina-FITC -
Fluoresceina Isotil Cianato-avidina conjugada a 0,25 pg/pl e antidigoxigenina
rodamina a 1 mg/ml diluidos em tampdo NFDM a 5% nas concentracdes de 1:1000
e 5:1000, respectivamente), permanecendo por 1 hora a 37°C, em camara imida. As
laminas foram entéo lavadas 3 vezes em Tween 0,05%/4xSSC, cinco minutos cada.
Em seguida a desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura
ambiente, 5 minutos em cada banho. Os cromossomos foram entdo contra corados

com DAPI (0,2 Og/ml) dilu2do em uma sol u-«o
3.2.5 Andlises Cariotipicas

As preparacbes cromossoOmicas convencionais foram analisadas em
microscopio de campo claro Olympus Bx41. As preparacdes com hibridacéo in situ
foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados
Olympus Bx41. As imagens foram capturadas com utilizacdo da camera CCD DP71
(Olympus) e software DP controller. As melhores imagens foram utilizadas para
organizar os cariétipos, onde os homélogos foram pareados e dispostos em grupos
(metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico), com a utilizacdo do

Programa Adobe Photoshop.
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A classificacdo cromossOmica adotada foi a proposta por Levan et al. (1964)
onde o limite de relacéo de bracgos (RB), braco maior/braco menor, estabelecido € o

seguinte:

RB=1,00-1,70 , metacéntrico (m);
RB=1,71-3,00 , submetacéntrico (sm);
RB= 3,01-7,00 , subtelocéntrico (st);
RB= maior que 7,00 , acrocéntrico (a)

Na determinacdo do numero fundamental (NF), o0s cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos foram considerados com 2 bracos

cromossOmicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram divididos em dois capitulos que
correspondem a possiveis trabalhos a serem submetidos para publicacdo em
periddicos especializados.

Capitulo 1

Polimorfismo cariotipico numérico e estrutural em Rineloricaria cf. lima
(Siluriformes, Loricariidae): sitios cromossGmicos instaveis atuando na

diversificagdo cariotipica

Capitulo 2

Citogenética comparativa em Loricariidae (Actinopterygii, Siluriformes): Uma

analise cromossdmica em grupos basais
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Capitulo 1

Polimorfismo cariotipico numérico e estrutural em Rineloricaria cf. lima
(Siluriformes, Loricariidae): sitios cromossdmicos instaveis atuando na

diversificagao cariotipica.

Resumo

Este trabalho procurou analisar a origem e manutengdo do polimorfismo
cromossOmico, observado em duas populacdes de Rineloricaria cf. lima das
nascentes do rio Ribeira (ribeirdo do Areia e rio Agungui i PR, Brasil), utilizando
procedimentos de citogenética classica (coloragcdo convencional por Giemsa,
bandamento C e coloracdo por Prata coloidal - Ag-RON) e moleculares (FISH com
sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e telomérica). Foi detectada uma variagcdo de 2n =
66 a 2n = 70 cromossomos em ambas as populacdes amostradas, com numero
fundamental variando de 70 a 72. Com base no cariétipo e nos resultados da FISH
com as sondas empregadas foram estabelecidos sete citotipos presentes nas
populacdes. Foi hipotetizado que R. cf. lima diversificou por fissdo céntrica a partir
do numero diploide 2n = 54, considerado basal para Loricariidae, gerando sitios
instaveis nos pontos de quebra. Estes sitios instaveis podem ter desencadeado
fusdes Robertsonianas para sua cicatrizacdo, gerando o polimorfismo de 66 a 70
cromossomos observados atualmente. A formacdo de numeros dipléides impares
teriam como consequéncia a formacdo de diferentes combinacdes gaméticas, as
guais podem ter gerado alteracbes do NF superior a 70. Por fim, a
heterocromatinacao facultativa parece ter atuado nos bracos cromossémicos extras,
uma decorréncia adaptativa protetora de possiveis danos causados pela duplicacédo
de bragcos cromossémicos. Todos estes mecanismos sdo promotores de aumento da

variabilidade e auxiliam a manutencéo do polimorfismo observado em R. cf. lima.
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Introducéo

Entre os Loricariidae, a subfamilia Loricariinae é a segunda mais numerosa
e os dados citogenéticos mostram uma grande diversidade tanto no que se refere ao
namero de cromossomos quanto a férmula cariotipica (ALVES et al., 2005;
KAVALCO et al.,, 2005). Nesta familia, o0 2n = 54 cromossomos € considerado
caracteristica primitiva (ARTONI e BERTOLLO, 2001). Rineloricaria € um género
especioso da subfamilia que apresenta ampla variacdo de nameros diploides: 2n =
36 em Rineloricaria latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998) a 2n = 70 em
Rineloricaria sp. (ALVES et al., 2005). Outra caracteristica cromossémica importante
para espécies deste género € a grande quantidade de variacbes inter e
intrapopulacionais (ALVES et al., 2005). Em relagdo ao numero dipléide ancestral
(2n = 54), duas tendéncias de evolugao cariotipica sdo observadas em Loricariinae:
(i) de reducdo numérica por fusdo céntrica e, (i) aumento de nimero cromossomico
atribuida a mecanismo de fissdo Robertsoniana (ALVES et al.,, 2005). Em
Rineloricaria latirostris foi observado um polimorfismo Robertsoniano estavel com
variacao de 2n = 36 a 48 cromossomos (GIULIANO-CAETANO, 1998).

Os genomas eucarioticos contém grandes somas de sequéncias repetitivas
génicas e principalmente ndo génicas (BERIDZE, 1986). A atuacdo destes DNAs
repetitivos € amplamente conhecida na organizacdo e evolu¢cdo dos genomas com
reflexo na especiacdo (CHARLESWORTH et al., 1994; MARTINS et al., 2006;
KANTEK et al., 2009; VICARI et al.,, 2010; BLANCO et al.,, 2011). Também ¢é
entendido que mecanismos de fissdo céntrica, como 0s que levam ao aumento do
namero cromossdmico em algumas espécies geram sitios instaveis nos
cromossomos (PERRY et al., 2004). Por outro lado, a reducdo do namero diploide a
partir do 2n primitivo é frequentemente atribuida a fusdes Robertsonianas. Fusdes
Robertsonianas sao conhecidas pela unido de cromossomos acro/telocéntricos por
seus centrdmeros, algumas vezes mantendo resquicios de DNA telomérico (ITS 1
interstitial telomeric sites) ou ndo no ponto de fusdo (SLIJEPCEVIC, 1998). Estas
fusdes sao atribuidas a mecanismos de encurtamento ou inativacdo dos teldmeros,

regides descondensadas do DNA, ou a presenca de sequéncias similares a
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telomérica em DNAs repetitivos centroméricos, como transposons e outros
(SHAMPAY et al., 1995; SLIJEPCEVIC, 1998). Varios estudos tém demonstrado que
a presenga de ITS pode promover rearranjos e fragilidade cromossomica
(BOUFFLER et al., 1993; DAY et al., 1998; DESMAZE et al., 1999; KILBURN et al.,
2001; PEITL et al., 2002).

Diante das extensas variacdes cromossdmicas observadas em espécies da
subfamilia Loricariinae, este estudo teve por objetivo caracterizar o polimorfismo
cromossémico numérico e estrutural encontrado em Rineloricaria cf. lima por meio
de procedimentos de bandamentos cromossdmicos classicos e citogenética

molecular.

Material e Métodos

No presente trabalho foram analisadas duas populacdes de Rineloricaria cf.
lima das nascentes do rio Ribeira-PR, no Sul do Brasil. No Ribeirdo do Areia, Ponta
Grossa-PR foram coletados 8 machos e 7 fémeas e no rio Agungui, Campo Largo-
PR 5 machos e 3 fémeas. A espécie foi identificada taxonomicamente pelo Dr.
Claudio Henrique Zawadzki da Universidade Estadual de Maringa. Os
procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(Protocolo: 04741/08) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A obtencdo dos cromossomos mitéticos foi através de células do rim anterior
pel o procedi mento Aair etr 3l.j (1978), As sragifas
heterocromaticas foram evidenciadas pelo bandamento C, descrita por Sumner
(1972). Os sitios de regides organizadoras de nucléolo (RON) foram detectados pela
impregnacdo do ion Prata, de acordo com Howell e Black (1980). Ensaios de
Hibridacéo in situ fluorescente (FISH) foram desenvolvidos conforme Pinkel et al.,
(1986). Neste estudo, foram utilizadas trés sondas para 0 mapeamento fisico destas
sequéncias sobre os cromossomos: uma sonda de rDNA 18S, obtida do DNA
nuclear de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004), uma sonda de
rDNA 5S, isolada a partir do DNA gendmico de Leporinus elongatus (MARTINS e

GALETTI, 1999) e uma sonda para sequéncia telomérica de eucariotos (IJDO et al.,

ndo
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1991). As sondas foram marcadas pela técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction), utilizando os haptenos biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP
(Roche). A reacdo de PCR de marcacdo a partir de primers para a regiao
flanqueadora do plasmidio PGe mT f o i reali zada para os <cl o
DNA molde, tamp&o Tag polimerase 1X = 2 mM MgCl,, 400 nM dATP, dGTP e
dCTP, 280 nM de dTTP, 120 nM de dUTP 11- digoxigenina ou dUTP 16 biotina, 1
nM primer M13 F, 1 mM primer M13 R e 2 U de Taq polimerase), de acordo com as
seguintes condigdes: 5 min a 94°; 35 ciclos: 1 min a 90°C, 1 mine 30sa52°Ce 1
min e 30 s a 72°C. Para a marcacdo da sonda telomérica foi utilizada a seguinte
reacdo (tampao Taq polimerase 1X = 2 mM MgCl,, 400 nM dATP, dGTP e dCTP,
280 nM de dTTP, 120 nM de dUTP 11- digoxigenina, 0,2 nM primer (TTAGGG)s, 0,2
nmM primer (AATCCC)s e 2 U de Taq polimerase), de acordo com as seguintes
especificacdes: duas condi¢des de amplificacdo, a primeira amplificacéo € realizada
com baixa estringéncia: 4 min a 94°; 12 ciclos de (1 min a 94°C, 45s a 52°C e 1 min
e 30s a 72°C), seguidos por 35 ciclos de alta estringéncia (1 min a 94°C, 1 min e 30
s a60°C e 1 mine 30 s a 72°C). Os cromossomos foram analisados em microscépio
de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao sistema de captura de Imagens DP
71 (Olympus). Para a montagem dos cari6tipos os cromossomos foram identificados
de acordo com a relacdo de bracos (RB), proposto por Levan et al. (1964) e
agrupados como metacéntricos/submetacéntricos (m/sm) e
subtelocéntricos/acrocéntricos (st/a). Para o estabelecimento do NF foram

considerados os cromossomos st/a como um unico braco cromossoémico.

Resultados

A andlise do numero dipléide de Rineloricaria cf. lima demonstou um
polimorfismo numérico de 2n = 66 a 2n = 70 cromossomos em ambas as populacdes
estudadas. Neste estudo, determinou-se a ocorréncia de sete citétipos distintos, aqui
denominados de A 7 G. A frequéncia de ocorréncia populacional destes cit6tipos
esta indicada na Tabela I.

Citétipo A
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O citétipo A foi caracterizado por apresentar 2n = 66 cromossomos, formula
cariotipica 4m/sm+62st/a, NF = 70 (Fig. 1 A). A heterocromatina encontra-se na
regido centromérica de todos os cromossomos do complemento, além de estar co-
localizada aos sitios de RONs em todos citotipos analisados (Figs. 1 e 2). O rDNA
18S foi localizado no brago curto do primeiro par subtelo/acrocéntrico em todos os
citétipos (Fig. 3). Os sitios de rDNA 5S foram localizados na regido centromeérica de
um cromossomo metacéntrico e na regido terminal do brago curto dos quatro
primeiros pares de acrocéntricos (Fig.3 A). A FISH com sonda telomérica evidenciou,
além de todos teldbmeros marcados dois cromossomos meta/submetacéntricos ndo
homoblogos com sitios ITS em regido centromérica (Fig.4 A).

Citotipo B

Este citétipo foi caracterizado por apresentar 2n = 68 cromossomos, formula
cariotipica 4m/sm+64st/a e NF = 72 (Fig. 1 C). Alem da distribuicdo padrdo da
heterocromatina, o braco curto de um par de cromossomos sm foi heterocromatico
(Fig. 1D). Os sitios de rDNA 5S foram localizados na regido centromérica de trés
cromossomos meta/submetacéntricos e na regido terminal do braco curto de dois
pares de acrocéntricos (Fig. 3 B). Neste citétipo ndo foram observados sitios ITS.
Citétipo C

Espécimes com esta constituicAo apresentaram 2n = 68 Cromossomos,
férmula cariotipica 2m+66st/a e NF = 70 (Fig. 1 E). Os sitios de rDNA 5S foram
localizados na regido terminal do braco curto de cinco pares de acrocéntricos (Fig. 3
C). Este citétipo apresentou sitios ITS em regiao intersticial de dois cromossomos
metacéntricos, aparentemente ndo homaologos (Fig. 4B).

Citétipo D

O citétipo D foi caracterizado por apresentar 2n = 69 cromossomos, formula
cariotipica 2sm+67st/a e NF = 71 (Fig. 2 A). Além da distribuicdo padrdo da
heterocromatina, o braco curto de um cromossomo sm foi heterocroméatico (Fig. 2B).
Os sitios de rDNA 5S foram localizados na regido centromérica de um cromossomo
submetacéntrico e na regido terminal do braco curto de quatro pares de
acrocéntricos (Fig. 3 D). Nao foram observados sitios ITS.

Citétipo E
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Neste citotipo foi observado 2n = 69 cromossomos, férmula cariotipica
1m+68st/a e NF = 70 (Fig. 2 C). Os sitios de rDNA 5S foram localizados na regiao
terminal do braco curto de cinco pares de acrocéntricos (Fig. 3 E). Um sitio ITS foi
localizado em regido centromérica de um cromossomo metacéntrico (Fig. 4C).
Citétipo F

Este citétipo foi caracterizado por apresentar 2n = 70 cromossomos, férmula
cariotipica 2m+68st/a e NF = 72 (Fig. 2 E). Além da distribuicdo da heterocromatina
padrdo, este citotipo apresentou grandes blocos heterocrométicos na regido
centromérica e terminal do braco longo do par metacéntrico (Fig. 2 F). Os sitios de
rDNA 5S foram localizados na regido centromérica do par metacéntrico e na regido
terminal do braco curto de trés pares de acrocéntricos (Fig. 3 F). Nao foram
observados sitios ITS.

Citétipo G

O citétipo G foi caracterizado por apresentar 2n = 70 cromossomos, férmula
cariotipica 70st/a, NF = 70 (Fig. 2 G). Os sitios de rDNA 5S foram localizados na
regido terminal do bragco curto de cinco pares de acrocéntricos (Fig. 3 G). Neste

citotipo nao foram observados sitios ITS.

Discussao

A familia Loricariidae tradicionalmente € conhecida por apresentar 2n = 54
cromossomos como carater basal. Entre estes, a subfamilia Loricariinae € uma das
gue apresenta maior variacdo no numero dipléide: 2n = 36 a 2n = 74 cromossomos
(ALVES et al., 2005). Eventos de inversao pericéntrica e fusbes/fissbes
Robertsonianas sdo considerados 0s principais processos causadores da
diversidade cariotipica observada na subfamilia Loricariinae e sdo 0s responsaveis
pela ampla variabilidade de mudancas numeéricas e estruturais (ALVES et al., 2003).

No presente estudo, foi caracterizado um polimorfismo numérico e estrutural
em Rineloricari cf. lima do extremo sul da bacia do rio Ribeira, Brasil, com variacédo
do numero dipléide (2n), numero de bracos (NF), heterocromatina, numero e

localizacdo de sitios rDNA 5S e presenca de sitios teloméricos intersticiais (ITS)
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(Tabela ). Seguindo a tendéncia da evolucdo cariotipica dos Loricariinae, uma
hip6tese para explicar a variagdo numeérica de 66 a 70 cromossomos em R. cf. lima
seria admitir mecanismos de fissdo céntrica a partir do 2n = 54 ancestral (ALVES et
al., 2005). No entanto, para R. cf. lima, um conjunto de evidéncias permitem inferir
gue tanto fiss6es quanto fusdes atuaram na diversificagdo cromossémica da espécie
em diferentes populagodes.

A primeira hipotese a ser postulada sugere que as populacdes de R. cf. lima
estudadas diversificaram (a partir do 2n = 54) por fissbes céntricas até atingir o 2n =
70 cromossomos st/a, NF = 70, cinco pares acrocéntricos portadores de rDNA 5S
pericentromérico e nenhum ITS, a exemplo do que ocorre no citétipo G. Essas
inimeras fissbes gerariam  cromossomos sem sequéncias teloméricas nas
extremidades, 0 que tornaria estes cromossomos fissionados altamente susceptiveis
a degradacao (PERRY et al., 2004). A protecdo das extremidades cromossdmicas,
nestes casos, pode ocorrer por uma serie de mecanismos. Primeiramente, a regiao
final quebrada deve ser adicionado um novo telémero. Esse processo conhecido
como cicatrizacdo envolve a captura de uma regido telomérica de um outro
cromossomo por recombinacdo (DUNHAM et al., 2000) ou pela adicdo de novas
sequéncias de repeticdo telomérica aos finais quebrados dos cromossomos pela
telomerase (MEYNE et al., 1990; RICHARDS et al., 1991; SLIJEPCEVIC, 1998). No
entanto, a estabilizacdo das fissbes cromossdmicas também pode ser gerada por
rearranjos estruturais. Em R. cf. lima todos estes mecanismos podem estar atuando
para a estabilizacdo dos finais dos cromossomos gerados por fissdo favorecendo o
aparecimento de todos os outros citotipos observados até o 2n = 66 cromossomos.

A estabilizacdo das fissbes cromossémicas por rearranjos estruturais pode
ocorrer de diversas formas: formacdo de cromossomos em anel; formagcdo de
isocromossomo pela unido das duas cromatides irmas quebradas no mecanismo
tipo em U, translocacdo da cromatide quebrada e, por fusdo final para final de
cromossomos (GARDNER e SUTHERLAND, 2004; PERRY et al., 2004). Diante
deste aspecto, o proprio evento de amplificacdo, ou seja, maturacdo de neo-
teloméros e centrbmeros possibilitaria a fissdo céntrica 0 que torna 0 cromossomo

mais instavel e propicio para se fundir a outro cromossomo (RUIZ-HERRERA et al.,
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2008). Ainda, em um grande numero de casos, os sitios de fusdo exibem filamentos
de cromatina indicativos de descondensacéo (SLIJEPCEVIC et al., 1997). Ao que
tudo indica, 0 mecanismo principal evidenciado em R. cf. lima para a estabilizacao
dos sitios gerados por fissdo deve ser de rearranjos do tipo fusdo. As evidéncias
para este mecanismo seriam a presenca de sitios ITS na regido pericentromérica de
alguns cromossomos meta/submetacéntricos, como visualizado no citétipo A e a
fusdo de cromossomos portadores do rDNA 5S em regido terminal formando
cromossomos meta/submetacéntricos.

No citétipo G, 2n = 70 st/a (aqui considerado o ponto inicial da diversificacdo
observada atualmente) ocorrem 10 cromossomos portadores de sitios com rDNA 5S
em regido terminal. Contando que 2 sitios de rDNA 5S geram um unico no ponto de
fus«o (como observado nos cit-tipos A,
seria mantida. Tradicionalmente, sitios de rDNA 5S ou seus pseudogenes sao
conhecidos pela ampla movimentacdo nos genomas de peixes (MARTINS et al.,
2006). No caso de R. cf. lima é possivel inferir que este DNA repetitivo génico
propicie pontos de fusdo devido a sua intensa atividade e descondensacédo. Este
mecanismo esta de acordo com Slijepcevic et al. (1997) que descreveram que a
descondensacdo da cromatina terminal pode levar a fusfes final para final de
cromossomos mesmo ha condicdo de teldmeros longos. Ainda, para o citétipo C
foram observados dois cromossomos m/sm portando ITS em regido intersticial. Essa
situacdo pode ser gerada por rearranjos estruturais tipo translocagéo ou inversao
pericéntrica, e também atuariam na cicatrizacdo dos pontos instaveis (GARDNER e
SUTHERLAND, 2004; PERRY et al., 2004; RUIZ-HERRERA et al., 2008).

Adicionalmente, a ocorréncia de diferentes NF seria outro ponto favoravel a
hipétese de fusdo céntrica como geradora do polimorfismo observado em R. cf. lima.
Rearranjos Robertsonianos sdo conhecidos por aumentar ou diminuir o ndmero
cromossdmico com manutencdo do NF (MEYNE et al., 1990; RICHARDS et al.,
1991; SLIJEPCEVIC, 1998). Entre os sete citétipos observados nesta espécie, foi
observado uma variacdo de NF (70, 71 e 72). Nesta situacdo, considerando o NF=
72 como primitivo, todos citétipos com NF =70 teriam sofrido importantes delecdes

de bracos cromossdémicos. DelecBes sdo reconhecidas por serem altamente
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prejudiciais e muitas vezes deletérias (KING, 1993; SUMNER, 2003). Desta forma, a
hip6tese de 2n = 70 st/a e NF = 70 seria suportada pela manutencdo dos conjuntos
cromossbmicos em todos citétipos e com duplicacdbes nos NF = 71 e 72. As
duplicacbes, na maioria das vezes, ndo sao prejudicias e geram fonte de
variabilidade para evolucdo de sequéncias e cromossomica (KING, 1993; SUMNER,
2003).

Diante deste aspecto, como seriam gerados os NF maiores que 707?
Combinagfes gaméticas com cromossomos meta/submetacéntricos originados por
fusdo poderiam levar ao aumento do NF. Usando como exemplo o cittipo E com 2n
= 69 (1lm+68st/a), na segregacdo sdo formados gametas com 34st/a e um
desbalanceado 1m+34st/a (com um brago cromossémico a mais). Na fecundacéo a
partir de dois gametas desbalanceados com 1m+34st/a originaria o citotipo F, 2n =
70, férmula cariotipica 2m+68st/a e NF = 72. Claramente a geracdo destes gametas
desbalanceados (com duplicacdo de bragcos cromossémicos) ndo esta afetando a
viabilidade individual. Embora a meiose destes individuos possa estar perturbada, a
auséncia ou baixa possibilidade de formar gametas com dele¢cdes tem mantido esta
situacao polimoérfica.

Ainda, citétipos com NF maiores que 70 mostram a heterocromatinizacéo
parcial ou total dos bragos extras. O silenciamento génico pode envolver a
eucr omat i n a-haemocrgmatites & € quando a heterocromatina se espalha
normalmente em I6cos eucromaticos ou heterocromaticos (HOLMQUIST e ASHLEY,
2006). VICARI et al. (2008) ja reportaram silenciamento génico e
heterocromatinizacdo no peixe Astyanax janeiroensis. Em R. cf. lima a
heterocromatinizacdo facultativa dos bracos cromossémicos extras parece surgir
como alternativa adaptativa aos danos da duplicacdo génica e auxiliar na
manutencdao da viabilidade individual.

Em sintese, em R. cf. lima € demonstrado ocorrer uma série de eventos
cromossOmicos sem comprometer a manutencdo da viabilidade populacional da
espécie que diversificou até 2n = 70 st/a por fissbes céntricas gerando sitios
instaveis nos pontos de quebra. Na cicatrizacdo destes pontos de quebra, fusdes

Robertsonianas ocorrem gerando o polimorfismo de 66 a 70 cromossomos.
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Diferentes combinagBes gaméticas geraram alteracdes do NF superior a 70. A
heterocromatinacédo facultativa parece ocorrer de modo a evitar possiveis danos das

duplicacdes de bragos cromossémicos.

Referéncias
As referéncias bibliograficas deste capitulo estdo reunidas no final deste

trabalho.
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ordenados alfabeticamente. Barra = 10 um.
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Figura 4. Citotipos de Rineloricaria cf. lima submetidos a técnica de FISH utilizando
sonda telomérica. Em (A) cit6tipo A; (B) citétipo C e; (C) citétipo E. Barra =
10 pm.



Tabela |. Dados cariotipicos dos sete citétipos de Rineloricaria cf. lima.

Citétipos 2n Férmula NF Sitios Sitios ITS
cariotipica 18S 5S

A 66 4m/sm+62st/a 70 1lparst Im+8a 2m/sm
B 68 4m/sm+64st/a 72 1lparst 3m/sm+4a -
C 68 2m+66st/a 70 1 parst 10 a 2m
D 69 2m/sm+67st/a 71 1lparst 1sm+8a -
E 69 1m+68st/a 70 1 parst 10 a 1m
F 70 2m+68st/a 72  1parst 2m+6 a -
G 70 70st/a 70 1 parst 10 a -
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Capitulo 2

Citogenética comparativa em Loricariidae (Actinopterygii, Siluriformes): Uma

analise cromossdmica em grupos basais

Resumo

Nas Ultimas décadas a familia Loricaridae vem sofrendo constantes
reformulagbes de agrupamentos filogenéticos. Neste trabalho foram estudadas
guatro espécies da familia, sendo trés da subfamilia Neoplecostominae:
Neoplecostomus yapo, Kronichthys lacerta, Isbrueckerichthys duseni e; uma de
Hypoptopomatinae: Parotocinclus maculicauda; com objetivo de comparar os dados
cromossOémicos em grupos basais de Loricaridae. Também foi organizada uma
revisdo dos dados cariotipicos ja descritos na familia no seu agrupamento mais
recente com objetivo de discutir os dados frente a evolucao cariotipica do grupo e da
citotaxonomia dos taxons considerados basais em Loricariidae. Para isto, foram
utilizados marcadores cromossémicos convencionais (numero diploide, férmula
cariotipica, numero fundamental e Ag-RON) e moleculares (dupla FISH com sondas
de rDNA 18S e 5S). Os resultados encontrados demonstraram uma estrutura
cariotipica similar entre as espécies dos géneros considerados primitivos da familia.
Foram estabelecidas e/ou corroboradas inferéncias sobre marcadores
cromossomicos possivelmente plesiomorficos para Loricariidae, sendo estas: 2n=54
cromossomos, pouca quantidade de heterocromatina, um Unico par portador da
RON e sintenia dos rDNAs 18S e 5S em regiéo intersticial. A revisdo também aponta
tendéncias de diversificacdo cariotipica, onde as subfamilias mais especiosas
apresentam intensa diferenciacdo cromossémica contribuindo para o isolamento
genético/reprodutivo. Desta forma, esta analise cromossdmica estabelece caracteres
cromossOdmicos primitivos e propicia um melhor entendimento dos processos de

evolucdo cromossémica entre os Loricariidae.
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Introducéo

A ordem Siluriformes pertence a superordem Ostariophysi (REIS et al., 2003).
Dentro de Ostariophysi, os Siluriformes constituem um grupo bastante diverso com
ampla distribuicdo geografica. Representam a sexta maior ordem entre o0s
vertebrados viventes, incluindo 36 familias, cerca de 477 géneros e mais de 3.088
espécies (FERRARIS, 2007). Porém estes niumeros nunca sdo exatos devido a
constante descoberta de novos taxons.

A superfamilia Loricarioidea é um dos grupos de Siluriformes melhor
estudado, onde encontramos trés das familias mais especiosas desta ordem,
Loricariidae (785 espécies), Callichthyidae (194 espécies) e Trichomycteridae (207
espécies), entre outras (de PINNA, 1998; BRITTO, 2003; REIS, 2003; FERRARIS,
2007; ESCHMEYER e FRICKE, 2010). Os Loricariidae estao distribuidos por toda a
regido Neotropical, estendendo-se da Costa Rica a Argentina (REIS et al., 2003).
Sao comumente reconhecidos por possuirem o corpo recoberto por placas dérmicas
(oque | hes confere o nome popul ar de fAcascu
localizada na regido ventral. No entanto, a classificacdo das subfamilias de
Loricaridae e o agrupamento dos géneros tem sido alvo de constantes
reformulacdes (ISBRUCKER, 1980; ARMBRUSTER, 2004; REIS et al., 2006).
Armbruster (2004) considera as subfamilias: Hypoptopomatinae, Hypostominae,
Lithogeneinae, Loricariinae e Neoplecostominae validas para este grupo. Nesta
revisdo, a antiga subfamilia Ancistrinae foi considerada como sinénima de
Hypostominae, a qual passou a ser constituida por cinco tribos: Corymbophanini,
Rhinelepini, Hypostomini, Pterygoplichthini e Ancistrini. Adicionalmente, os géneros
Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys, Kronichthys e Pareiorhina foram alocados na
subfamilia Neoplecostominae (ARMBRUSTER, 2004). Posteriormente, Reis et al.
(2006) criaram uma nova subfamilia, Delturinae, incorporando os géneros Delturus e
Upsilodus, os quais apresentam duas sinapomorfias irreversiveis. REIS et al. (2006)
também mantiveram Neoplecostominae, no entanto, com a necessidade de reavaliar

a relacdo de parentesco entre cada um de seus géneros propostos por Armbruster
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(2004) e com a subfamilia Hypoptomatinae. Mais recentemente, Cramer (2009)
usando dados moleculares nucleares e mitocondriais e dados morfolégicos alocou o
género Hemipsilichthys dentro da subfamilia Delturinae.

Os estudos citogenéticos em Loricariidae demonstram uma ampla
variabilidade de numeros, formulas e marcadores cromossémicos (Tabela Il). Apesar
desta grande variabilidade, a analise dos cari6tipos nas espécies da familia tém
demonstrado tendéncias evolutivas bem definidas, possibilitando inferéncias de
agrupamentos (ARTONI e BERTOLLO, 2001; ALVES et al., 2005; KAVALCO et al.,
2005). A variacdo do numero dipléide nos representantes estudados da familia € de
2n=34 em Ancistrus cuiabae a 2n=96 em Upsilodus sp. (Tabela Il). No entanto, o
2n=54 cromossomos foi considerado basal na familia (ARTONI e BERTOLLO,
2001). Mesmo com o grande numero de espécies estudadas citogeneticamente em
Loricariidae, a grande maioria destes séo limitados a descricdo de numero e formula
cromossOmica. Assim, sdo poucas as inferéncias evolutivas a cerca de outros
marcadores cromossémicos, como por exemplo, a heterocromatina e a localizacéo
cromossOmica dos rDNAs.

Desta forma, este estudo utilizou marcadores cromossémicos de forma
comparativa entre algumas espécies pertencentes a Neoplecostominae e
Hypoptopomatinae e revisou esta situacao entre as subfamilias no seu agrupamento
mais recente com objetivo de discutir os dados frente a evolucdo cariotipica do

grupo e da citotaxonomia dos taxons considerados basais em Loricariidae.

Material e Métodos

No presente trabalho foram estudadas citogeneticamente quatro espécies da
familia Loricariidae: Neoplecostomus yapo; Kronichthys lacerta e Isbrueckerichthys
duseni (Neoplecostominae); e Parotocinclus maculicauda (Hypoptopomatinae), com
namero de espécimes e localidade de amostragem resumidos na tabela I. As
espécies foram identificadas taxonomicamente pelo Dr. Claudio Henriqgue Zawadzki

da Universidade Estadual de Maringad. Os procedimentos estdo de acordo com o
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Comité de Etica em Experimentacdo Animal (Protocolo: 04741/08) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Nos procedimentos citogenéticos foi realizada a obtencdo dos cromossomos

mit-ticos realizado pel o procedi ealn(19@8). ii

As regifes heterocromaticas foram evidenciadas pelo bandamento C, descrita por
Sumner (1972). Os sitios de regides organizadoras de nucléolo foram detectados
pela impregnacdo do ion prata, descrita por Howell e Black (1980). Hibridacdes in
situ fluorescentes (FISH) foram desenvolvidas conforme Pinkel et al. (1986),
utiizando sondas de rDNA 18S (HATANAKA e GALETTI Jr 2004), rDNA 5S
(MARTINS e GALETTI Jr 1999). As sondas foram marcadas pela técnica de PCR,
utilizando os compostos biotina 16 - dUTP ou digoxigenina 11 dUTP (Roche). A
reacdo de PCR a partir de primers para a regido flanqueadora do plasmidio PGemT,
0 qual continha os insertos, foi realizada para a marcacao dos clones de rDNA com
(20 dg DNA moTadgpelimerasal®p 2 oM MgCl,, 400 mM dATP, dGTP
e dCTP, 280 nM de dTTP, 120 mM de dUTP 11- digoxigenina ou dUTP 16 biotina, 1
nM primer M13 F, 1 mM primer M13 R e 2 U de Taqg polimerase), de acordo com as
seguintes condi¢es: 5 min a 94°; 35 ciclos: 1 min a 90°C, 1 mine 30 sa 52°Ce 1
min e 30 s a 72°C. Todas as misturas de hibridagdo tiveram uma estringéncia de
77% (1pg de cada sonda, 50% formamida deionizada, 10% sulfato dextrano,
2xSSC). Os cromossomos foram analisados em microscopio de epifluorescéncia
Olympus BX50. Para a captura das imagens foi utilizado o software DP controller
(Media Cybernetics). Para a montagem dos cariotipos 0os cromossomos foram
identificados de acordo com a relacdo de bracos (RB), proposto por Levan et al.
(1964), assim classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a).
Resultados
As quatro espécies estudadas; trés de Neoplecostominae (Neoplecostomus

yapo, Kronichthys lacerta e Isbrueckerichthys duseni) e uma de Hypoptopomatinae:

Parotocinclus maculicauda apresentaram 2n=54 cromossomos e NF = 108 (Figs. 1,



40

2 e 3). No entanto, as formulas cromossdmicas foram de: 18m+20sm+16st em N.
yapo, 22m+22sm+10st em K. lacerta, 20m+20sm+14st em |[I. duseni e
20m+20sm+14st na espécie P. maculicauda (Figs. 1, 2 e 3).

A heterocromatina foi localizada nos cromossomos das quatro espécies
estudadas. Em N. yapo foram observados blocos heterocrométicos no braco longo
dos pares 10 e 24 e bandas menos evidentes em regido centromérica de outros
cromossomos (Fig. 1B). Em K. lacerta a heterocromatina foi localizada na regido
pericentromérica dos cromossomos 12, 13, 24 e 25, na regido distal do par 23 e em
blocos menos evidentes de outros cromossomos (Fig. 1D). Nesta espécie, foi
observado um heteromorfismo de heterocromatinizagcdo para o brago longo do par
24 (Fig. 1F). Em ambas as populagdes de I. duseni evidenciou-se uma distribuicdo
de blocos de heterocromatina em regiao terminal do braco curto dos pares 7, 9, 10,
23, 25 e 26, em regido proximal e equidistante dos pares cromossémicos 13, 14, 15,
16, 17, 19 e 21, além do grande bloco heteromérfico para o par sm 11 (Fig. 2B e 2
D). Esse par demonstra-se polimorfico em ambas as populacbes analisadas, onde
sédo verificadas situacdes (i) homozigota para blocos de tamanho reduzido, (i) a
situacdo heterozigota, (iii) homozigota para os blocos maiores (Fig 2E). Em P.
maculicauda a heterocromatina foi localizada preferencialmente nas regides
pericentroméricas dos pares 4, 11, 14, 16, 17 e 18, além de estar localizada no
braco longo do par 12 em regiéo proximal e terminal (Fig. 3B, D, F).

As regides organizadoras de nucléolo (RONs) foram localizadas por
impregnacdo do ion prata na regido intersticial do braco longo do par de
cromossomos sm 10 em N. yapo (Fig. 1A, em destaque); na regiao intersticial do
braco longo do par st 23 em K. lacerta (Fig. 1C, em destaque), na regido subterminal
do braco longo do par sm 11 em I. duseni (Fig. 2B, em destaque) e, e na regiado
intersticial do brago longo do par cromossémico sm 12 em P. maculicauda (Figura 3
A, em destaque).

A dupla FISH com sondas de rDNA 18S e rDNA 5S mostrou sitios
cromossomo independente em N. yapo, onde o rDNA 18S foi localizado na regido
intersticial do braco longo do par de cromossomos sm 10 e os sitios de rDNA 5S

foram localizados em regido intersticial do braco longo do par 24 (Fig. 4A). Nas
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espécies K. lacerta, |. duseni e P. maculicauda os rDNAs 18S e 5S foram localizados
sinténicos e adjacentes. Kronichthys lacerta apresentou os rDNAs no par st 23, com
o rDNA 18S intersticial e o rDNA 5S distal no brago longo (Fig. 4B). Em I. duseni os
rDNAs foram localizados no par sm 11, com sitio de rDNA 18S subterminal e sitio de
rDNA 5S intersticial no braco longo (Fig. 5). J& P. maculicauda apresentou a sintenia
dos rDNAs no par cromossdmico sm 12, onde foram localizados sitios rDNA 18S
intersticiais e sitios rDNA 5S distais ao braco longo (Fig. 6). Ainda, nesta espécie
pode ser observado um heteromorfismo de tamanho no par sm 12 devido a
presenca do rDNA 18S no braco longo deste par cromossémico em apenas um dos
homologos (Fig. 6B).

Discussao

Os dados cariotipicos ja descritos para Loricariidae demonstram uma enorme
diversidade de caracteres cromossdémicos; no entanto, algumas tendéncias
evolutivas bem caracterizadas entre as distintas subfamilias (Tabela Il). Artoni e
Bertollo (2001) consideraram 2n=54 cromossomos como um provavel caracter
plesiomérfico em Loricariidae, visto que este nimero se encontra presente em
géneros basais da familia e no grupo irmdo da superfamilia Loricarioidea, com
dados citogenéticos descritos para Trichomycteridae. As quatro espécies analisadas
neste estudo (N. yapo, K. lacerta, I. duseni i Neoplecostominae e; P. maculicauda 1
Hypoptopomatinae) apresentaram 2n=54 cromossomos. Entre os membros basais
putativos de Loricariidae (Delturus, Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys, Kronichthys,
Pareiorhina e Upsilodus) (ARMBRUSTER, 2004), os géneros com dados cariotipicos
relatados (Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys, Kronichthys, Pareiorhina e também
Neoplecostomus) conservam esse namero dipléide (ALVES et al., 2005; KAVALCO
et al., 2005; presente estudo). A excessdo € a espécie Upsilodus sp., do rio
Paraitinga-SP (KAVALCO et al., 2005), na qual 2n=96 cromossomos corresponderia
entdo a um carater apomorfico. Em outro extremo, grupos como Loricariinae e
Hypostominae apresentam uma ampla diversidade de marcadores cromossémicos

(Tabela 1), com caracteristicas muito diferentes das consideradas primitivas em
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Loricariidae (ARTONI e BERTOLLO, 1996; 2001; MARIOTTO et al., 2009). Todas
estas inferéncias de agrupamentos com dados citogenéticos estdo de acordo com a
proposta de filogenia morfoldégica da familia (ARMBRUSTER, 2004; REIS et al.,
2006).

Para alguns grupos de Loricariidae o numero dipléide tende a ser mais
variavel. Em Hypoptopomatinae, apesar do 2n=54 cromossomos ser o numero mais
frequente (como também visualizado neste estudo em P. maculicauda), nUmeros
dipldides de 2n=58 em Hisonotus gibbosos (ANDREATA et al., 2000) e 2n=72 em
Otocinclus aff. vestitus (ANDREATA et al., 1994) ja foram descritos e sao claramente
caracteristicas apomorficas dentre os Hypoptopomatinae. Entre os Hypostominae
poucos sao 0s representantes que mantém o numero de 54 cromossomos (Tabela
II). A variagdo do numero diploide nesta subfamilia é ampla. Ancistrus cuiabae
(Ancistrini) possui 2n=34 cromossomos (MARIOTTO et al, 2009) e todos
representantes desta tribo apresentam 2n menor ou igual a 54. Ja Hypostomus sp. E
(Hypostomini) apresenta 2n=82 cromossomos (ARTONI e BERTOLLO, 1996) e, por
sua vez, todos apresentam 2n maior ou igual a 54. Assim, considerando o nimero
2n=54 como basal, na tribo Hypostomini o aumento do numero diploide ocorreu por
eventos de fissdo céntrica (ARTONI e BERTOLLO, 2001), enquanto que em
Ancistrini pode ter ocorrido 0 caminho inverso, ou seja a reducdo do niumero 2n por
processos de fusdo céntrica (MARIOTTO et al., 2009). Por sua vez, a subfamilia
Loricariinae apresenta  variacio no numero diploide de (2n=36 a 2n=74
cromossomos, Tabela Il), evidenciando que tanto eventos de fusdo céntrica para a
reducdo numeérica, quanto de fissdo céntrica para o aumento do numero dipldide
devem ter ocorrido na diversificacao cariotipica do grupo.

A quantidade e a distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos € outro
marcardor amplamente variavel em Loricariidae. Apesar de dificil comparacéo
devido a dificuldade no estabelecimento de homeologias cromossdémicas entre 0s
pares das diferentes espécies, este marcardor também demonstra importancia
guando se utiliza a quantidade de heterocromatina nos cari6tipos para inferéncias
evolutiva. A auséncia de grandes e numerosos blocos de heterocromatina parece

ser um carater cariotipico plesiomorfico entre os Loricaridae. O grupo irmao
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Trichomycteridae apresenta pouca distribuicdo de heterocromatina para as espécies
basais dessa familia (BORIN e MARTINS-SANTOS, 1999; PRIMO et al., 2009). No
presente estudo, as espécies de Neoplecostominae, exceto |. duseni evidenciaram
uma quantidade de heterocromatina C-positiva nos cromossomos menor quando
comparada a espécie P. maculicauda (Hypoptopomatinae). No entanto, esta
quantidade de heterocromatina é menor quando comparada a grupos mais
derivados da familia. Em géneros considerados derivados de Loricariidae, como
Hypostomus e Ancistrus, sdo varias as espécies apresentando abundéancia de
bandas-C no caridtipo, inclusive caracterizadas por classes distintas de
heterocromatinas (ARTONI e BERTOLLO, 1999; MARIOTTO et al., 2009).

Em Isbrueckerichthys duseni a localizagdo da heterocromatina demonstrou
um polimorfismo de tamanho de um bloco localizado na regido do braco longo do
par 11, onde foram detectadas as situ¢cdes homozigotas para o bloco menor,
heterozigota e homozigota para o bloco maior (Fig. 2 e). Essa regido
heterocromatica € o sitio de sintenia dos rDNAs 18S e 5S. Utilizando a FISH foi
possivel detectar que a variagcdo de tamanho foi gerada por um heteromorfismo do
cluster rDNA 5S (Fig. 5). Este heteromorfismo da heterocromatina/rDNA5S no par
sm 11 pode ser resultado do mecanismo de crossing-over desigual ou estar
associado ao acumulo de sequéncias repetitivas in cis causado por erros no
pareamento das unidades de repeticdo do DNA repetitivo (MANTOVANI et al., 2000,
VICARI et al., 2008; 2010). Estes mecanismos tradicionalmente geram um aumento
ou diminuicédo do bloco de heterocromatina (SMITH, 1976). Além disso, esta espécie
possui blocos de heterocromatina equilocais e equidistantes no braco longo em
alguns pares cromossomicos (Fig. 2 b, d). Mecanismos de dispersdo (SCHWEIZER
e LOIDL, 1987), multiplicacdo, amplificacdo, acumulo e eliminacéo poderiam explicar
a variacao observada (JOHN, 1988). Ainda, de acordo com Schweizer e Loidl (1987)
0 padrdo de bandas de heterocromatina em posi¢cdes equidistantes em relacdo ao
centrémero ocorrem devido a organizacdo cromossdmica na interfase nucléica que
facilitaria transposicoes destes seguimentos. Em peixes loricariideos, no género

Hypostomus, algumas espécies apresentaram blocos heterocromaticos intersticiais
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em Ccromossomos acrocéntricos em posicao equilocal ao centromero (ARTONI e
BERTOLLO, 1999).

As RONSs identificadas pela impregnacao do ion prata também é um marcador
utilizado em Loricariidae. Recentemente, a utilizacdo de sondas de rDNA em
procedimentos de FISH tém somado informagdes para o entendimento da
diversificacdo cromossdmica nestes peixes. No presente trabalho, as espécies
estudadas K. lacerta, I. duseni e P. maculicauda apresentaram a condi¢ao sinténica
dos rDNAs 18S e 5S, enquanto em N. yapo estes sitios de rDNAs foram
cromossomo independentes. Artoni e Bertollo (2001) consideraram que a localizagéo
intersticial de um dnico sitio de RON no brago longo dos cromossomos é uma
caracteristica também possivelmente basal em Loricaridae. No grupo irmao
Trichomycteridae os rDNAs 18S e 5S também tem localizacdo sinténica em regiao
intersticial de um cromossomo submetacéntrico (PRIMO, 2009). Ainda, em
Trichomycteridae os sitios rDNA 5S séo sinténicos ao rDNA 18S, sendo que um
deles é localizado adjacente e proximal e o segundo adjacente e distal, sempre em
relacdo a posicdo do rDNA 18S no braco curto do par cromossémico 2 (PRIMO,
2009). Diante destes dados, é possivel inferir que a localizacao sinténica dos rDNAs
€ uma condicao plesiomorfica para Loricariidae e encontrada em alguns géneros
considerados basais por Armbruster (2004). Deste modo, as espécies analisadas
neste estudo K. lacerta, I. duseni e P. maculicauda conservam esta localizacao
sinténica enquanto que N. yapo apresenta possivelmente uma situacdo apomofica
para este caracter.

Todas as espécies aqui estudadas detém a localizacdo da RON intersticial em
um possivel par homedélogo. No entanto, 0s cromossomos portadores apresentaram
variacbes em morfologias cromossémicas geradas possivelmente por acumulo de
heterocromatina adjacente (VICARI et al., 2008; KANTEK et al., 2009) e/ou
variacfes nos tamanhos dos sitios de rDNA resultado de crossing-over desigual.
Este mesmo mecanismo de crossing-over desigual pode ser utilizado para explicar o
polimorfismo da presenca do rDNA 18S no braco longo em apenas um dos

homélogos do par portador da RON em P. maculicauda (Fig.6¢). Nas espécies K.
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lacerta e P. maculicauda o rDNA 18S foi localizado em regiéo proximal e o rDNA 5S
distal (Fig. 4b e 6). J4 em I. duseni o rDNA 18S é encontrado distal e o rDNA 5S
proximal. Trichomycteridae apresenta dois sitios do rDNA 5S, tanto proximal quanto
distal no cromossomo portador da RON (PRIMO, 2009). Assim, possivelmente um
destes sitios 5S presentes em Trichomycteridae tenha sido perdido nos Loricariidae
basais portadores da sintenia dos rDNA.

Armbruster (2004) alocou os géneros Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys,
Kronichthys e Pareiorhina na subfamilia Neoplecostominae até que suas relacbes
filogenéticas pudessem ser bem resolvidas. Recentemente o género Hemipsilichthys
foi agrupado na subfamilia Delturinae (CRAMER, 2009). De fato, os dados
cariotipicos ja obtidos também indicam uma alta proximidade dos géneros
Neoplecostominae e Delturinae (Lithogeneinae i sem dados cariotipicos), do que
em relacdo a qualquer outro grupo citogeneticamente ja estudado de Loricariidae
(Tabela II). As trés espécies de Neoplecostominae estudadas (N. yapo, K. lacerta, I.
duseni) apresentam caracteristicas cromossémicas comparaveis a outras especies
de Neoplecostomus, Hemipsilichthys, Isbrueckerichthys e Kronichthys. Por sua vez,
P. maculicauda (Hypoptopomatinae) também apresenta caracteristicas
cromossOmicas comparaveis aos Neoplecostominae. Deste modo, essa espécie
redne um conjunto de caracteres cromossémicos que podem ser considerados
basais para a subfamilia. Em outro extremo, as subfamilias Loricariinae e
Hypostominae apresentam uma ampla diversificacdo cariotipica, com uma série de
caracteres apomorficos (Tabela Il) e sdo as mais especiosas dos Loricariidae, com
mais de 75% das 785 espécies da familia. Assim, é possivel infererir que a
diferenciacdo cariotipica do grupo acompanha a ampla diversificacdo de formas
destas duas subfamilias e pode ter sido importante para o isolamento
genético/reprodutivo das espécies.

Este estudo analisou trés espécies de Neoplecostominae (N. yapo, K. lacerta,
|. duseni) consideradas de grupos basais em Loricaridae e comparou com P.
maculicauda (Hypoptopomatinae) e dados da literatura (Tabela Il). Os resultados
demonstraram que o 2n=54 cromossomos, pouca quantidade de heterocromatina e

a sintenia dos rDNAs 18S e 5S podem ser consideradas caracteristicas primitivas
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em Loricariidae por estarem presentes no grupo irmado Trichomycteridae e nas
subfamilias consideradas basais Delturinae e Neoplecostominae (Lithogeneinae -
outro grupo basal sem dados cariotipicos). Assim, esta anélise cromossémica entre
0os Loricariidae propicia um melhor entendimento dos processos de evolugéo
cromossbmica e das relagbes filogenéticas nesse grupo de constantes

reformulac@es cladisticas.
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Figura 1. Cariotipos de Neoplecostomus yapo e Kronichthys lacerta com coloracéo
convencional por Giemsa: (a) espécime macho de N. yapo; (c) K. lacerta
macho; (e) K. lacerta fémea; e analise sequencial da heterocromatina (b, d, f),
respectivamente. Nos destaques, o par cromossémico portador do sitio Ag-

RON positivo. Barra = 10 pm.
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Figura 2. Caridtipos de Isbrueckerichthys duseni em coloracdo convencional por
Giemsa: (a) populacédo corrego da Areia; (c) populacao rio Acungui; (b, d)
bandamento C sequencial, respectivamente. No destaque, o par
cromossomico portador do sitio Ag-RON positivo. Em (e) heteromorfismo de
tamanho para o par 11 mostrando a situacdo homozigota menor,

heterozigota e homozigota maior. Barra = 10 pm.
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Cariotipos de Paratocinclus maculicauda em coloracdo convencional por
Giemsa: (a) exemplar macho; (c) exemplar fémea; (e) exemplar fémea
evidenciando o heteromorfismo de tamanho do par 12; (b, d, f) bandamento
C sequencial, respectivamente. No destaques, o par cromossdmico portador

do sitio Ag-RON positivo. Barra = 10 pum.
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Figura 4. Metafases de Neoplecostomus yapo (a) e Kronichthys lacerta (b) submetidas
a dupla FISH com sondas de rDNA 18S (verde) e rDNA 5S (vermelho) e

contracoradas com DAPI. Barra = 10 pm.



