GISELLE XAVIER PERAZZO

ANALISE CITOGENETICA DE CICHLIDAE

(PERCIFORMES, PISCES) DO SUL DO BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacdo em Genética, Departamento de
Genética, Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana, como parte das
exigéncias para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas, area de concentracao:
Genetica.

Orientacdo: Prof? Dr2 Marta Margarete Cestari

Co-orientagéo: Prof Dr Marcelo Ricardo Vicari

CURITIBA
2010



Espaco reservado para o termo de aprovagéo.



Aos pilares da minha vida,

Gilnei, Vera e Giovanni



".. Sirvam nossas faganhas de modelo a toda Terra...”

Francisco Pinto da Fontoura



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Professora Doutora Marta Margarete Cestari por ter aceitado me
orientar e por sua colaboracdo durante o mestrado. Agradeco também ao meu co-orientador
Professor Doutor Marcelo Ricardo Vicari pelas muitas sugestdes no meu trabalho, além da

amizade.

Agradeco muito aos meus pais e irmdo, pela confianca em mim depositada. O
apoio e incentivo em meus estudos foram fundamentais para que pudéssemos suportar a
distancia fisica entre Curitiba e Rio Grande. E nesse periodo em que passamos afastados o
aperto no peito a cada despedida ou telefonema, puderam comprovar que somos uma familia
unida e que sempre estaremos ligados por esse sentimento que nos uni, ndo importando a
distdncia que nos separa! Amo vocés! E muito obrigada pela ajuda nas coletas! Atravessar o
Rio Grande do Sul atras de ciclideos foi mais facil e agradavel com uma equipe de coleta

como vocés!

Aos meus mais que colegas de laboratério, verdadeiros amigos com os quais pude
contar sempre, o meu profundo agradecimento (incluindo os agregados do laboratdrio!).
Sentirei uma enorme saudade de vocés e guardarei com muito carinho 0s momentos que
VOCcés me proporcionaram, 0 ombro amigo nos momentos de saudade da terra natal, os
passeios, as festas, 0s bares, as viagens, as coletas, enfim... Com toda certeza consegui superar
as dificuldades que encontrei durante esse periodo porque sempre tive pessoas muito especiais

ao meu lado. Muito obrigada gurizada!



Agradeco algumas pessoas que colaboraram de alguma forma com este trabalho,
como ao Dr. Vinicius Abilhoa, do Museu de Historia Natural Capdo da Imbuia, ao Dr. Luiz
Malabarba e ao Ms Fernando Carvalho, ambos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
pela identificacdo e tombamento dos peixes analisados nesse trabalho. Também agradeco aos
professores e alunos do Laboratério de Limnologia da Universidade Federal do Rio Grande
pelo empréstimo do espaco fisico e dos equipamentos deste laboratoério, além da colaboracéo
em algumas coletas. Em especial aos Professores Dr. Cléber Palma Silva, Dr. Guassenir Born

e Dra. Adriana Gava e a Ms. Patricia Machado.

Agradeco a UFPR e ao Programa de Pds-Graduacdo em Genética pela

oportunidade de realizacdo do mestrado, bem como a CAPES pela concessdo da bolsa.

Vi



SUMARIO

AGRADECIMENTOS........oooviieeeeieeieetes s sse st ss st saessassssasssas Vv
SUMARIO ...ttt bbb bbbttt s bbb Vi
LISTA DE FIGURAS .......oooeeeeeeeeeeeeete e ses s es s sass s IX
LISTA DE TABELAS ...ttt sass s XI
RESUMO ...ttt ettt st bbb st s st s XIl
ABSTRACT ..ottt et s s s es s s es s aes s saesass s XIV
INTRODUGAO GERAL ...ttt sa s st 16
OBUIETIVOS ..ottt sttt s s e esae s s s s sansans 27
RESULTADOS E DISCUSSAD ....ooviieieeeeeeeeeeeeeeee e ses s ses s sssssssaesss s e sas s sassansans 28

CAPITULO |

Estudos cromossémicos em Crenicichla lepidota e Australoheros facetus (Cichlidae, Perciformes,
Pisces) do extremo SUL A0 BraSil..........cccoiiiiiiiiiiic sttt sre s 29
CAPITULO Il

Diversidade cariotipica em Geophagus brasiliensis Quoy & Gaimard, 1824 (Cichlidae,
Perciformes) do SUl dO BraSil............cooiiiiiiiii e 45
CAPITULO III

Polimorfismo de cromossomo B em Crenicichla lepidota Heckel, 1840 (Cichlidae, Perciformes) .69

CONCLUSOES...... ot ettt ettt st ss st 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t teeteveeeeesestesssesassas s sssssesas s sssassssssssssssssassensens 82
ANEXOS....cceeeeeee ettt sttt ettt st ste st et et n Rt Rt et e e R e e b e Ae s et e Rt e Rt e Rt ebeete et e ntetenteneeneenn 99
MATERIAL E METODOS .....coovvieiiieeteeieee e este s iesee s tssesses s s s s ssssssssenssssssesssssnsanensans 99
MALEFTAI BIOIOGICO ....vviesiieie ettt bbbttt ettt ettt 99
LO70] [=] v SR 101
Descrigdo dos LOCAIS 08 COIBLA .........oiiiiiriiieieeeee e 103
Procediment0S CItOgENELICOS. ... ..o uiuirieririeesieesie ettt b ettt e 107
Obtencédo de Metafases Mitéticas - Tratamento “iN VIVO™.........c.ccovererererierieiieie e 107
Coloragdo Cromossdmica Convencional — GIEBMSA ........cccevviiirirenereneee e 108
Coloragdo com Nitrato de Prata — AQ-RONS .......cociiiiiiiiiiii s 108
Banda C: Deteccdo da Heterocromatina CONStItULIVA ...........ccvvieeieiecicie e 109
Hibridacédo fluorescente in situ (FISH) com sondas DNAFr 18S e 5S.......ccccccvevvvviieveieecie e 110
Dupla coloragido COM DAPI/CIMAG ......cvoeiieiee e 113



EStUAOS CaANTOLIPICOS ...ttt bbbttt b ettt e 113

1dentifiCAGAO CrOMOSSOMICA. ......ccvevireeeree ettt ettt n e nn e 114
LICENGCA PARA COLETAS (IBAMA).....ci ittt 115
CERTIFICADO DO COMITE EM ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL .........cc.ccoua... 116
QUEBRAS CROMOSSOMICAS EM CRENICICHLA LEPIDOTA......cooveveveeerereeeevee e 117

VI



LISTADE FIGURAS

INTRODUCAO
Figura 1. Distribuicdo mundial de Cichlidag.............cooeviiiiiii i 20

CAPITULO |
Figura 1. Cari6tipos de Australoheros facetus e de Crenicichla lepidota............ccccccevvveiinnnane. 43
Figura 2. Destaque do primeiro par de Crenicichla lepidota e do segundo par de Australoheros
facetus sob  diferentes  tratamentos: banda C, AgRON, FISH 185 e

DAPHCIMA G ...ttt s et s et R bRt b et R bRt b et e Rt et R et ne et ne et nes 44
Figura 3. Cari6tipo de Crenicichla lepidota, apds procedimento de FISH com sonda de rDNA
S TSRS 44

CAPITULO II

Figura 1. LOCAIS & COIBLA. .......ciuiiiiirieieie e 63
Figura 2. Citotipos I, 11 e 111 de Geophagus brasiliensis............cceoeiiriinniensieee e 64
Figura 3. Citotipos | ap0s bandamento C..........ccooeiiriiiiiiee e 65
Figura 4. Citotipos 11 apds bandamento C...........ccoiiiriiiinie e 66
Figura 5. Citotipos 11 apds bandamento C..........ccooveiiriieinineiriee e 67

Figura 6. Pares cromossémicos portadores da RON marcados pela impregnacgéo pelo nitrato de
prata e pela FISH com sondas 18S e os portadores do gene ribossémico 5S marcados pela FISH

com sonda de rDNA 58S nas diferentes populagfes analisadas............ccovevvevrereiereiesieneneninnens 68

CAPITULO Il

Figura 1. Frequéncia de cromossomos Bs em Crenicichla lepidota.............ccccocvveiviivnnienennn. 79
Figura 2. Citotipos de Crenicichla lepidota com 2n=48, 2n=48+2B, 2n=48+3B e
2NTABHAB......ee bbb 80

Figura 3. Destaque do primeiro par metacéntrico de Crenicichla lepidota apds coloragdo com
Giemsa, bandamento C, AgRON, dupla-coloragéo CMA;/DAPI e FISH

Figura 4. Metéafases apds bandamento C indicando bandas heterocrométicas em alguns pares

CrOMOSSOMICOS (SELAS)...e.vreviereiitiitteite st st et e st st e te e e st e st e st e et e e e sae et e b e sbeeseestesbestaebesaensesteeneeneennes 81



ANEXO

Figura 1. Exemplares de Geophagus brasiliensis, Crenicichla lepidota e Australoheros

=T LSRR 99
Figura 2. Mapa hidrogréfico da regido Sul do Brasil, com os locais de coleta...............c.c.c.... 101
Figura 3. LOCAIS & COIBLA. .......ccuiiiitiieeieice s 106
Figura 4. Metéfases de Crenicichla lepidota com quebras cromossomicas............ccoceeveveenen. 118



LISTADE TABELAS

CAPITULO |
Tabela 1. Numero de espécimes analisados nos dois diferentes pontos de

LA [O R 10 <] o OO PPPTPPRPR

CAPITULO Il
Tabela 1. Frequéncias dos citdtipos I, Il e Il e suas respectivas porcentagens do total

LA T0TSY £ 7= Uo [ F SRS SR RS 62
ANEXO
Tabela I. Nimero de exemplares coletados nos diferentes pontos de amostragem.................. 111

Xl



RESUMO

Este trabalho teve por objetivo analisar citogeneticamente peixes da familia
Cichlidae da regido Sul do Brasil. Foram coletados espécimes do lago Polegar, arroios do
Arraial (Rio Grande, RS), canal Sdo Goncalo (Arroio Grande, RS), lagoa do Peixe
(Mostardas, RS), lagoa dos Quadros (Capao da Canoa, RS) e Parque Ecoldgico Costa
(Curitiba, PR), sendo amostradas as espécies Geophagus brasiliensis, Crenicichla lepidota e
Australoheros facetus. Todos os 55 exemplares amostrados apresentaram 48 cromossomos,
variando, contudo, a férmula cariotipica entre as espécies e no caso de G. brasiliensis também
houve variacdo intra e interpopulacional. Trés citotipos diferentes foram observados nessa
espécie de acordo com a presenca de um, dois ou trés pares de Cromossomos
submetacéntricos. Além disso, foi observada uma variacdo na localizacdo da RON entre as
populacdes, bem como na posicdo do gene ribossébmico rDNA 5S. As analises da
heterocromatina apresentaram diferentes padrdes de localizacdo das bandas C entre 0s
citétipos e entre as populacdes analisadas. Sdo apresentados novos dados para C. lepidota,
além da primeira descricdo citogenética para A. facetus, provenientes do Sul do Brasil,
apresentando NF=56 e 70, respectivamente. Em ambas, o bandamento C evidenciou
marcacOes principalmente pericentroméricas, com um bloco heterocromatico no primeiro par
de C. lepidota. As coloracGes com AgRON, FISH 18S e DAPI/CMA; evidenciaram um Unico
sitio no segundo par cromossémico de A. facetus e no primeiro de C. lepidota, coincidente
com a constricdo secundaria no primeiro par desta espécie. Em C. lepidota, a FISH 5S
evidenciou dois sitios intersticiais, nos pares 11 e 21. Quebras cromossémicas foram

observadas em C. lepidota provenientes do canal S&o Gongalo, sendo esse uma importante
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fonte de agua para abastecimento da regido sul do Estado do Rio Grande do Sul. Ainda para a
espécie C. lepidota, a caracterizacao citogenética para a populacdo do litoral norte do Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, evidenciou a presenca de 2n=48 cromossomos com a presenca
de 0 a 4 cromossomos supranumerarios. Possivelmente, estes cromossomos B tém origem
recente por ndo-disjuncéo a partir de elementos do complemento A provavelmente decorrente
da presenca de agentes mutagénicos presentes na lagoa dos Quadros. A presenca de 48
cromossomos nas trés espécies analisadas corrobora com a caracteristica considerada
ancestral para a familia Cichlidae. Contudo, a variacdo na morfologia cromossémica tanto
inter como intraespecificamente, indica que rearranjos cromossomos nhao-Robertsonianos,
como as inversdes pericéntricas, foram o principal evento de diferenciagdo cromossémica
durante o processo evolutivo desses ciclideos. A variacao observada na espécie G. brasiliensis
corrobora com a hipdtese proposta por outros pesquisadores, podendo este ser um complexo

de espécies ou que espécies cripticas possam estar envolvidas nesse grupo.

PALAVRAS-CHAVE: citogenética - ciclideos — sul do Brasil

X1



ABSTRACT

The aim of this work was analyze cytogenetically Cichlidae fishes from the Southern region
of the Brazil. Specimens were collected from Polegar Lake, Arroios do Arraial (Rio Grande,
Rio Grande do Sul State), Canal Sdo Goncalo (Arroio Grande, Rio Grande do Sul State),
Lagoa do Peixe (Mostardas, Rio Grande do Sul State), Lagoa dos Quadros (Capao da Canoa,
Rio Grande do Sul State) and Parque Ecoldgico Costa (Curitiba, Parand State), The sample
corresponded to 55 animals from three cichlid species: Geophagus brasiliensis, Crenicichla
lepidota and Australoheros facetus. All specimens showed 48 chromosomes, but presenting
variation in the karyotypic formula between the species, and in the case of G. brasiliensis a
variation intra and interpopulacional was also observed. In the last one three different
cytotypes were found according to the presence of one, two or three pairs of submetacentric
chromosomes. Moreover, was observed a variation in the localization of the NOR between the
populations, as well as in position of the 5S rDNA cluster. The analysis of the
heterochromatin showed different patterns of the localizations of the C bands between the
cytotypes and between the populations analyzed. New dates are presented to C. lepidota,
beyond the first cytogenetic description to A. facetus from Southern Brazil, showing FN=56
and 70, respectively. In both, the C banding reveled preferentially pericentromeric bands, with
a heterochromatic block in the first pair of the C. lepidota. The AgNOR staining, FISH 18S
and DAPI/CMA; evidenced only sites in the second chromosomal pair of the A. facetus and in
the first pair of the C. lepiota, coincident with the second constriction in the first pair of this
specie. In C. lepidota, the 5S FISH evidenced two interstitials sites, in the pairs 11 and 21.
Chromosomal break has observed in C. lepidota from Canal S&o Gongalo, fact that indicate

pollution in this aquatic environment. Still for the C. lepidota, the cytogenetic characterization
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of the population from the North coast of the Rio Grande do Sul State, Brazil, showed the
presence of 2n=48 chromosomes and with the presence of the 0 to 4 supernumerary
chromosomes. Possibility, these B chromosomes have a recent origin by non-disjunction from
elements of the A complement, probably due to the presence of the mutagenic agents presents
in the Lagoa dos Quadros. The presence of the 48 chromosomes in the three species analyzed
represent the ancestral characteristic for the Cichlidae family. However, the chromosomal
morphology variations inter and intraespecific, indicates that chromosomal rearrangements
non-Robertsonians, like pericentrics inversions, had the main event of the chromosomal
differentiation during the evolutive process in cichlid fishes. The variation observed in the G.
brasiliensis corroborates with the hypothesis proposed for others researchers, like a complex

of the species or criptic species can be involved in this group.

KEY-WORDS: Cytogenetic — Cichlidae — Southern Brazil
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INTRODUCAO GERAL

Diversidade biologica, ou biodiversidade, significa a variedade de organismos Vvivos
de todas as origens, incluindo, entre outros, oS ecossistemas terrestre, marinho e outros
sistemas aquaticos e o complexo ecologico dos quais eles fazem parte; isso inclui a
diversidade dentro de espécies, entre espécies e do ecossistema (MAGURRAN, 2004).
Assim, a diversidade € construida por trés elementos chave: a diversidade genética, a de
organismos/espécies e a ecologica. A primeira engloba 0os componentes da composicdo
genética que estruturam o0s organismos (nucleotideos, genes, cromossomos) e a variacdo
genética dentro de uma populacédo e entre populacdes (GASTON e SPICER, 2004), sendo o

estudo sobre os cromossomos o objetivo deste trabalho.

As investigacdes sobre diversidade bioldgica sdo de grande importancia, pois
contribuem com dados relevantes para a manutencdo da biodiversidade, a qual tem como
principais objetivos, além de outros, 0 uso potencial ou presente de elementos naturais como
recursos bioldgicos, a manutencdo da biosfera em um estado suportadvel para a espécie
humana e a manutengédo da diversidade bioldgica por questdes éticas, uma vez que a nossa
espécie ndo tem o direito de levar outras especies a extingio (GROOMBRIDGE, 1992;

FRANKHAN et al., 2008).

O aumento do conhecimento acerca da diversidade, principalmente dos vertebrados,
foi um dos produtos da expanséo e das exploracfes européias que tiverem inicio nos seculos

XV e XVI (POUGH et al., 1999). Hoje, muitos estudos se concentram nas aproximadamente
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55.000 espécies de vertebrados atualmente reconhecidas, as quais habitam praticamente todas
as partes da Terra. E no ambiente aquatico a forma que alcangou maior sucesso adaptativo

foram os peixes (POUGH et al., 1999; NELSON, 2006).

De toda a quantidade de agua do nosso planeta (70% de sua superficie), a maior parte
corresponde as aguas oceanicas, povoados em toda a sua extensdo por vertebrados,
especialmente os peixes 6sseos. A agua doce, presente em rios, lagoas e lagos, embora
retenha uma porcentagem infima de toda a agua da Terra (apenas 0,01%), apresenta uma

riqueza bioldgica extraordinaria (POUGH et al., 1999; MILLER e HARLEY, 2006).

O numero atual de espécies validas de peixes é de 27.977, divididas em 515 familias, o
que representa mais da metade de todas as espécies de vertebrados vivos no mundo. Esse
nimero pode ser projetado para algo perto de, conservativamente, 32.500 espécies. A rigueza
da biodiversidade observada nos ambientes de dgua doce pode ser refletida pelo nimero de
espécies que o habitam: 12.457 (Nelson, 2006). Analisando esses dados em um ambito mais
especifico, verifica-se que aproximadamente 25% de todas as espécies de vertebrados
correspondem a peixes de agua doce, ambiente este que possui 0,01% da agua mundial

(STIASSNY e RAMINOSOA apud VARI e MALABARBA, 1998).

Diante dessa enorme biodiversidade, uma maneira de compreender melhor a
diversidade de peixes de agua doce é dividir o planeta em regides zoogeogréaficas, como
prop6s Alfred Russel Wallace, em 1876 — regides essas reconhecidas até hoje. S&o elas:

Neoartica, Neotropical, Peleoartica, Africana (ou Etidpica), Oriental e Australiana, definidas
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de acordo com seus limites e suas faunas caracteristicas (HELFMAN et al., 2009). A regido
mais rica em nimero de espécies é a Neotropical, cuja extensdo compreende desde o Deserto
de Sonora (na fronteira do México e dos Estados Unidos) até o limite sul da América do Sul
(NIRCHIO e OLIVEIRA, 2006). Possui uma ictiofauna com 4.475 espécies validas de peixes
de agua doce, com uma estimativa de haverem mais 1.550 espécies por serem ainda descritas
(REIS et al., 2003). Em outras palavras, a regido continental das Américas do Sul e Central, a
qual engloba cerca de 0,003% de toda 4gua do planeta, abriga 1/8 de toda a biodiversidade de

vertebrados (VARI e MALABARBA, 1998).

Apesar da enorme diversidade ictioldgica existente na regido Neotropical, a estimativa
é de que cerca de 30% a 40% de toda a biodiversidade de peixes dessa regido ainda ndo tenha
sido reconhecida. Essa situacdo € atribuida a escassez de informac6es filogenéticas e/ou dados
desencontrados, pois ha enorme riqueza e complexidade de espécies em uma regido de
sistemas aquéticos de proporcdes epicontinentais (BOHLKE et al., 1978; VARI e
MALABARBA, 1998). Com essa ampla diversidade bioldgica, o estudo de caracteres
genéticos acerca dos peixes € importante, pois esse grupo estd na base da evolucdo dos
vertebrados superiores e entender sua historia evolutiva ndo so é importante por nos informar
sobre o proprio grupo dos peixes, mas também por nos dizer sobre a evolugdo dos

vertebrados, inclusive da nossa prépria espécie (HELFMAN et al., 2009).

Tendo em vista a grande diversidade observada na ictiofauna mundial, uma das ordens
mais representativa desse grupo é a Perciformes, a qual é a mais diversa entre 0s peixes e a

maior entre os vertebrados, dominando o ambiente marinho. Pertencente a superordem
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Achathomorpha, alocado na série Percomorpha, Perciformes compreende 20 subordens, 160
familias, cerca de 1.540 géneros e aproximadamente 10.033 espécies (NELSON, 2006;
HELFMAN et al., 2009). A maioria das familias dessa ordem ndo apresenta caracteres
morfologicos derivados e compartilhados, o que caracteriza os Perciformes como um grupo
ndo monofilético (NELSON, 2006). Como € basal entre os Teleostei, acredita-se que 0s

demais grupos tenham derivado dos Perciformes (BRUM e GALETTI, 1997).

Entre as 160 familias de Perciformes, Cichlidae é a segunda maior compreendendo
mais de 1.350 espécies atualmente reconhecidas, apesar de serem estimadas mais de 2.000
(KULLANDER, 1998). Distribui-se pelas Américas Central e do Sul, Africa, Madagascar,
Israel, Siria, costa da india e Sri Lanka (NELSON, 2006; CHAKRABARTY, 2004) (Figura

1). Compreendem os acaras e caras, micholas e joaninhas, apaiaris e tucunares.

A posicédo taxondmica da familia Cichlidae é a seguinte (NELSON, 2006):

Classe Osteichthyes
Subclasse Actinopterygii
Infraclasse Teleostei
Divisdo Euteleostei
Infradivisdo Neoteleosteli
Superordem Acanthopteryqgii
Série Percomorpha
Ordem Perciformes
Subordem Labroidei

Familia Cichlidae
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Trata-se de um importante grupo de peixes da Regido Neotropical, totalizando
aproximadamente 400 espécies nessa regido (KULLANDER, 2003), o que corresponde com
cerca de 6-10% das espécies dessa regiao (KEENLEYSIDE, 1991). A familia Cichlidae
ocorre em uma grande diversidade de ambientes aquaticos e esta representada em rios/riachos
de todas as regides do Brasil (BUCKUP, 1999). S&o identificados externamente pela presenca
de uma Unica narina de cada lado, linha lateral ininterrupta (20-50 escamas na linha lateral,
podendo exceder esse numero em até 100 escamas), 16 (excepcionalmente 14) raios na
nadadeira caudal, espinhas nas nadadeiras dorsal, anal e pélvica. O tamanho de ciclideos
sulamericanos varia de 25-30 mm em adultos de Apistogramma até cerca de 1 m em Cichla

temensis, com a maioria dos taxa variando no intervalo de 20-30 cm (KULLANDER, 2003).

o 3000k 7 |
- §okn 2V |

Figura 1. Distribuicdo mundial de Cichlidae (retirado de CHAKRABARTY, 2004).
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Ainda entre os Cichlidae, ha grande variabilidade na forma corporal, desde corpo
moderadamente comprimido, como em Cichlasoma, com formato discoide extremamente alto
como, por exemplo, em Symphysodon, ou também com formas alongadas, como em
Crenicichla (NELSON, 2006). Também sdo bastante diversos no que diz respeito a
alimentacédo, formando grupos com marcadas especializacGes troficas particulares ou mesmo
vivendo sob condicBes ambientais especiais (LOWE-MCCONNEL, 1991). Inclusive, a
convergéncia evolucionaria observada na morfologia da mandibula, mostra que ecomorfos
similares estdo envolvidos repetidamente dentro de diferentes assembléias de ciclideos. Dessa
forma, a familia Cichlidae € de interesse para o estudo evolutivo, pois apresenta a habilidade
de explorar novos ambientes assumindo um leque de adaptagdes morfoldgicas, o que os torna
um sistema ideal para estudar os fatores que sdo a base da diversidade morfologica

(ALBERTSON e KOCHER, 2006).

Como uma ferramenta para estudos filogenéticos, a citogenética pode colaborar com
dados especificos de espécies desconhecidas ou morfologicamente muito semelhantes. Além
disso, as analises citotaxondmicas contribuem para o estudo da evolucéo pelo fato do material
genético estar contido nos cromossomos (GUERRA, 1988). A citogenética possibilita
inferéncias sobre a relacdo entre a diversidade taxondmica observada em alguns ambientes e a
morfologia dos cromossomos das espécies em questdo, podendo inclusive apontar possiveis
alteracOes estruturais para explicar o caminho evolutivo da diversidade cariotipica observada
(LOUREIRO, 1999). OLIVEIRA et al. (2008) destacam ainda que os estudos citogenéticos
contribuem com informac6es para o entendimento da divergéncia genética entre espécies co-

especificas, bem como da relacdo entre grupos, da ocorréncia de especies cripticas e de
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complexos de espécies. Ainda, destacam a relevante contribuicdo que a citogenética prové
acerca dos mecanismos de determinacdo sexual e evolugdo de cromossomos sexuais, da
mesma forma com a descricdo de cromossomos B e a ocorréncia de poliploidia e suas

relacGes com a evolugédo dos grupos.

Também conhecidos como supranumerarios ou acessorios, 0s cromossomos Bs
sdo cromossomos dispensaveis adicionais que estdo presentes em alguns individuos de
algumas populacbes de algumas espécies, 0s quais provavelmente se originaram de
cromossomos A, mas que seguem seu proprio caminho evolutivo (CAMACHO e PARKER,
em BEUKEBOOM, 1994). Ao longo do tempo, citogeneticistas tentaram definir os
supranumerarios, porém nem sempre as caracteristicas estabelecidas para estes cromossomos
estdo presentes em todos os Bs analisados (KASAHARA, 2009). Contudo, de uma maneira
geral, os cromossomos Bs ndo sdo homdlogos, nem pareiam com 0s cromossomos A. Além
disso, eles podem ser diferentes morfologicamente dos cromossomos A, apresentam um
padrdo de herangca ndo-Mendeliano, ndo possuem regiGes organizadoras de nucléolo e

mostram mecanismos de acumulacao (revisado em BEUKEBOOM, 1994).

Os cromossomos Bs tém sido encontrado em todos 0s maiores grupos de animais
e de plantas (CAMACHO et al., 2000), de modo que estima-se que estejam presentes em 15%
de todos as espécies vivas (BEUKEBOOM, 1994; KASAHARA, 2009). Entre os peixes, a
partir dos anos de 1980 com as primeiras descri¢des para Alburnus alburnus (HAFEZ et al.,
1981) e para Prochilodus scrofa, hoje denominado P. lineatus (PAULS e BERTOLLO,

1983), muitas descri¢cdes de supranumerarios foram realizadas, principalmente em peixes da
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regido Neotropical (NIRCHIO e OLIVEIRA, 2006). Entre os Cichlidae, existem algumas
evidéncias de cromossomos B, os quais foram descrito pela primeira vez em células
germinativas de Gymnogeophagus balzanii (FELDBERG e BERTOLLO, 1984).
Posteriormente foi observado em Geophagus brasiliensis, Cichlasoma paranaensis e
Crenicichla niederleinii, sendo descritos como “corptsculos de cromatina” (MARTINS et al.,
1995) e mais recentemente em Cichla sp., Cichla monoculus, Crenicichla reticulata
(FELDBERG et al., 2004) e em Crenicichla lepidota (PIRES, 2008), como pequenos

cromossomos B.

Como muitas espécies apresentam numero e morfologia cromossémica semelhantes,
além desses dados, marcadores cromossoémicos tém sido buscados como uma ferramenta para
comparacdo intra e interespecifica. Entre esses estdo os bandamentos cromossdmicos C, G, Q,
R, localizacdo das regides organizadoras de nucléolo através da impregnagdo com nitrato de
prata, clivagem com enzimas de restricdo, localizacdo de regides ricas em pares de bases G-C
ou A-T através de corantes base-especificos, além da localizagdo de sequéncias particulares

através da técnica de hibridizacéo fluorescente in situ - FISH.

Os primeiros estudos citogenéticos em peixes foram publicados por RETZIUS e
KASTSCHENKO em 1890 (apud DENTON, 1973). Contudo, até a descoberta da aplicacdo
dos tratamentos hipotonizantes para estudo das células em divisdo, pouco foi feito nesta area.
Somente apo6s o inicio da década de 60, os trabalhos em citogenética de peixes puderam
apresentar dados precisos a respeito do numero e da forma dos cromossomos (KANTEK,

2005). O desenvolvimento geral da citogenética de peixes tem sido bastante grande nas
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ultimas décadas, alcangando os melhores niveis de competéncia, tanto pelo desenvolvimento e
aplicacdo de técnicas e metodologias especificas, como pelos resultados tedricos e praticos
obtidos (NIRCHIO e OLIVEIRA, 2006). No Brasil, a citogenética de peixes teve seu inicio
na década de 1970, com pesquisas em especies de Astyanax (JIM e TOLEDO, 1975), em
Pimelodidae (TOLEDO e FERRARI, 1976), em Cichlidae e Loricariidae (MICHELE e
TAKAHASHI, 1977; MICHELE et. al, 1977) e em Erythrinidae (BERTOLLO et al., 1978).
A partir de entdo, alguns grupos de pesquisas se formaram, estando hoje presentes em varios
estados brasileiros, alguns ja bem consolidados, enquanto outros sao mais recentes e/ou em

estado de consolidacdo (ARTONI et al., 2000).

Dentro da ordem Perciformes, os ciclideos sdo as espécies mais estudadas
citogeneticamente. Contudo, dados acerca dos cromossomos sao conhecidos para apenas 25%
de suas espécies (OLIVEIRA et al., 2007). Os primeiros trabalhos citogenéticos com
Cichlidae tiveram inicio em 1975 com OYHENART-PEREIRA et al. analisando Cichlasoma
facetum e Crenicichla sexatilis e posteriormente com MICHELE & TAKAHASHI (1977)
com Tillapia rendalli e Geophagus brasiliensis, THOMPSON (1979) com 41 espécies de

ciclideos neotropicais, VERVOORT (1980) com sete espécies de Tillapia, entre outros.

Para a regido Neotropical, de acordo com a lista de espécies citogeneticamente
analisadas, publicada pela Universidade Estadual Paulista (UNESP) no sitio eletrdnico

(http://www.ibb.unesp.br/departamentos/Morfologia/lab pesg biologia e genetica de peixe

s.php) e atualizada periodicamente, até 0 momento existem dados para 1,154 espécies de

peixes, tanto de agua doce como marinhos, com numeros dipldides variando entre 24
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cromossomos, em Apteronotus albifrons, até 134 cromossomos em Corydoras aeneus. Dentre
esses, aproximadamente 15% sdo representantes da ordem Perciformes, sendo a familia
Cichlidae a mais estudada, porém com somente 112 espécies analisadas das 400 existentes

nesta regido (OLIVEIRA, 2005).

Com os dados disponiveis podemos observar um padrdo no namero dipléide para os
ciclideos Neotropicais, onde mais de 80% das espécies apresentam 2n = 48 cromossomos,
podendo variar de 38 cromossomos, como em Apistograma borellii, a 60 cromossomos, como
em Symphysodon discus, destacando que 12% das espécies apresentam menos que 48
cromossomos e 7,5% mais que 48 cromossomos (OLIVEIRA, 2005). O nimero fundamental
de bracos varia entre 44 e 118. Dessa forma, atribui-se o numero dipldide igual a 48
cromossomos como caracteristica basal para a familia Cichlidae na regido Neotropical
(THOMPSON, 1979; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a). Pode-se, assim, inferir que a
distribuicdo modal do numero dipldide entre os ciclideos corresponde de certa forma com a
distribuicdo geogréafica da familia, pois os ciclideos africanos apresentam 2n=44
cromossomos como numero diploide modal (variando de 32 a 48 cromossomos), enquanto
que as espécies de Cichlidae da regido Neotropical apresentam namero diploide modal de 2n

= 48 cromossomos (FELDBERG et al., 2003).

Apesar de muitos dados sobre diversas espécies da familia Cichlidae no Brasil,
poucos estudos foram conduzidos na regido Sul do pais, sendo esses focados principalmente
no Estado do Parand, havendo dessa forma uma deficiéncia no conhecimento acerca das

caracteristicas cromossomicas das populagdes do Sul do Brasil. A maioria dos ciclideos dessa
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regido analisados citogeneticamente até o momento, corroboram com a caracteristica
fundamental dos Cichlidae Neotropicais, apresentando 2n=48 cromossomos, em sua maioria
subtelo-acrocéntricos (MARTINS et al., 1995; LOUREIRO et al., 2000; VICARI et al., 2006;

MIZOGUCHI et al., 2007; PIRES et al, 2008).

Tendo em vista que a familia Cichlidae representa um grupo interessante para o
estudo de mecanismos cromossémicos/evolutivos com base na plasticidade morfoldgica que
suas espécies assumem em contrapartida com a aparente conservacdo cromossémica
observada nesse grupo, o estudo citogenético dessa familia contribui na elucidacdo das

questdes evolutivas, de diversificacdo cromossémica e biogeograficas que envolvem esse

grupo.
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OBJETIVOS

a) Objetivo Geral: Analisar e comparar citogeneticamente espécies de peixes da

familia Cichlidae da regido Sul do Brasil.

b) Objetivos Especificos:

e Caracterizar, comparar e analisar citogeneticamente as espécies/populacdes
coletadas, com a utilizac&o de procedimentos de coloracgdo convencional (Giemsa),
bem como a identificacdo das regides de heterocromatina por bandamento C, a
identificacdo da regido organizadora de nucléolo por impregnacdo com nitrato de
prata (RONSs) e, mapeamento cromossdémico por hibridizagéo in situ fluorescente,

com sondas de rDNA 18S e 5S.

e Discutir os resultados obtidos comparando-os com aqueles encontrados na

literatura a fim de realizar inferéncias sobre aspectos citotaxondmicos e evolutivos

da familia Cichlidae.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discusséo serdo apresentados em capitulos sob a forma de artigos
que posteriormente serdo submetidos aos periodicos citados na primeira pagina de cada

capitulo.
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CAPITULO |

Estudos cromossdmicos em Crenicichla lepidota e Australoheros facetus (Cichlidae,

Perciformes, Pisces) do extremo sul do Brasil

- Citogenética de ciclideos -

Giselle Xavier Perazzo!, Rafael Bueno Noleto!, Marcelo Ricardo Vicari?, Patricia Coelho

Machado®, Adriana Gava®, Marta Margarete Cestari*

! Departamento de Genética, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, *Departamento de
Biologia Estrutural, Molecular e Genética, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa,
PR e ®Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS

Este artigo sera submetido para o periddico Genetics and Molecular Biology.
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Resumo

Sdo apresentados novos dados para Crenicichla lepidota, além da primeira
descricdo citogenética para Australoheros facetus, provenientes do Sul do Brasil. Anélises
cromossdmicas foram realizadas através de técnicas convencionais e moleculares com
fluorocromos base preferenciais (DAPI/CMA;3) e Hibridizacdo Fluorescente in situ com
sondas de rDNA 18S e 5S. Para todos os exemplares foi observado 2n = 48 cromossomos,
com NF = 70 para A. facetus e NF=56 para C. lepidota. Em ambas, o bandamento C
evidenciou marcac6es principalmente pericentroméricas, com um bloco heterocromaético no
primeiro par de C. lepidota. As coloracbes com AgRON, FISH 18S e DAPI/CMA;
evidenciaram um Gnico sitio no segundo par cromossémico de A. facetus e no primeiro de C.
lepidota, coincidente com a constricdo secundaria no primeiro par desta espécie. Em C.
lepidota, a FISH 5S evidenciou dois sitios intersticiais, nos pares 11 e 21. De modo geral, 0s
dados aqui obtidos para C. lepidota e para A. facetus apresentam caracteristicas
cromossémicas consideradas basais para os ciclideos, porém apresentando novos dados para
ambas as espécies. Desse modo, este estudo corrobora a hipétese de que processos evolutivos
tipo rearranjos ndo-Robertsonianos estdo envolvidos na diversificagdo da maior parte dos

Cichlidae Neotropicais.

Palavras-Chave: Citogenética de peixes — ciclideos — RONs — FISH — DAPI/CMA;
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Introducéo

Entre as 160 familias da ordem Perciformes, Cichlidae € uma das mais numerosas
compreendendo cerca de 1.350 espécies atualmente reconhecidas, contudo é estimado um
numero superior a 2.000 espécies (KULLANDER, 1998). Trata-se de um importante grupo de
peixes da Regido Neotropical, representando de 6% a 10% de peixes de agua doce dessa
fauna (KEENLEYSIDE, 1991), totalizando aproximadamente 400 espécies nessa regido

(KULLANDER, 2003).

Com relacdo ao numero diploide, podemos observar um padrdo para os ciclideos
Neotropicais de forma que a maioria das espécies apresenta 2n = 48 cromossomos, podendo
variar de 38, como em Apistograma borellii, a 60 cromossomos, como no género
Symphysodon, e com o numero fundamental de bracos (NF) variando entre 44 e 118
(FELDBERG et al., 2003). Para a familia Cichlidae, atribui-se 2n = 48 cromossomos
acrocéntricos como caracteristica ancestral (THOMPSON, 1979), de modo que alguma

diferenca dessa condicao representa um estado evolutivo derivado (FELDBERG et al., 2003).

Apesar de muitos dados sobre diversas espécies da familia Cichlidae no Brasil,
poucos estudos foram conduzidos na regido Sul do pais, sendo esses restritos ao Estado do
Parana, havendo dessa forma, uma deficiéncia na caracterizacdo cromossdmica de populacdes
do extremo Sul do Brasil. A maioria dos ciclideos desta regido analisados citogeneticamente
até 0 momento, apresenta a caracteristica fundamental dos Cichlidae, 2n = 48 cromossomos,
contudo, com variagdes em relagdo a morfologia cromossémica, bem como a diferentes
marcadores citogenéticos, como, por exemplo, em relagdo as regides organizadoras de
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nucléolo (MARTINS et al., 1995; LOUREIRO et al., 2000; VICARI et al.,, 2006;

MIZOGUCHI et al., 2007; BENZAQUEM et al., 2008, PIRES et al., 2008, entre outros).

Assim, o presente trabalho teve o objetivo de analisar o cariotipo de ciclideos
Neotropicais da regido Sul do Brasil. Sdo apresentados dados novos para Crenicichla

lepidota, além da primeira descricdo citogenética para Australoheros facetus.

Materiais e Métodos

Foram analisados 13 espécimes (8 C. lepidota e 5 A. facetus) de duas localidades
do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil: no canal Sdo Goncalo, cidade de Arroio Grande
(32°08°S e 52°34°W), e no Lago Polegar, cidade do Rio Grande (32°11'S e 52°19'W) (Tabela
I). Exemplares testemunhos foram depositados na colecdo cientifica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS11179, UFRGS11181, UFRGS11187) e os procedimentos
realizados com os animais estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade Federal do Parand (N°378), baseado nos principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias do
Guide for the Care and Use of Experimental Animals — CCAC (1993). Cromossomos
mitoticos foram obtidos do rim anterior pelo método direto de air drying (BERTOLLO et al.,
1978). As regifes organizadoras de nucléolo (AgRON) e bandas C foram obtidas pelas
técnicas descritas por HOWELL e BLACK (1980) e SUMNER (1972), respectivamente. As

sondas de 18S e 5S de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004) e de
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Leporinus obtusidens (MARTINS e GALETTI, 1999), respectivamente, foram marcadas com
biotin-14-dATP por nick translation de acordo com as instrucdes do fabricante (BioNickTM
Labeling System, Invitrogen). A deteccdo e amplificacdo dos sinais de hibridizacdo foram
obtidas usando streptavidina-FITC conjugada (Molecular Probes™ — Invitrogen). A
heterocromatina também foi analisada por dupla coloragdo com os fluorocromos
Cromomicina Az (CMAg3) + 4’-6-diamin-2-phenlindole (DAPI) (SCHWEIZER, 1976). As
metafases foram analisadas no microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axiophot e as imagens
foram capturadas usando o software Case Data Manager Expo 4.0 (Applied Spectral

Imaging).

A identificacdo cromossémica foi feita com base em Levan et al. (1964). Para
calculo do Ndmero Fundamental de bracos (NF) os cromossomos classificados como
metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm) foram considerados de dois bracos, enquanto 0s

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) constituidos por um Unico braco.

Resultados

Todos os espécimes analisados apresentaram cari6tipo de 2n = 48 cromossomos,

sem a observacao de heteromorfismo de cromossomos sexuais (Figura 1).

A populacdo de Australoheros facetus do lago Polegar apresentou caridtipo

constituido de 22 sm e 26 st/a, com NF = 70 (Figura 1A). Foram evidenciadas poucas bandas
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C, sendo essas preferencialmente pericentroméricas (Figura 1B). A impregnacdo com nitrato
de prata, bem como a Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) e a coloracdo com os
fluorocromos CMA; e DAPI, coincidiram em marcacdo na regido subterminal no brago curto

do segundo par cromossémico (Figura 2e-h).

Crenicichla lepidota apresentou cariétipo com 4m, 4sm e 40st/a e NF = 56 em
ambas as populacbes (Figura 1C). O primeiro par do complemento apresenta constricdo
secundaria no braco curto, local evidenciado pela Ag-RON e pela FISH com sonda de rDNA
18S (Figuras 2B e C, respectivamente). Esta regido também se mostrou rica em pares de base
G-C, evidenciado pela dupla-coloracdo com DAPI/CMA; (Figura 2D). Adjacente a essa
constricdo, uma banda C estd presente na regido telomérica do brago curto desses
cromossomos (Figura 2A). Este mesmo par cromossdmico também apresenta um grande
bloco heterocromatico na regido intersticial do brago longo, além de pequenas bandas
teloméricas nos bragos longos (Figura 2A-D). Outras bandas C foram observadas na regido
pericentromérica da maioria dos cromossomos, bem como algumas teloméricas em
cromossomos acrocéntricos (Figura 1B). A FISH com rDNA 5S evidenciou dois sitios sobre

0s pares 11 e 21, ambos intersticiais (Figura 3).

Discussao
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Como observado para a maioria dos ciclideos Neotropicais, o numero diploide
2n=48 cromossomos, também foi constante em C. lepidota e A. facetus aqui analisados,
corroborando com o conservadorismo da macroestrutura cromossémica como caracteristica
fundamental tanto para a familia Cichlidae, como para a ordem Perciformes (THOMPSON,
1979; HONCATI et al., 2007). Contudo, a variacao cariotipica observada entre as espécies C.
lepidota e A. facetus, ambas apresentando cromossomos de dois bracos, representam um
estado de derivacGes desse suposto caridtipo ancestral dos ciclideos, consequéncia de
rearranjos ndo-Robertsonianos, principalmente inversdes pericéntricas, durante o0 processo

evolutivo dessa familia.

O género Australoheros foi reconhecido recentemente por RICAN e
KULLANDER (2006), a partir de analises de Cichlasoma facetum. Esses autores analisaram
caracteristicas morfoldgicas e moleculares do grupo de espécies ‘Cichlasoma’ facetum e
concluiram pelo monofiletismo do grupo, diferentemente do que ocorre com outras espécies
de Cichlasoma. Dessa forma, espécies anteriormente classificadas como Cichlasoma facetum
hoje pertencem a um novo género, Australoheros, composto por aproximadamente 10
especies. Andlises filogenéticas por citocromo b indicam que Australoheros é mais
proximamente relacionado com os géneros: Pterophyllum, Hypselecara, Hoplarchus,
Mesonauta, Uaru, Symphysodon e Heros, pertencendo a tribo dos ciclideos Heroini (RICAN

e KULLANDER, 2006).

Analises citogenéticas realizadas com especies filogeneticamente proximas a

Australoheros mostram que esse grupo é consideravelmente variavel tanto quanto ao numero
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como guanto a morfologia cromossémica, de modo que Uaru amphicantoides apresenta 2n =
46 cromossomos (THOMPSON, 1979) e as espécies do género Symphysodon possuem 2n =
60 cromossomos (MESQUITA et al., 2008). Em uma analise de Cichlasoma facetum do lago
Tarum@, Ponta Grossa, Brasil, VICARI et al. (2006) observaram 2n = 48 cromossomos, sendo
10sm e 38st/a. Australoheros facetus do presente trabalho apresenta 2n = 48 cromossomos,
grande parte deles submetacéntricos (22 cromossomos). Dessa forma, podemos observar que
esse grupo de espécies proximamente relacionadas apresenta grande variabilidade cariotipica,
de modo que as diferentes direcdes evolutivas propostas por FELDBERG et al. (2003) para 0s

ciclideos Neotropicais guiaram a evolucdo das espécies da tribo Heroini.

A descricdo do primeiro cariétipo de A. facetus contribui com importante fonte de
dados para inferéncias futuras sobre a citogenética comparativa desse género. Apesar da
escassez de dados citogenéticos sobre a espécie, pode-se observar que grande parte dos pares
cromossdmicos sdo de dois bracos, conferindo a A. facetus um alto NF, o que indica
ocorréncias de repetidos eventos de inversdes pericéntricas durante a histéria evolutiva dessa

espécie.

Com relacéo a Crenicichlas lepidota, alguns trabalhos foram realizados na regido
Neotropical (THOMPSON, 1979; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a,b; MARTINS et al.,
1995, RONCATI et al., 2007), porém este é o primeiro com uma espécie do extremo Sul do
Brasil. As analises cariotipicas de C. lepidota do rio Parand, em Posadas, Argentina
(RONCATI et al., 2007), bem como na regido de Porto Rico, Brasil (MARTINS et al., 1995),

em Miranda, no Estado de Sdo Paulo, Brasil (FELDBERG e BERTOLLO, 1985a), além de
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espéecimes de origem comercial (THOMPSON, 1979), evidenciaram mesma formula
cariotipica com seis cromossomos m/sm e 42 st/a. Dados esses que divergem do obtido no
presente trabalho, onde foram observados oito cromossomos m/sm e 40 st/a (NF = 56). Essa
diferenca pode ser atribuida a rearranjos cromossémicos do tipo ndo-Robertsoniano, como as
inversdes pericéntricas. Contudo, erros na medida ou diferencas na condensagdo
cromossdmica das metafases analisadas também podem estar envolvidos (MIZOGUCHI et
al., 2007). Analises de um maior numero de populacdes podem revelar qual o real motivo das

variacdes observadas.

Diferentes padrdes de bandas C também sdo observados entre essas populacdes.
RONCATI et al. (2007) destacam que a populacdo do rio Parana, em Posadas, apresenta
grandes blocos de heterocromatina sem a especificacdo de qual par cromossémico apresenta
tal acimulo, podendo ser o primeiro, como também ocorre em C. lepidota nas populagdes
aqui estudadas. Porém, os autores descrevem a ocorréncia de alguns cromossomos totalmente
heterocrométicos naquela populacdo, situacdo essa ndo observada neste trabalho, o que
evidencia que essa espécie, apesar da conservacao do numero dipléide, apresenta diferencas
com relagdo ao acimulo e dispersédo de heterocromatina, indicando que eventos de duplicacéo
e rearranjo de blocos heterocromaticos podem estar envolvidos na diferenciacdo

interpopulacional de C. lepidota.

A ocorréncia de bandas C positivas adjacentes as RONs também foi reportada em
C. lepidota do rio Parand, nos dois pares portadores das RONs (MARTINS et al., 1995),

como também em outras espécies de Crenicichla, como em C. lugubris, C. cf. johana e C.
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britskii (BENZAQUEM et al., 2008). A ocorréncia de RON e constricdo secundaria também
foram observadas em outras espécies desse género, como em Crenicichla sp , C. niederleinii
(LOUREIRO et al., 2000), C. iguassuensis (MIZOGUCHI et al., 2007), C. cincta, C. inpa
(BENZAQUEM et al., 2008). Essa situacdo tem sido comumente encontrada em peixes
(GALETTI, 1998), e a coloracdo das RONs por fluorocromos G-C especificos, como a
cromomicina Az (CMA;3) e a mitramicina, podem estar relacionados com a presenca de blocos
heterocromaticos dentro dos sitios de RONs (PENDAS et al., 1993; ARTONI et al., 1999).
No caso de C. lepidota observa-se heterocromatina adjacente a constricdo secundaria, sitio da
RON. Porém, a banda positiva de CMA3; corresponde justamente com o sitio da RON, nédo
sendo observada mais nenhuma banda para este fluorocromo, nem mesmo no grande bloco
heterocroméatico do primeiro par cromossémico. Nesse caso, a coloracdo com CMA; nao
parece estar relacionada com a presenca de bandas heterocromaticas intersticiais aos loci de

rDNA, mas estritamente a regido organizadora de nucléolo ser rica em pares G-C.

Para C. lepidota, ja foram observadas RONs multiplas na populacdo do rio
Parand, na regido de Porto Rico, Estado do Parana (MARTINS et al., 1995), bem como RON
simples na populacdo de Miranda, Estado do Mato Grosso do Sul (FELDBERG e
BERTOLLO, 1985b). Em outras espécies do género, a observacdo de RONSs simples foi
predominante (FELDBERG e BERTOLLO, 1985b; LOUREIRO et al., 2000; MIZOGUCHI
et al., 2007; RONCATI et al., 2007, BENZAQUEM et al., 2008), sem a ocorréncia de RONs
multiplas em outras espéecies de Crenicichla. No presente trabalho, observamos RONSs
simples no primeiro par na constricdo secundaria, tanto pela impregnacdo com nitrato de

prata, como pela FISH com sonda de rDNA 18S, como foi observado em diversas outras
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espéecies de Crenicichla (FELDBERG e BERTOLLO, 1985a, b; MARTINS et al., 1995;
LOUREIRO et al.,, 2000; FENOCCHIO et al., 2003; MIZOGUCHI et al., 2007;
BENZAQUEM et al., 2008). Dessa forma, a ocorréncia de RONs simples no primeiro par
cromossémico em C. lepidota do lago Polegar e do canal Sdo Gongalo, corrobora com a idéia
de que esta parece ser uma caracteristica plesiomorfica desse género, sendo a presenca de
RONs multiplas uma apomorfia da populacéo de C. lepidota do rio Parana (MARTINS et al.,

1995).

Com relagdo a utilizacdo da técnica de FISH, em C. lepidota estes sdo 0s
primeiros dados. A hibridizacdo com a sonda de rDNA 18S evidenciou um unico sinal no
primeiro par metacéntrico, local da constricdo secundaria, comprovando que em C. lepidota
das duas populacdes do extremo Sul do Brasil observa-se a ocorréncia de RONs simples.
Com relacdo a utilizacdo da sonda de rDNA 5S, entre os Perciformes existem poucos estudos
sobre localizacdo e numero de locos desse gene (VICARI et al., 2006), ndo havendo dados até
entdo para o género Crenicichla. Nos ciclideos Geophagus brasiliensis e Cichlasoma facetum
os sitios de rDNA 5S foram encontrados na regido intersticial dos bragos longos dos pares 10
e 11, respectivamente (VICARI et al., 2006), e em Oreochromis niloticus foi observado no
braco curto de um par subtelocéntrico e intersticial no braco longo de outro par
subtelocéntrico (MARTINS et al., 2000). Entre os Perciformes, em Chromis insolata e C.
flavicauda os sitios para os genes de 5S foram localizados na regido telomérica de dois
Cromossomos acrocéntricos para a primeira espécie e na regido pericentromérica de um par
metacéntrico para a segunda (MOLINA e GALETTI Jr., 2002). No presente trabalho,

observamos a dispersdo dos sitios de rDNA 5S intersticiais em dois pares cromossdmicos de
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C. lepidota (pares 11 e 21), o que contribui com a idéia de que a posic¢éo intersticial dos genes
de rDNA 5S poderia implicar em alguma vantagem relacionada com a organizacao desses
genes no genoma, ja que esta localizacdo tem sido encontrada na maioria das espécies de
peixes (NIRCHIO e OLIVEIRA, 2006). MARTINS e WASKO (2004) destacam que a
conservacao do padrdo de distribuicdo do rDNA 5S geralmente em posicéo intersticial nos
cromossomos, pode estar relacionada com uma protecdo para que eventos de dispersao desse
gene pelo genoma ndo ocorram. Em contrapartida, as sequéncias de localizacdo terminal,
como as de rDNA 45S, por exemplo, sdo propicias a transferéncia de material genético devido

a proximidade dessas regides no nucleo interfasico (SCHWEIZER e LOIDL, 1987).

Apesar de poucos dados sobre esse marcador, a localizacdo fisica dos genes
ribossémicos 5S é de utilidade em estudos citogenéticos comparativos, pois a identificacdo
desses sitios podem ser variados ou conservados em diferentes populacdes de uma mesma
espécie, em espécies distintas de um mesmo género ou pertencentes a géneros relacionados
(MARTINS e WASKO, 2004; KASAHARA, 2009). Dessa forma, os dados aqui apresentados

poderdo colaborar com anélises comparativas futuras entre espécies de Crenicichla.

De modo geral, os dados aqui obtidos para C. lepidota e para A. facetus
apresentam caracteristicas cromossdmicas consideradas basais para os ciclideos, como 2n=48
cromossomos, RON simples e bandas C preferencialmente pericentroméricas. Contudo, novos
dados sdo apresentados para ambas as espécies. A descri¢cdo da localizagcdo e do nimero dos
sitios de rDNA 5S de C. lepidota contribuem com importante marcador cromossémico para

futuras inferéncias sobre citotaxonomia desse grupo. Adicionalmente, a atual organizagédo
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cromossomica de A. facetus sugere a ocorréncia de diversos eventos de rearranjos
cromossdmicos durante a evolucdo dessa espécie, quando comparada ao suposto cariétipo
ancestral para os Perciformes, de 2n=48 cromossomos acrocéntricos, ja que apresenta cerca
de metade de seus cromossomos submetacéntricos. Desse modo, as analises citogenéticas EM
populacdes de C. lepidota e de A. fascetus do extremo Sul do Brasil corroboram com a
hiptese de que processos evolutivos tipo rearranjos cromossdmicos ndo-Robertsonianos

estdo envolvidos na diversificacdo cariotipica dos Cichlidae Neotropicais.

Referéncias Bibliograficas

As referéncias bibliograficas estdo apresentadas em conjunto, no final desta

dissertacdo.

Tabelas
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Tabela I. Numero de espécimes analisados neste estudo nos dois diferentes pontos de
amostragem. (M=machos e F=fémeas).

Crenicichla lepidota | Australoheros facetus Total
Lago Polegar M 2 2 4
F 1 3 4
Canal S&o Gongalo | M 4 - 4
F 1 - 1
Total 8 5 13
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Figura 1. Cariétipos de Australoheros facetus (Giemsa em A e banda C em B) e de Crenicichla
lepidota (Giemsa em C e banda C em D). Barra representa 5um.
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Figura 2. Destaque do primeiro par de Crenicichla lepidota (a, b, ¢, d) e do segundo par de
Australoheros facetus (e, f, g, h) sob diferentes tratamentos: banda C (a, €), AGRON (b, f), FISH 18S
(c, g) e DAPI/ICMA; (d, h).

Figura 3. Caridtipo de Crenicichla lepidota, ap6s procedimento de FISH com sonda de rDNA 58,
evidenciando os pares 11 e 21 com sitios intersticiais. Barra representa 5um.

44



CAPITULO 1l

Diversidade cariotipica em Geophagus brasiliensis Quoy & Gaimard, 1824 (Cichlidae,

Perciformes) do sul do Brasil
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Resumo

Tendo em vista as diferencas cariotipicas e morfologicas observadas para
Geophagus brasiliensis, o presente trabalho teve por objetivo analisar citogeneticamente seis
populacdes dessa espeécie da regido Sul do Brasil. Todos os espécimes apresentaram 2n = 48
cromossomos, porém trés citétipos diferentes foram observados de acordo com a presenca de
um, dois ou trés pares de cromossomos submetacéntricos. Além disso, foi observada uma
variacdo na localizacdo das regides organizadoras de nucléolos entre as populacGes, bem
como na posicdo do gene ribossomico rDNA 5S. As analises da heterocromatina
apresentaram diferentes padrdes de localizacdo das bandas C entre os citdtipos e entre as
populacdes analisadas. Ainda destacamos que G. brasiliensis, apesar de ndo apresentar
variacdo quanto ao numero cromossémico dipldide, possui uma ampla variacdo
intrerpopelacional tanto com relacdo a formula cariotipica quanto a posicdo de marcadores
cromossémicos, corroborando com as hipdteses de que este taxdn representa um complexo de

espécies ou de espécies cripticas.

Palavras-Chave

Cara — citotipos — FISH — RON — heteromorfismo
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Introducéo

A ictiofauna Neotropical é extremamente rica, incluindo cerca de 5,000 espécies
(REIS et al., 2003), o que corresponde a um oitavo de toda a biodiversidade de vertebrados
reconhecidos. Apesar da enorme diversidade ictiologica registrada para esta regido, estima-se
que esta represente de 60% a 70% da fauna de peixes Neotropicais que efetivamente habitam
0 neotrdpico. Essa situacdo é atribuida a escassez de informacdes filogenéticas e/ou a dados
desencontrados, possivelmente reflexo da regido Neotropical possuir sistemas aquéticos de
proporcOes epicontinentais que comportam uma enorme riqueza e complexidade de espécies

(BOHLKE et al., 1978; VARI e MALABARBA, 1998).

Dentro dessa enorme biodiversidade, a familia Cichlidae, com cerca de 400
representantes na ictiofauna Neotropical (NELSON, 2006), possui espécies de interesse para
estudos evolutivos, pois algumas apresentam ampla distribuicdo bem como enorme
plasticidade morfoldgica assumindo um leque de forma que os torna um sistema ideal para
testar os fatores que sdo a base da diversidade morfolégica (ALBERTSON e KOCHER,
2006). Ensaios de citogenética podem contribuir neste sentido oportunizando marcadores que
sdo cada vez mais empregados em analises filogenéticas, especialmente em relacdo a
caracterizacdo cariotipica de espécies novas e com a citotaxonomia de espécies cripticas

(BERTOLLO et al., 1986).

Com relagdo as analises citogenéticas, a familia Cichlidae é considerada um grupo
com uma macroestrutura cromossomica conservada. Mais da metade das espécies analisadas
apresentam um numero dipléide de 48 cromossomos em sua maioria com um brago, mas com
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ocorréncia de variacdes tanto no nimero dipldide, de 38 a 60 cromossomos, como no numero
fundamental de bracos (NF), de 44 a 118 (FELDBERG et al., 2003). As variacdes que
mantém o numero diploide dentro da familia Cichlidae tém sido atribuidas a mecanismos de
rearranjos estruturais principalmente translocacdes e inversdes pericéntricas, enquanto que 0s
mecanismos que modificam o nimero cromossdémico séo atribuidos a translocaces, fissdes e
fusBes céntricas (BRUM e GALETTI Jr., 1997; FEDBERG et al., 2003; MESQUITA et al.,

2008; GROSS et al., 2009).

Geophagus brasiliensis é um ciclideo comum no Sul e Sudeste do Brasil. E
encontrado em uma grande variedade de biomas, evidenciando-se uma enorme variacdo
morfoldgica, o que pode sugerir, muitas vezes, a existéncia de espécies diferentes (MARTINS
et al.,, 1995; BRUM e GALETTI, 1997). Apesar da constancia de 2n = 48 cromossomos,
heteromorfismos cromossémicos com rela¢do ao tamanho da regido organizadora de nucléolo
(RON) bem como diferencas no numero fundamental de bracos, com consequente alteracéo
do NF, ja foram reportadas para esta espécie em diferentes localidades (THOMPSON, 1979;
MICHELE e TAKAHASHI, 1977; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a; MARTINS et al.,

1995; VICARI et al., 2006a; PIRES et al., 2008).

A fim de obter um panorama mais abrangente da regido Sul do Brasil sobre a
divergéncia cariotipica dessa espécie, o presente trabalho teve como objetivo analisar
citogeneticamente G. brasiliensis em seis popula¢des distribuidas nos Estados do Rio Grande

do Sul e do Parana.
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Materiais e Métodos

Foram analisados 33 espécimes de G. brasiliensis de seis localidades da regido
Sul do Brasil. No estado do Rio Grande do Sul: no lago Polegar, cidade do Rio Grande
(32°11'S e 52°19'W); arroios da localidade do Arraial, cidade do Rio Grande (32°27’S ¢
52°46’W); no canal Sao Gongalo, cidade de Arroio Grande (32°08’S ¢ 52°34°W); na lagoa do
Peixe, cidade de Mostardas (31°08’S ¢ 50°48°W) e na lagoa dos Quadros, cidade de Capéo da
Canoa (29°45’S e 50°03’W). E no estado do Parana no Parque Ecologico Costa, cidade de
Curitiba (25°50°’S e 49°27°W) (Fig. 1). Exemplares testemunhos foram depositados na
colecdo cientifica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS11182,
UFRGS11183, UFRGS11184, UFRGS11185, UFRGS11186) e os procedimentos realizados
com os animais estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal do Parana (N° 351), baseado nos principios éticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias do Guide for the Care

and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care) (1993).

As preparacfes cromossomicas foram obtidas das células do rim anterior usando
tratamento de colchicina in vivo (BERTOLLO et al., 1978). A heterocromatina constitutiva
foi detectada usando o método de bandamento C (SUMNER, 1972) e as RONs foram
detectadas usando coloracdo com nitrato de Prata (HOWELL e BLACK, 1980). A
hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) foi usada para a localiza¢do dos sitios dos genes de
rDNA seguindo PINKEL et al. (1986), com algumas modificagfes. Foram utilizadas duas

sondas, uma para rDNA 18S (cerca de 1,800 pares de base) a qual foi obtida a partir do DNA
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genémico de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI, 2004). A outra sonda foi
utilizada para localizacdo do rDNA 5S (cerca de 120 pares de bases), a qual foi obtida a partir
do DNA gendmico de Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI, 1999). Para marcagéo
das sondas foi utilizado o procedimento de “nick translation” com uso dos kits Bionick
Labeling System (Invitrogen) e Nick Translation Biotin (Roche) de acordo com as

recomendacdes dos fabricantes.

As metafases com melhor morfologia e dispersdo cromossdémica foram capturadas
por meio do sistema de captura digital Applied Spectral Imagem, acoplado ao microscopio
Carl Zeiss Axiophot. As analises cromossdmicas foram realizadas por meio do software Case
Data Manager Expo 4.0 e as medi¢bes cromossdmicas conforme Levan et al. (1964). O
calculo para o numero fundamental de bracos (NF) levou em consideracdo 0s cromossomos
metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm) como apresentando dois bracos e 0s cromossomos

subtelocéntricos (st) e acrocénctricos (a) com um braco cromossémico.

Resultados

Todos o0s especimes analisados apresentaram 2n = 48 C€romossomos,
independentemente do sexo. Contudo, a formula cariotipica variou com relacdo ao numero de
cromossomos  submetacéntricos e  subtelo/acrocéntricos, tanto inter  quanto

intrapopulacionalmente, suportando a existéncia de trés citotipos com as seguintes férmulas
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cariotipicas: citotipo I (4sm + 44st/a, NF = 52), citotipo Il (6sm + 42st/a, NF = 54) e cit6tipo

Il (8sm + 40st/a, NF = 56) (Fig. 2).

O citdtipo | foi observado nas populacdes dos arroios do Arraial, do lago Polegar,
da lagoa do Peixe, da lagoa dos Quadros, do canal Sdo Gongalo e do Parque Ecoldgico Costa,
sendo o citotipo mais frequente no total amostrado (45,4%). O citotipo Il teve ocorréncia nas
populacdes do lago Polegar, dos arroios do Arraial e do Parque Ecoldgico Costa. O terceiro
citotipo foi observado nas populacdes do Arraial, do lago Polegar, da lagoa dos Quadros e do

Parque Ecoldgico Costa (Tabela I).

A maioria das populacGes analisadas independentemente do citétipo apresentou
RON simples localizada no braco curto do primeiro par submetacéntrico, evidenciada tanto
pela impregnacdo com nitrato de prata como pela FISH com sonda de rDNA 18S. Pode-se
observar um heteromorfismo de tamanho tanto quando corado com Giemsa como quando
submetido as técnicas de Ag-RON e FISH (rDNA 18S). Por sua vez, a populacdo da lagoa do

Peixe apresentou a RON na regiéo terminal do brago longo do primeiro par st/a (Fig. 6).

As populacGes apresentaram caracteristicas peculiares relacionadas a
heteromorfismos cromossdmicos, diferentes padrées de bandas C e localizacdo das regides

organizadoras de nucléolo e dos sitios de rDNA 18S e 5S para cada populacao, a saber:
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Populacédo do Lago Polegar

G. brasiliensis do lago Polegar, um pequeno lago de origem antropica do campus
da Universidade Federal do Rio Grande, também apresentou ampla variacdo quanto a
morfologia de seus cromossomos, sendo observados os trés citotipos (Fig. 2). Em todos os
casos, 0 primeiro par do complemento cromossémico apresentou heteromorfismo com relagéo
ao tamanho dos cromossomos, situacdo também observada com relacdo a RON que se situa
nesse mesmo par (Fig. 6). O bandamento C nesta populacdo evidenciou bandas na regido
pericentromérica na maioria dos cromossomos e telomérica em alguns pares, contudo nos
especimes com NF=54, citétipo Il, foi observada uma banda na regido intersticial proxima ao
centrémero do par 19 (Figs. 3D, 4B e 5C). O sitio para o rDNA 5S foi localizado no par 5 do

complemento, na regido intersticial do braco longo destes cromossomos (Fig. 6).

Populacao dos arroios do Arraial

Esta populacdo apresentou grande diversidade cariotipica, englobando os trés
citotipos (Fig. 2). O primeiro par submetacéntrico apresentou heteromorfismo de tamanho em
todos os citotipos observados. Esse heteromorfismo também foi observado com relagdo a
RON quando submetido a coloracdo com nitrato de prata e a FISH com sonda rDNA 18S
(Fig. 6). O bandamento C revelou a existéncia de blocos heterocromaticos pericentromericos
na maioria dos cromossomos com alguns pares portadores de bandas teloméricas. Porém nos

exemplares com citotipo 11, foi observado um padréo diferenciado no primeiro par st/a, que é
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destacadamente heteromdrfico, onde o maior cromossomo do par apresenta banda

pericentromérica e 0 menor uma banda telomérica do braco longo (Figs. 3B, 4C e 5D).

Populacao do canal Sdo Gongalo

No canal Sdo Goncalo todos os espécimes analisados apresentaram o citétipo |
(Fig. 2A). A caracteristica heteromorfica do primeiro par cromossémico observada em outras
populacdes desse estudo, também foi encontrada nessa populacdo. E nesse caso também foi
coincidente com o heteromorfismo para a RON, observado nesse mesmo par tanto pela
impregnacdo com prata como pela FISH com rDNA 18S (Fig. 6). O bandamento C
evidenciou bandas pericentroméricas em alguns pares cromossémicos, bem como na regido
telomérica de outros (Fig. 3C). O gene ribossomal 5S foi localizado na regido intersticial do

braco longo do 5° par cromossémico (Fig. 6).

Populacgdo da Lagoa do Peixe

A populagdo da lagoa do Peixe apresentou uma Unica formula cariotipica: o
citotipo 1. Porém caracteristicas peculiares foram observadas como um padrdo diferente de
bandas C, com poucas bandas na regido pericentromerica e nenhuma telomérica, caracteristica

presente nas demais populacdes (Fig. 3D). Além disso, a localizacdo da RON foi observada
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na regido terminal do braco longo do primeiro par st/a, evidenciada tanto pela impregnacéo
com nitrato de prata quanto pela FISH com sonda de rDNA 18S. O sitio do rDNA 5S foi

observado na regido terminal do brago curto do segundo par submetacéntrico (Fig. 6).

Populacdo da Lagoa dos Quadros

Os individuos analisados pertencentes a lagoa dos Quadros apresentaram oS
citétipos I e 111 (Fig. 2A e C). Em ambos, observam-se bandas C positivas pericentroméricas,
bem como pequenos blocos heterocromaticos presentes na regido telomérica de diferentes
pares cromossdmicos dos dois citétipos (Figs. 3A e 5B). O sitio do rDNA 18S foi observado
no braco curto do segundo par submetacéntrico em ambos cit6tipos dessa populagédo. O sitio
do rDNA 5S foi localizado na regido terminal do braco longo do segundo par

submetacéntrico, mesma localizag¢do observada na populacdo da lagoa do Peixe (Fig. 6).

Populacgdo do Parque Ecologico Costa

Os exemplares da populagdo de G. brasiliensis amostrada no Parque Ecoldgico
Costa também apresentaram variacdo quanto a morfologia dos cromossomos dos individuos
analisados, apresentando os citotipos I, Il e Il (Fig. 2). O primeiro par mostra-se

heteromorfico no tamanho. O bandamento C evidenciou marcagdes proximas ao centrémero,

54



bem como nas regifes teloméricas na maioria dos cromossomos, sendo diferente a
distribuicdo dessas bandas nos cromossomos dos citotipos presentes nessa populacdo (Figs.
3F, 4A e 5A). A RON foi localizada no braco curto do segundo par submetacéntrico, sendo

observada associacdo entre os pares portadores nas metafases analisadas (Fig. 6).

Discussao

As populacdes de G. brasiliensis analisadas neste trabalho apresentaram 2n=48
cromossomos correspondendo a uma caracteristica considerada ancestral ou primitiva para a
ordem e para a familia as quais pertence (THOMPSON, 1979). Contudo, uma gama de
variedades cromossémicas tanto morfolégicas quanto com relacdo a marcadores
cromossémicos foram observadas, indicando que essa espécie representa um estado evolutivo

derivado entre os Cichlidae.

A presenca de trés citdtipos provavelmente é devida a ocorréncia de rearranjos
cromossémicos durante a histdria evolutiva dessa espécie, com destaque para as inversoes
pericéntricas, pois ndo foi observada variagdo no numero cromossdmico. Segundo
KASAHARA (2009), esse tipo de rearranjo € relativamente comum entre os vertebrados,
principalmente se ndo resultam na perda ou ganho de material genético relevante a seus
portadores, sendo responsdvel pelas diferencas cariotipicas interespecificas ou

interindividuais, como observado aqui com G. brasiliensis.
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Estudos moleculares bem como morfologicos apontam G. brasiliensis como um
complexo de espécies (KULLANDER, 1998; FARIAS et al., 2000; FELDBERG et al., 2003).
Os dados citogenéticos obtidos até o momento corroboram com essa complexidade, pois
observamos ampla varia¢do no nimero de cromossomos SM entre localidades, ocorrendo de
dois a oito cromossomos deste tipo (MICHELE e TAKAHASHI, 1977; THOMPSON, 1979;
FELDBERG e BERTOLLO, 1985a; MARTINS et al., 1995; VICARI et al., 2006a; PIRES et
al., 2008). Neste trabalho, além de variagc6es entre populacdes, divergéncias cariotipicas entre
individuos de uma mesma populacdo também foram encontradas. Essas diferencas foram
apontadas como indicando a ocorréncia de espécies cripticas no grupo ‘Geophagus
brasiliensis’, além da possibilidade de estarem englobando ragas cromossdmicas em um
recente processo de especiacdo (FELDBERG et al., 2003). Hipotese semelhante foi apontada
por MARTINS et al. (1995) os quais salientam que a ampla distribuicdo de G. brasiliensis
acompanhada pelas diferencas cariotipicas observadas em varios locais pode ser um sinal de

que diferentes espécies estdo envolvidas.

Cabe destacar que em duas populages, onde foram observadas as maiores
variacOes cariotipicas, é provavel que as espécies tenham sido introduzidas. Tanto o lago
Polegar como o Parque Ecologico Costa séo de origem antropica e, por isso, a introducao de
especies de diferentes populacGes pode ter levado a ocorréncia dos trés citotipos nesses locais.
Contudo, na localidade do Arraial, formada por arroios que fazem a conexdao entre lagos e
lagoas da regido, também foram encontrados os trés citdtipos. Devido ao baixo nimero de
exemplares analisados, ndo podemos ter uma opinido conclusiva sobre a diversidade

observada nesse local, porém o fato de tratar-se de uma regido que interliga diferentes
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ambientes pode indicar que essa regido realmente apresente alta variabilidade cariotipica para
G. brasiliensis. Assim, essa conexdo natural entre diferentes corpos d’agua, poderia estar
colocando em contato populacBes que possivelmente diversificaram em alopatria, como

também demonstrado por ARTONI et al. (2009) em outra regido do sul do Brasil.

A presenca de diferentes citétipos indicam que a variacdo no numero de bracos
pode ser um bom marcador cromossémico para essa espécie, como destacaram VICARI et al.
(2006a). Porém, pode-se observar que outras caracteristicas também podem ser utilizadas
como marcadores. Como é o caso do par portador da RON. Todas as populacfes estudadas
nesse trabalho apresentam o primeiro par cromossémico submetacéntrico como o portador da
RON, exceto a populacdo da lagoa do Peixe, a qual apresenta RON na regido telomérica do
braco longo do primeiro par st/a. Em outros estudos a posicdo da RON também foi variavel,
sendo localizada no sexto par st/a (VICARI et al., 2006a; PIRES et al., 2008) bem como no
décimo par st/a (MARTINS et al., 1995). Essas variacGes podem ser atribuidas a rearranjos
cromossémicos, como também a diferencas na condensacdo da cromatina, levando a
diferentes classificacbes cromossdmicas para 0s pares em questdo. Contudo, em todas as
analises realizadas pelos autores acima citados, a presenca da RON esta condicionada a regido
telomérica do braco curto desses cromossomos, bem como ocorre nas populacfes analisadas
no presente trabalho, exceto para da lagoa do Peixe. Essa situacdo pode ser relacionada com o
cariotipo considerado ancestral, tanto para a familia quanto para a ordem as quais G.
brasiliensis pertence, composto por 48 cromossomos acrocéntricos (THOMPSON, 1979;
FELDBERG e BERTOLLO, 1985a). A localizacdo da RON na regido terminal do brago

longo em um par cromossémico st/a, indica que a populacdo da lagoa do Peixe representa um
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estado mais primitivo quando comparado com as demais populacdes de G. brasiliensis
analisadas, em que os genes organizadores nucleolares localizam-se em cromossomos de dois
bracos, considerados, evolutivamente, derivados nesse grupo. Portanto, a presenca de RON no
braco longo de um par ST/A na populacdo de G. brasiliensis da lagoa do Peixe pode ser
considerada uma caracteristica plesiomorfica dessa espécie. Além do marcador cromossdmico
de localizacdo da RON, a situacdo homomorfica para a populacdo da lagoa do Peixe com 2n=
48 cromossomos, 4sm + 44st/a, NF=52, ou seja, um maior nimero de Cromossomos
unibraquiais, também pode ser considerado em um estagio de menor diferenciacdo em relacéo

as demais populacdes estudadas.

Uma situacdo comumente reportada para G. brasiliensis € o heteromorfismo dos
homologos portadores da RON. Nas populacdes analisadas no presente trabalho também
observamos essa ocorréncia, exceto nos exemplares da lagoa do Peixe. FELDBERG e
BERTOLLO (1985b) destacam que esse heteromorfismo pode indicar tanto uma diferenca na
quantidade de cistrons ribossomicos entre essas RONs como também uma diferenca na
atividade desses genes. Aqui a utilizacdo da técnica de FISH com sondas de rDNA 18S indica
que o heteromorfismo da RON é devido a diferentes quantidades de cistrons ribossémicos
entre os homdlogos portadores da RON, o que reforca a idéia de que esse € o principal motivo
para heteromorfismo de RON (CASTRO et al., 1998). Essas diferencas podem ser devidas a
permutas desiguais durante a meiose, transposicdes, delecdes ou duplicagdes que envolvam as

sequéncias repetitivas dessa regido (CASTRO et al.,1998; VICARI et al., 20063, b).
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O bandamento C apresentou blocos positivos principalmente na regido
pericentromeérica de todos os citotipos aqui analisados. Contudo, diferencas dentro de cada
citotipo de cada populacdo foram observadas nas bandas teloméricas e intersticiais em alguns
pares. Essa caracteristica também foi observada ndo somente em G. brasiliensis (MARTINS
et al. 1995; VICARI et al., 2006a; PIRES et al., 2008) como também em outras espécies de
Cichlidae (FELDBERG et al., 2003). A variacdo na quantidade e localizacdo das bandas C
indica que eventos de duplicacdo e rearranjos da heterocromatina foram importantes durante a
evolucdo dessa espécie, como foi destacado para outros grupos de Cichlidae (RONCATI et

al., 2007).

Estudos sobre a localizacdo do gene ribossdmico rDNA 5S sdo escassos para a
familia Cichlidae. Dados para G. brasiliensis foram apresentados por VICARI et al. (2006a),
0s quais descreveram a localizacdo do gene 5S na regido intersticial do braco longo do décimo
par st/a. Em outra espécie de Cichlidae, Oreochromis niloticus, a localizacdo do gene 5S foi
dispersa ocorrendo em um par submetacéntrico e um par subtelocéntrico (MARTINS et al.,
2000). Neste trabalho, observamos uma varia¢do na distribuicdo do gene ribossémico 5S para
G. brasiliensis, nas populacGes em que a aplicacdo da FISH com sonda de rDNA 5S foi
possivel. Nas popula¢Ges do canal Sdo Gongalo e no lago Polegar sua localizagdo foi
intersticial no quinto par st/a. Ja nas populacdes da lagoa dos Quadros e lagoa do Peixe foi
localizado na regido terminal do braco longo do segundo par submetacéntrico. Segundo
MARTINS et al. (2002), a localizagdo do rDNA 5S ocorre em uma posicéo intersticial nos
cromossomos da maioria das espécies de peixes, como também ocorre em mamiferos e

anfibios, sugerindo que essa posi¢cdo confira alguma vantagem adaptativa na organizacdo do
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genoma dos vertebrados. Contudo, a localizacdo do rDNA 5S na posi¢do terminal de um par
submetacéntrico indica que esse possa ser um estado derivado presente nas populacdes da
lagoa do Peixe e lagoa dos Quadros, considerando que a posicao intersticial € mais observada
tanto entre os peixes como entre os vertebrados de maneira geral. Assim, um evento de
rearranjo cromossomico do tipo inversao pericéntrica a partir da condicdo basal de um par
acrocéntrico com sitios 5S intersticiais pode ter dado origem a posicdo divergente desse
cistron ribossémico em G. brasiliensis dessa regido, antes da formacdo das lagoas dos
Quadros e do Peixe. Além disso, os cromossomos de dois bracos sdo evolutivamente mais
recentes para os Cichlidae, de modo que a localizacdo do rDNA 5S em cromossomos
submetacéntricos confere as populacGes da lagoa do Peixe e da lagoa dos Quadros um estado
evolutivo mais derivado quando comparadas com as populacdes do lago Polegar e canal Sdo

Gongalo, cujas marcagdes ocorrem em cromossomos st/a.

Concluindo, pode-se demonstrar que G. brasiliensis da regido Sul do Brasil
apresenta a caracteristica basal de 2n=48 cromossomos da familia Cichlidae. Contudo, a
ocorréncia de trés citétipos entre e dentro das populacdes analisadas indicam que durante o
processo evolutivo dessa espécie, rearranjos cromossomicos, como as inversdes pericéntricas,
foram o principal evento que levou a diversidade cariotipica observada. Além disso, a
diferenca na localizacdo da RON entre a populacdo da lagoa do Peixe e as demais sugere que
possivelmente um evento de rearranjo estrutural esteve envolvido na formacgdo dessa
divergéncia. Do mesmo modo, a localizacdo do gene ribossémico 5S, em diferentes posicoes
de dois pares cromossémicos, indica que outros eventos de rearranjos estiveram envolvidos

durante a evolucdo dessa espécie. Segundo OLIVEIRA et al. (2009), espécies de peixes
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Neotropicais caracterizadas por mobilidade reduzida e baixa densidade populacional
geralmente apresentam ampla variabilidade cariotipica interspecifica e intraespecifica, e este

parece ser o caso de G. brasiliensis.

Referéncias Bibliograficas

As referéncias bibliogréficas estdo apresentadas em conjunto, no final desta

dissertacdo.
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Tabelas

Tabela I. Frequéncias dos citétipos |, 11 e 111 e suas respectivas porcentagens do total

amostrado.
Citotipo
| 1 i Total
Local
Arraial, Rio Grande, RS 2 1 2 5
Lagoa dos Quadros, Capéo da Canoa, RS 1 - 1 2
Lago Polegar, Rio Grande, RS 2 4 2 8
Parque Ecoldgico Costa, Curitiba, PR 2 5 3 10
Canal S&o Gongalo, Arroio Grande, RS 3 - - 3
Lagoa do Peixe, Mostardas, RS 5 - - 5
Total (451,2%) (3018%) (24,83%) (10303%)
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Figuras

250 km

Figura 1. Locais de coleta: (1) Lago Polegar, Rio Grande; (2) Arraial, Rio Grande; (3) Canal Séo
Goncalo, Arroio Grande; (4) Lagoa do Peixe, Mostardas; (5) Lagoa dos Quadros, Capao da Canoa; (6)
Parque Ecol6gico Costa, Curitiba.
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Figura 2. Citotipo I, 11 e 11l (A, B, C, respectivamente). Barra representa 5um.
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Figura 3. Citotipos | ap6s bandamento C observado nas populacfes da lagoa dos Quadros (A), nos
arroios do Arraial (B), no canal S&o Gongalo (C), no lago Polegar (D), na lagoa do Peixe (E) e no
Parque Ecologico Costa (F). Barra representa 5um.
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Figura 4. Citotipos Il ap6s bandamento C observado nas popula¢des do Parque Ecoldgico Costa (A),
do lago Polegar (B) e dos arroios do Arraial (C). Barra representa Sum.
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Figura 5. Cit6tipos Il apds bandamento C observado nas populag¢fes do Parque Ecolégico Costa (A),
da lagoa dos Quadros (B), do lago Polegar (C) e dos arroios do Arraial (D). A barra representa 5um.
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Figura 6. Pares cromossémicos portadores da RON marcados pela impregnacao pelo nitrato de prata e
pela FISH com sondas 18S e os portadores do gene ribossémico 5S marcados pela FISH com sonda de
rDNA 5S nas diferentes populagdes analisadas.
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CAPITULO III

Nota Cientifica

Polimorfismo de cromossomo B em Crenicichla lepidota Heckel, 1840 (Cichlidae,

Perciformes)

Giselle Perazzo'"; Rafael B. Noleto': Marcelo R.Vicari'': Marta M. Cestari'

' Departamento de Genética, Universidade Federal do Parana, Caixa Postal 19071, Centro
Politécnico, Jardim das Américas, CEP 81531-990, Curitiba, PR, Brasil e "' Departamento de
Biologia Estrutural, Molecular e Genética, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. Carlos
Cavalcanti, n°4748, Uvaranas, CEP: 84030-900, Ponta Grossa, PR, Brasil.

Esta nota cientifica sera submetida para o peridédico Neotropical Ichthyology.
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Resumo

E apresentada a caracterizacao citogenética para a espécie Crenicichla lepidota do
litoral norte do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Foi observado 2n = 48 cromossomos

além da presenca de 0 a 4 cromossomos supranumerarios com variagdo inter e intraindividual.

Palavras-chave: ciclideos — cromossomos supranumerarios — Brasil

Texto

Os cromossomos Bs tém sido encontrado em todos 0s maiores grupos de animais
e de plantas (CAMACHO et al., 2000), de modo que estima-se que estejam presentes em 15%
de todos as espécies vivas (BEUKEBOOM, 1994; KASAHARA, 2009). Entre os peixes, a
partir dos anos de 1980 com as primeiras descri¢cdes para Alburnus alburnus (HAFEZ et al.,
1981) e para Prochilodus scrofa, hoje denominado P. lineatus (PAULS e BERTOLLO,
1983), muitas descri¢bes de supranumerarios foram realizadas, principalmente em peixes da
regido Neotropical (NIRCHIO e OLIVEIRA, 2006). Entre os Cichlidae, existem algumas
evidéncias de cromossomos B, os quais foram descrito pela primeira vez em células
germinativas de Gymnogeophagus balzanii (FELDBERG e BERTOLLO, 1984).
Posteriormente foi observado em Geophagus brasiliensis, Cichlasoma paranaensis e
Crenicichla niederleinii, sendo descritos como “corpusculos de cromatina” (MARTINS et al.,

1995) e mais recentemente em Cichla sp., Cichla monoculus, Crenicichla reticulata
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(FELDBERG et al., 2004) e em Crenicichla lepidota (PIRES, 2008), como pequenos

cromossomos B.

De modo a contribuir com o conhecimento citogenético de Cichlidae, este
trabalho teve o objetivo de caracterizar uma populacdo de C. lepidota de uma lagoa costeira
do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, a fim de fornecer dados relevantes para inferéncias

citotaxondmicas e evolutivas deste grupo.

Foram analisados nove espécimes, sendo duas fémeas e sete machos, provenientes
da lagoa dos Quadros, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (29°45’S e 50°03’W). As
preparacdes cromossdmicas foram obtidas das células do rim anterior usando tratamento de
colchicina in vivo (BERTOLLO et al., 1978). A heterocromatina constitutiva foi detectada
usando método de bandamento C (SUMNER, 1972) e as regides organizadoras de nucléolo
(RONs) foram detectadas usando coloracdo com nitrato de Prata (HOWELL e BLACK,
1980). Corantes base-especificos diamidino-2-phenylindole (DAPI) e Cromomicina Aj
(CMA;) foram utilizados para a identificacdo de regides ricas em pares de base A-T e G-C,
respectivamente (SCHWEIZER, 1976). A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) foi usada
para localizagdo do sitio de rDNA seguindo PINKEL et al. (1986), com algumas
modificagdes. Foi utilizada uma sonda para rDNA 18S (cerca de 1800 pares de base) a qual
foi obtida a partir do DNA gendémico de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI,
2004). Para marcacao das sondas foi utilizado o procedimento de “nick translation” com uso

do kit Bionick Labeling System (Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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As metafases com melhor morfologia e dispersdo cromossoémica foram capturadas
através do sistema de captura digital Applied Spectral Imagem, acoplado ao microscopio Carl
Zeiss Axiophot. As analises cromossémicas foram realizadas através do software Case Data
Manager Expo 4.0 e as medicGes cromossdmicas realizadas conforme LEVAN et al. (1964).
O célculo para o numero fundamental de bracos (NF) levou em consideragdo 0s cromossomos
metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm) como apresentando dois bracos e 0s cromossomos

subtelocéntricos (st) e acrocénctricos (a) com um bragco cromossémico.

Exemplares testemunhos foram depositados na colecao cientifica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul sob a identificagho UFGRS11180 e o0s procedimentos
realizados com os animais estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade Federal do Parana, baseado nos principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias do

Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care).

A analise de 94 metéfases de C. lepidota apresentou nimero dipléide igual a 48
cromossomos, com formula cariotipica de 2m, 4sm e 42st/a, acrescidos de 0, 2, 3 ou 4
cromossomos B, ao quais apresentam variacao inter e intraindividualmente. A frequéncia de
individuos portadores de supranumerarios foi de 33,3%. Os cromossomos B apresentam
tamanho e morfologia semelhante aos demais do complemento, sendo observado
cromossomos dos tipos m, sm e st/a. Todas as metafases apresentam uma constrigdo
secundaria no primeiro par do complemento, o qual é destacadamente maior que os demais. A

banda C mostrou-se positiva acima da constricdo secundaria no primeiro par e na regiao
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centromérica de alguns pares cromossdmicos na maioria das metafases. No entanto, nenhum
cromossomo foi totalmente heterocromatico ou demonstrou acumulo de heterocromatina,

situacdo comum em cromossomos B.

A hibridizacdo in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S evidenciou
marcacdo sob a constri¢do secundaria do primeiro par, mesma regido marcada pela coloracéao
AgRON e pelo fluorocromo CMA;3, evidenciando que esta regido apresenta grande
guantidade de bases G-C. Resultado que pode ser confirmado pela coloragdo com

fluorocromo DAPI, o qual evidenciou bandas negativas nesta mesma regiao.

A formula cariotipica de seis cromossomos m/sm e 42 cromossomos st/a para C.
lepidota da Lagoa dos Quadros foi correspondente com a observada para esta espécie de
outras populacbes (THOMPSON, 1979; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a; MARTINS et
al., 1995; RONCATI et al., 2007; PIRES, 2008). Somente as populacdes do canal S&o
Gongcalo e do lago Polegar (Cap. 1), localizados no limite sul do Brasil, C. lepidota apresenta
diferente formula cariotipica, composta por oito cromossomos de dois bracos (PERAZZO et
al., manuscrito em preparacdo). Em todas as analises, o primeiro cromossomo do
complemento e destacadamente maior que 0s demais e, geralmente, com uma conspicua
constricdo secundaria. FELDBERG et al. (2003) destacam que esta € uma caracteristica
comum para Crenicichla, de modo que ha uma certa homogeneidade cariotipica no género

onde o primeiro par cromossémico € muito caracteristico.

A localizacdo da Regido Organizadora de Nucléolo (RON) para C. lepidota da
lagoa dos Quadros foi evidenciada, tanto pela impregnacdo com nitrato de Prata como pela
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FISH com sonda de rDNA 18S, no primeiro par cromossdmico, juntamente com a constri¢éo
secundaria. Essa situacdo tambem foi observada para outras populacdes de C. lepidota
(FELDBERG e BERTOLLO, 1985a; FENOCCHIO et al., 2003; PIRES, 2008), e também em
outras espécies do género, como C. niederleinii (LOUREIRO et al., 2000; RONCATI et al.,
2007), C. iguassuensis (MIZOGUCHI et al., 2007), C. vittata, C. lacustris (FELDBERG e
BERTOLLO, 1985b), C. inpa, C. reticulata, C. cincta (BENZAQUEM et al.,2008). E essa
situacdo ndo sO é observada em Crenicichla, mas também para a familia Cichlidae, a qual
pode ser caracterizada como possuindo um unico par de cromossomos portadores da RON,
geralmente o primeiro (FELDBERG et al.,2003), indicando que esta é uma pleisiomorfia para
0 grupo (FELDBERG e BERTOLLO, 1985b). Contudo, C. lepidota do rio Parana apresenta
RONs multiplas, localizadas nos pares 1 e 5, de modo que esta caracteristica foi apontada

como uma apomorfia para esta populacdo (MARTINS et al., 1995).

Com relacdo a heterocromatina, o padrdo comumente encontrado nos ciclideos em
geral, com bandas preferencialmente na regido pericentromérica dos cromossomos
(FELDBERG et al., 2003), também foi observado na populacdo de C. lepidota aqui analisada.
A presenca de heterocromatina fortemente associada com RONSs é frequentemente observada
em peixes (GALLETI Jr, 1998) e encontrada em diversas espécies do género Crenicichla
adjacente a constricdo secundaria (MARTINS et al., 1995; LOUREIRO et al., 2000;
MIZOGUCHI et al., 2007, BENZAQUEM et al., 2008; RONCATI et al., 2007; PIRES,

2008).
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Apesar de apresentar caracteristicas muito similares com outras populagdes e
espéecies de Crenicichla, C. lepidota da lagoa dos Quadros apresentou Cromossomos
supranumerarios. Em peixes, existem muitas descri¢des de cromossomos Bs (MAISTRO et
al., 2000; NEO et al., 2000a,b; PORTELA-CASTRO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2009;
entre outros), de forma que podemos observar que estes cromossomos podem variar com
relacdo ao tamanho, a morfologia, ao nimero, e podem inclusive estar restritos a um género
(SALVADOR e MOREIRA-FILHO, 1992; ARTONI et al., 2006; NIRCHIO e OLIVEIRA,
2006). Com relacdo aos ciclideos, as observacdes de cromossomos Bs feitas até hoje, apontam
cromossomos pequenos ou puntiformes (FELDBERG e BERTOLLO, 1984; MARTINS et al.,
1995; FELDBERG et al., 2004; PIRES, 2008), diferentes daqueles observados neste trabalho.
Aqui, C. lepidota apresenta cromossomos Bs de tamanho semelhante aos demais do cari6tipo
que variam com relacdo a morfologia. OLIVEIRA et al. (2009) destacam que
morfologicamente os cromossomos Bs de peixes Neotropicais sdo, na maioria das vezes,
microcromossomos, mas que existem casos de cromossomos de diferentes tamanhos e
formas, como por exemplo em Astyanax eignmanniorum, A. fasciatus, A. scabripinnis, A. cf.
schubarti, A. sp. B, Apareiodon piracicabae, Oligosarcus pintoi e Hisonotus leucofrenatus. O
presente trabalho apresenta a populagédo de C. lepidota da lagoa dos Quadros como um desses
casos, além de representar uma excecdo entre os ciclideos portadores de cromossomos
supranumerarios, ja que € a unica populacdo, até entdo, que apresenta polimorfismo de

cromossomos B.

A heterocromatinizagdo parece ser um processo comum na histéria evolutiva dos

cromossomos Bs, ja que com frequéncia eles sdo encontrados totalmente heterocromaticos.
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Contudo, existem inumeros exemplos de que muitas vezes a marcacdo evidenciada pelo
bandamento C pode ndo ocorrer ou apresentar menor intensidade de coloracdo nesses
cromossomos (KASAHARA, 2009). Em peixes, essa situacdo ja foi observada em
Moenkhausia sanctaefilomenae (FORESTI et al.,, 1989), em Steindachnerina insculpta
(OLIVEIRA e FORESTI, 1993) e em Characidium cf. zebra (VENERE et al., 1999), por
exemplo. Nas demais espécies de Cichlidae com ocorréncia de cromossomos Bs, todos foram
totalmente heterocromaticos, diferente do que foi observado aqui para C. lepidota. VENERE
et al. (1999) sugeriram que a ocorréncia de cromossomos supranumerarios eucromaticos em
espécies de Characiformes sdo um forte indicativo de que esses cromossomos Bs se
originaram de maneira independente nesse grupo de peixes, de modo que a heterocromatina
ndo teve papel na origem e desenvolvimento desses cromossomos em todas as espécies.
Apesar do pouco conhecimento acerca de cromossomos Bs em Cichlidae, pode-se inferir que
essa situacdo descrita para os Characidae também ocorra entre os ciclideos, uma vez que
encontramos espécies com cromossomos B heterocroméaticos (FELDBERG e BERTOLLO,
1984; MARTINS et al., 1995; FELDBERG et al., 2004; PIRES, 2008) e eucromaticos
(presente trabalho). Além disso, pode-se considerar que os cromossomos Bs da populacdo
analisada neste trabalho séo evolutivamente recentes, levando-se em consideragdo o0 pouco
tempo de formacdo geologica das atuais lagoas da costa gaucha (cerca de 6000 anos A.P.)
(LOPES et al., 2005). Dessa forma, ha um forte indicio de que a origem desses cromossomos
Bs seja recente e, por isso, 0 processo de heterocromatinizacdo, que parece ser a rota
evolutiva para diferenciacdo dos cromossomos supranumerarios, ainda ndo tenha se dado

nessa populacéo.
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Esta € a segunda descricdo de cromossomos supranumerarios para a espécie C.
lepidota. PIRES (2008), analisando populagdes do lago Guaiba, também no Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, observou a ocorréncia de cromossomos extra nesta espécie. A autora
encontrou de 1 a 3 supranumerarios de pequeno tamanho e totalmente heterocromaticos.
Ambas as populacgdes, lago Guaiba e lagoa dos Quadros, localizam-se proximamente, na costa
do Estado do Rio Grande do Sul. Em estudos com C. lepidota de outras populac6es ndo foram
observados cromossomos Bs (THOMPSON, 1979; FELDBERG e BERTOLLO, 1985a,b;
MARTINS et al., 1995; RONCATI et al., 2007). Assim, essa regido formada por lagos e
lagoas no litoral sul brasileiro parece apresentar condi¢cdes ecoldgicas 6timas para a existéncia
de espécies portadoras de cromossomos extras, como C. lepidota (JONES e REES, 1982).
Além disso, a presenca de cromossomos Bs totalmente heterocromaticos na populacdo do
lago Guaiba, em contrapartida com a auséncia de cromossomos heterocromaticos da lagoa dos
Quadros, indica fortemente que a origem dos cromossomos Bs nessa Gltima populacédo é mais

recente, COmo exposto anteriormente.

FELDBERG et al. (2004) sugerem a origem de cromossomos B em ciclideos
amazonicos pela bioacumulacdo de metal pesado presente em ambiente contaminado, em C.
reticulata, e por falha de barreiras reprodutivas entre espécies no caso de C. monoculus e C.
sp. Para C. lepidota, tanto da lagoa dos Quadros como do lago Guaiba, a contaminacgéo
ambiental € um forte indicativo de origem dos cromossomos B nesta espécie. Ambos os locais
estdo inseridos em centros urbanos com sérios problemas ambientais, situagdo observada em
quase todos os estudos de cromossomos B em peixes 0s quais, geralmente, séo oriundos de

areas afetadas por poluicdo ou pela construcéo de represas. Dessa forma, a hipdtese de origem
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de cromossomos supranumerarios como subprodutos do estresse ambiental, originados por
alteracbes de cromossomos normais e mantido nas populagdes como polimorfismos
cromossomicos (OLIVEIRA et al., 2009) é plausivel para C. lepidota, sendo a provavel
origem e manutencdo dos cromossomos B na populacdo aqui estudada. Nessa hipotese, erros
de ndo disjuncdo meidtica seguido de mecanismos de acumulo de cromossomos B acarretadas
por taxas de transmissdo ndo mendelianas poderiam explicar a alta frequéncia populacional

destes cromossomos (CAMACHO et al., 2000).

Assim, a variacdo intra e interindividual do nimero de cromossomos em C.
lepidota da lagoa dos Quadros sugere a presenca variavel de cromossomos B, tanto de
morfologia metacéntrica, quanto acrocéntrica, porém sem acumulo de heterocromatina.
Analises futuras para a variagdo do numero de cromossomos em C. lepidota da populacdo
lagoa dos Quadros sdo necessarias para analise do comportamento desses cromossomos
durante a divisdo celular. Deste modo, a analise de células meidticas sera util para um maior
detalhamento da origem, composicdo e manutencdo destes possiveis cromossomos Bs nesta

populacdo, e sua recorréncia na espécie C. lepidota no estado do Rio Grande do Sul.
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Figura 1. Frequéncia de cromossomos Bs em Crenicichla lepidota.
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Figura 3. Destaque do primeiro par metacéntrico de Crenicichla lepidota ap6s coloragdo com Giemsa
(A), bandamento C (B), AGRON (C), dupla-coloragdo CMA,/DAPI (D) e FISH 18S (E).

Figura 4. Metéfases ap6s bandamento C indicando bandas heterocromaticas em alguns pares
cromossdmicos (setas).
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CONCLUSOES

Este trabalho pode evidenciar em ciclideos da regido Sul do Brasil, especialmente
do Estado do Rio Grande do Sul onde ha escassez de dados, caracteristicas comumente
encontradas nos Cichlidae. Porém, também foram observados dados peculiares e de
importancia para inferéncias futuras no estudo desta familia de peixes. De um modo geral

pode-se destacar as seguintes conclusdes deste trabalho:

e A presenca de 48 cromossomos nas trés espécies analisadas corrobora com
a caracteristica considerada ancestral para a familia Cichlidae. Contudo, a
variagdo na morfologia cromossdmica tanto inter como intraespecifica,
indica que rearranjos cromossdmicos nao-Robertsonianos, como as
inversdes pericéntricas, foram o principal evento de diferenciacdo

cromossémica durante o processo evolutivo desses ciclideos.

e A espéecie Geophagus brasiliensis das localidades estudadas apresentou
trés citétipos. Isto pode corroborar com a hipétese de um complexo de

espécies ou espécies cripticas possam estar envolvidas nesse grupo.

e Presenca de cromossomos Bs eucromaéticos e de tamanho e morfologia

semelhante aos do complemento A.

e A ocorréncia de quebras cromossomicas em C. lepidota do canal S&o

Gongalo indicando necessidade de estudos genotdxicos.

e Os dados obtidos no presente trabalho, embora preliminares, sao
importantes como fonte de dados para inferéncias futuras na compreensao

da evolugéo desse grupo de peixes
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ANEXOS

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico

Foram coletados 55 exemplares da familia Cichlidae, tendo como representantes
as especies Geophagus brasiliensis, Crenicichla lepidota e Australoheros facetus (Fig. 1;
Tabela 1). Todos os espécimes foram encaminhados para identificacdo na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, com exemplares testemunhos depositados nesta colecdo sob 0s
nimeros UFRGS11179, UFRGS11180, UFRGS11181, UFRGS11182, UFRGS11183,
UFRGS11184, UFRGS11185, UFRGS11186, UFRGS11187.

Figura 1. Exemplares de Geophagus brasiliensis (A), Crenicichla lepidota (B) e Australoheros
facetus (C).
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Tabela I. Numero de exemplares coletados nos diferentes pontos de amostragem.

Crenicichla lepidota Australoheros facetus | Geophagus brasiliensis | Total
? 3 ? 3 ? 3

Canal Sao Gongalo 4 1 - - 1 2 8
Arroios do Arraial - - - - 2 3 5
Lago Polegar 2 1 2 3 2 6 16
Lagoa do Peixe - - - - 2 3 5
Lagoa dos Quadros 2 7 - - 1 1 11
Parque Ecoldgico Costa - - - - 5 5 10
Total 17 5 33 55




Coletas

As coletas foram realizadas em diversas localidades da regido Sul do Brasil,
englobando a regido litoranea do Rio Grande do Sul e regido metropolitana de Curitiba,

Parana (Fig. 2).

Foram utilizados como métodos de pesca armadilhas do tipo covo, redes de espera,
anzois e redes de arrasto. Nas coletas realizadas no canal Sdo Gongalo, na lagoa do Peixe e na
lagoa dos Quadros, o procedimento para obtencdo de metafases ocorreu no local da coleta. Os
animais coletados no Arraial e no lago Polegar foram processados no Laboratorio de Genética
Universidade Federal do Rio Grande, enquanto que a coleta realizada no Parque Costa teve 0s
procedimentos citogenéticos realizados no laboratério de Citogenética Animal e Mutagénese

Ambiental da Universidade Federal do Parana.
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Descrigao dos Locais de Coleta

Canal Sdo Gongalo, Arroio Grande, RS

Localizado na regido sudeste do Rio Grande do Sul, o canal Sdo Gongalo (Fig. 3A) faz
a conexao entre dois importantes sistemas aquiferos gaichos, a Lagoa Mirim e a Laguna dos
Patos. E afluente do rio Piratini, fazendo parte da bacia hidrogréafica Sdo Gongalo-Mangueira
(FEPAM, 2009), a qual engloba as formacdes geomorfoldgicas da Planicie Costeira e do
Escuro Sul-Riograndense. E um importante recurso hidrico para a regido, sendo a demanda
estimada em 96,53% para irrigacdo principalmente de lavoura de arroz (SEMA, 2008). As
coletas para este trabalho foram realizadas no distrito de Santa Isabel do Sul (32°08°S e

52°34°W), pertencente ao municipio de Arroio Grande, RS.

Arroios do Arraial, Rio Grande, RS

O Municipio do Rio Grande localiza-se na planicie costeira sul do Estado do Rio
Grande do Sul, sendo uma bacia de sedimentacdo recente, com caracteristicas marcantes de
colmatagem em evolugédo, ndo apresentando condigdes para a presenga de rios. Somente
arroios e lagoas constituem os elementos de sua hidrografia sofrendo com intensidade a
formacdo de alagamentos, pois os lencdis fredticos estdo muito proximos a superficie do solo
que é formada em toda a sua extensdo do tipo arenoso (RIO GRANDE VITUAL, 2009). No
presente trabalho foram realizadas coletas na localidade do Arraial, regido rural do municipio
de Rio Grande, em arroios que se comunicam com a laguna dos Patos e pequenos lagos da

regido (32°27'S e 52°46'W) (Fig. 3B).
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Lago Polegar, Rio Grande, RS

O campus da Universidade Federal do Rio Grande (Fig. 3C) apresenta lagos ao longo
de sua extensdo, bem como regies de inundacdo, formando banhados em alguns pontos
especificos. Os lagos sdo de origem antrépica, originados a partir de escavacdes para
construcdo dos predios da Universidade, havendo, nos periodos chuvosos, conexdes entre 0s
banhados originais da regido e os lagos de origem antrépica. As coletas para este trabalho

foram realizadas no lago Polegar (32°11'S e 52°19'W).

Lagoa do Peixe, Mostardas, RS

Pertencente a Unidade de Conservacao Parque Nacional da Lagoa do Peixe, localizado
no litoral sul-rio-grandense, a lagoa do Peixe pertence a um complexo lagunar com
ecossistema peculiar, sendo um importante local de reflugio de aves migratdrias. A regido
pertence a bacia hidrografica do Litoral Médio (FEPAM, 2009), apresentando area de vasta
planicie arenosa, resultante das extensas e numerosas restingas que barram as lagoas costeiras,
havendo ocorréncia de dunas paralelas a orla marinha (IBAMA, 2009). As coletas foram
realizadas no litoral do municipio de Mostardas, RS (Fig. 3D), em pequenos lagos na regido

de dunas localizados no entorno da Lagoa do Peixe (31°08°S e 50°48°W).

Lagoa dos Quadros, Capdo da Canoa, RS

A lagoa dos Quadros, pertencente a Bacia do Rio Tramandai, localiza-se entre o0s

municipios de Capdo da Canoa e Maquiné, no nordeste do estado do Rio Grande do Sul
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(FEPAM, 2009). Os principais rios dessa bacia sdo o Tramandai, Maquiné e Trés Forquilhas
(SEMA, 2008), englobando o Planalto Meridional e a Planicie Costeira desse estado
(FEPAM, 2009). As coletas foram realizadas na face leste da lagoa dos Quadros em pequenos
corpos d’agua formados no entorno da lagoa (29°45°S e 50°03°W), no municipio de Capao da

Canoa, RS (Fig. 3E).

Parque Ecoldgico Costa

Localizado no municipio de Curitiba, PR, o Parque Ecologico Costa (25°50°S e
49°27°W; Fig. 3F) foi criado a partir de um antigo areal de onde foram retirados materiais
durante 40 anos. Hoje, apds um projeto de recuperacdo, o parque € um local destinado ao
lazer, em especial a atividade de pesque-pague, possuindo a extensdo de 1 milhdo e 500 mil
m?. E considerado pelo Instituto Ambiental do Parana como parte integrante do Parque

Metropolitano do Iguagu (Areal Costa, 2009).
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Figura 3. Locais de coleta. (A) Canal S&o Gongalo, Arroio Grande, RS, (B) Arraial, Rio Grande, RS,
(C) Lagoa dos Quadros, Capéo da Canoa, RS, (D) Campus da FURG, Rio Grande, RS, (E) Lagoa do
Peixe, Mostardas, RS, (F) Parque Costa, Curitiba, PR.
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Procedimentos Citogenéticos

Obtencdo de Metéafases Mitoticas - Tratamento “in vivo”

Foi utilizada a técnica de preparacao direta para a obtengdo dos cromossomos mit6ticos

descrita por Egoscue (1971) e modificada por Bertollo et al., (1978), com algumas alteracdes:

= Injetar intra-abdominalmente, entre as nadadeiras peitoral e ventral, solucao
aquosa de colchicina (0,025%) correspondendo a 1ml/100g do peso do animal;

= Colocar o peixe em aquario aerado por cerca de 60 minutos. Apos, anestesia-lo
e retirar seu rim anterior;

= Lavar o material retirado em solucdo hipotonica de KCI (0,075M), transpondo
para pequenas cubas de vidro contendo aproximadamente 10 ml de KClI;

» Fragmentar o material usando seringa hipodérmica sem agulha, por meio de
leves aspiracOes e expiracOes do material, até que se obtenha uma solucdo
homogénea, a fim de facilitar a separacao das células;

» Incubar a solucdo a 37°C por 35 minutos;

= Ressuspender o material, vagarosamente, usando uma pipeta Pasteur e
transferir a solucdo para um tubo de centrifuga;

* Pingar algumas gotas de fixador (metanol:acido acético — 3:1) recém
preparado e ressuspender o material. Centrifuga-lo por 10 minutos a 1200 rpm
e descartar o sobrenadante com a pipeta Pasteur;

= Adicionar ao tubo 5-7 ml do fixador preparado, deixando escorrer pelas
paredes deste e ressuspender novamente o material usando a pipeta Pasteur;
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= Repetir por duas vezes 0s itens 7 e 8, sendo que ap0s a Ultima centrifugacao e
descarte do sobrenadante, adicionar 1 ml do fixador e ressuspender bem o
material, para posterior armazenamento em frascos do tipo “ependorff” e entdo
guardado em congelador.

Coloracédo Cromossémica Convencional — Giemsa

Para analise das metéfases, e posterior montagem dos cariotipos, seguiu-se o seguinte

procedimento de coloracdo convencional:

= Pingar duas gotas da suspensdo celular obtida em lamina recém lavada e
escaldada com agua a 70°C, permitindo que o excesso de material escorra
inclinando a lamina sobre um papel absorvente.

= Secar as laminas em temperatura ambiente.

= Corar com Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH 6,8) durante 10 minutos.

= Lavar as laminas com agua destilada e secar naturalmente.

Coloragéo com Nitrato de Prata — Ag-RONs

A técnica utilizada foi a descrita por Howell & Black (1980), com algumas

modificagdes:
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Pingar uma gota de material sobre a ldmina recém limpa e secar ao ar.

Pingar uma gota de solucéo coloidal reveladora (1g de gelatina dissolvida em
50 ml de &gua destilada acrescida de 0,5 ml de acido formico) e duas gotas de
nitrato de prata 50% (1g de AgNO; dissolvida em 2 ml de agua destilada)
sobre o material na lamina.

Cobrir com laminula.

Levar a lamina a estufa a 60°C em uma placa de petri forrada com papel filtro
umedecido, até que a mistura das solugdes alcance uma coloracdo marrom-
dourada.

Lavar a lamina em agua corrente e secar ao ar.

Banda C: Deteccdo da Heterocromatina Constitutiva

Para o0 estudo da heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica descrita por Sumner

(1972), com algumas modificagdes:

Colocar a lamina preparada em solucdo de HCI 0,2N, a 42°C por 15 minutos.

Lavar a lamina em &gua destilada e deixar secar.

Colocar a lamina em solucéo de hidroxido de bario a 5% (Ba(OH),) a 25°C
por 1 % minuto.

Imergir a ldamina rapidamente em acido HCI 2N e lavar com jatos de &gua
destilada.
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= Colocar a lamina em solugdo de 2XSSC por %2 hora a 60°C.

= Lavar a ldmina em agua destilada e deixar secar.

= Corar o material com Giemsa a 2% em tampéo fosfato pH 6,8 durante 10
minutos.

Hibridacao fluorescente in situ (FISH) com sondas DNAr 18S e 5S

A metodologia empregada seguiu Pinkel et al. (1986) com algumas modificagdes. A
sonda de DNA ribossémico do fragmento 18S (cerca de 1800pb) foi obtida a partir do DNA
gendmico de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti, 2004). A sonda de DNAr 5S (cerca
de 120 pb) foi obtida a partir do DNA génomico de Leporinus elongatus (Anostomidae)
(Martins e Galetti, 1999). Para marca¢do da sonda foi utilizado o procedimento de “nick
translation” com uso dos kits Bionick Labeling System (Invitrogen) e Nick Translation Biotin

(Roche), de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.

Posteriormente a marcagdo das sondas, foi realizado o procedimento de hibridacéo in

situ fluorescente. As etapas foram as seguintes:

= Lavagem das laminas, contendo as preparagdes cromossémicas, em tampao
PBS 1x durante 5 minutos, em temperatura ambiente com agitacéo.

= Desidratacdo em serie alcodlica (70, 85 e 100 v/v) por 5 minutos cada e secar
as laminas.
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Incubacdo das laminas em solucdo com 100uL de RNAse (0,4%
RNAse/2xSSC), sob laminula a 37°C por 1hora 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 com agitacéo.

Desidratacdo das laminas em série de etanol gelado (70, 85 e 100 v/v) por 5
minutos cada e secar as laminas.

Desnaturacdo do DNA cromossémico com formamida 70%, 30% 2xSSC a
70°C por 5 minutos. Simultaneamente, desnaturacdo da solucdo de hibridacao
a 100°C por 10 minutos, sendo esta mantida em gelo até sua utilizacéo.

Desidratacdo do material em série alcodlica 70% (a temperatura de —20°C),
85% e 100% durante 5 minutos cada. Deixar as laminas secar.

Montagem da ldmina com 50uL de solucdo de hibridagdo coberta por uma
laminula.

A solucdo de hibridagdo foi constituida de 2,5 ng/uL de DNA sonda, 50%
formamida, 2XSSC e 10% sulfato dextrano;

Incubacéo das laminas em camara imida a 37°C por 12 horas (overnight).

Passado o tempo de hibridacdo, lavar duas vezes as laminas em formamida
15% em 0,2xSSC pH 7,0 por 10 minutos, sob agitacdo a 42°C.
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Lavagem das laminas 3 vezes em 0.1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada, sob
agitacéo.

Lavagem das laminas por 5 minutos em solugdo de Tween 20 (0,05%/
4xSSC), sob agitacéo.

Incubar as ldminas em tampao NFDM (non fat dry milk) 5%/4xSSC por 15
minutos.

Lavagem das laminas duas vezes por 5 minutos cada com Tween 20.

Incubacdo das laminas com 100 ul de streptavidina FITC conjugada 1:500
(0,2 pl de streptavidina FITC conjugada / 99,8 uL NFDM) durante 1 hora em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente.

Lavagem com agitacdo das laminas por trés vezes com Tween 20 a
temperatura ambiente, durante 5 minutos cada.

Desidratacdo das laminas em série alcoolica gelada (70, 85 e 100v/v) por 5
minutos cada e secar as laminas.

Montagem das laminas com 25uL da solucdo de iodeto de propideo (200uL
de antifading mais 8uL de iodeto de propideo concentrado - 50ug/mL). As
laminas séo guardadas no escuro.

Anélise em fotomicroscopio de epifluorescéncia sob filtro azul (450-490nm
de comprimento de onda).
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Dupla coloracdo com DAPI/CMA;

Para estudo da heterocromatina através do uso de corantes base-preferenciais,
utilizaram-se os fluorocromos cromomicina Az (CMA3) e DAPI, de acordo com

SCHWEIZER et al. (1976):

= Colocar cerca de 80 pL de solucdo de cromocina sobre cada lamina, coobrir
com uma laminula e deixar por 1 hora;

= Escorrer a laminula e lavar com agua corrente e secar levemente;

Colocar cerca de 80puL de solucdo DAPI/antifading, retirar o excesso em papel
filtro;

= Analisar ap6s quinze minutos.

Estudos Cariotipicos

As laminas foram analisadas em microscépio binocular e as metafases mitéticas que
apresentaram melhor morfologia, condensacdo e dispersdo dos cromossomos foram
capturadas por sistema digital de imagens com microscépio Leica DMLS2 acoplado a este o
sistema de captura Leica DFC300FX e pelo sistema de captura digital Applied Spectral

Image, acoplado ao microscépio Carl Zeiss Axiophot.
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Identificacdo Cromossdmica

A identificacdo cromossdmica foi feita com base em Levan et al. (1964), através de
medicBes cromossomicas realizadas com o software Adobe® Photoshop® CS2, conforme a

relacdo de bracos (RB), de acordo com os valores abaixo:

Metacéntricos (M): 1,00 — 1,70

Submetacéntricos (SM): 1,71 — 3,00

Subtelocéntricos (ST): 3,01 — 7,00

= Acrocéntricos (A): >7,01.

Para célculo do Numero Fundamental de bracos (NF) os cromossomos classificados
como metacéntricos, submetacéntricos foram considerados de dois bragcos, enquanto 0s

subtelocéntricos e acrocéntricos constituidos por um Unico brago.
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Esta autorizagdo nao poderd ser ulllizada para fns comendais, Industials, esporilvos ou para reallzagao de abividades Inerentes a0 processo de llcenclamento

amiiental de empreendmentos. O matedal bisiegies coletado gevera ser Willzado para & 302 ClEntFcas ou diIaticas no amoio do ensng sUpSrir,

A EJI.OWZE-:.‘-EG para envio ao exterior de material bislegics N30 Cons gnano OSyerd BET MeqUENaa por melo do engeraco eletronico waw. Ibama.goyv brichzs. Em caso de

material conslgnads, consulte waw bama gow brslsbio - menu Exportagio.

Cliuiar de lizenga od autorizagdo e o6 membros 03 sua equipe deverdo oplar por métodas de cokela e Insirumenios de caplura dreclonados, sempre que posshel,

5 [ aogrupo taxondmico de inberesse, evitanda @ marte ouU dano Eigncative 3 oubros grupos: & empregar estorgo de Coleta ou capiura que ndio comprometa 3 viablidade

de populagies do grupo taxondmico o2 Interesse em condigio In &l

Ssie documenio nas dEPEnsa o cumpenmento da legiziagio gue dispde S00re 3cESI0 a COMpanents do patimenia genslico exslente na temlano nacional, na

& | platalorma contnenta 2 na zona econdmica exdusha, ou a0 conhecimento radidional associado a0 patdmdnio genético, para fins de pesquisa clentifica,

bloprospecgdo & dessnvolvimento tecnoibglcs.

- | Em caso oe peEguisa em Unidade de C:nsar\':-;é. Federal, 0 pesquisanor Hular devera contactar 3 adm 1|51r39.§: d2853 unidade 3 Im de CONFIRMAR AS DATAS

das exped chas, 35 condigies para reallzazio das colelas @ de uso da nfra-gsiniura da unkdade

8 A5 allvidades temoiadas nesta autorzacia NAD abranasm especies braslieiras consianie de 5736 oficials (de abrangéncia naclonal, esladual ou municpal o
eEpECciEE ameagadas o8 extingdo, sobreexpiotadas ou smeagadas de sobresxpiotagio

Qutras ressalvas

Entrar em Ton:am ©om a equipe técnica deste Farfa nas datas que antecederem as colefas

Entregar copia 4os resutadoes finais da referida pesquisa.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

= KMunicipio UF | Descrigao do local Teo

1 | RO GRANDE RS ESTACAD ECOLOGICA DD TAIM UC Fegaral
2 RS PARCUE NACICHAL DA LAZDA OO PEIXE UG Fedaral
3| Ao GRANDE R= Canal ZAED GonAgal O Esladual
4 RS Lagoa dog Quadros Faora dg LT
3 | PORTO ALEGRE RE Laho Gualta Fora de UC
& | CHARPECD ES R0 Chapend® Fora de UC
T_| SLUMERAT i PERCTIE HACTONAL TR SERFA D0 TTAJAT O Feeral
& | JOINVILLE SC RI0AA5U Fora de UC
9 |CHARPECD SC Rin Unigusl Fora de UC
10 | MCRRETES PR Rlo Jacarsl Fora de UC
11| SAC MIGUEL TG IGUACT FR FARGIE HACTCHAL DG TEUACD i Feceral
12 RS Laguna dos Falos Fora de UC
13 RE Lagoa da Emboata Fora de UC

Atividades ¥ Taxons

[=] Efvidade | Taxons: |
|1 [ Cokairanspots de amasiras Riologicas In EHu | Cizhildas |
|2 | Coklairanspots de especimes 0a fauna slveste In sty | Cichildas ["Qtde: 20) |

e, de individuos por espéciefocallcadefunidade de consenvagdo, 3 serem coletades duranle um ano.

Este documento (Autorzagio para atvidades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n*154/2007. Através do
codige de autenticacdo abaixo, qualguer cidadic poderd werficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meo da pagina do
bama’Sishio na ntemst (www.ibama.gov. brisisbiz).

Codigo de autenticagio: 89696452 |||I|II |IHII|
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QUEBRAS CROMOSSOMICAS EM CRENICICHLA LEPIDOTA

Os exemplares de Crenicichla lepidota coletados no Canal Sdo Gongalo
apresentaram quebras cromossomicas, bem como fragmentos cromossomicos. Com relacdo
as essas quebras cromossémicas, cabe destacar alguns dados sobre o local onde os espécimes
foram coletados. O canal S&o Gongalo localiza-se na regido sudeste do Estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. Faz a conexdo entre dois grandes aquiferos: a Lagoa Mirim e a Laguna dos
Patos, com lavouras de arroz irrigado nas suas duas margens, sendo um significativo recurso
hidrico utilizado pelos orizicultores da regido, que o utilizam para captacdo de dgua com fins
a irrigacdo de suas lavouras. E é também para este canal que converge a devolugdo da dgua
utilizada nas lavouras, o qual poderd estar recebendo residuos de agrotdxicos
(GRUTZMACHER et al., 2008). Também ¢é a fonte de abastecimento de agua para o

municipio do Rio Grande, que possui mais de 194,000 habitantes (IBGE, 2007).

Monitoramentos da dgua do canal Sdo Gongalo ja foram conduzidos apresentando
algumas substancias e poluentes que podem estar afetando o material genético dos peixes,
como observado nos cromossomos de C. lepidota neste trabalho. Foram observados niveis
elevados de cromo, além de agrotoxicos como Carbofuran, Quinclorac, Clomazone, Fipronil
nas aguas do canal Sdo Gongalo (HAASE et al., 2003; GRUTZMACHER et al., 2008).
Estudos mais especificos devem ser realizados para melhor compreensdo da razdo pela qual
quebras cromossomicas foram encontradas em C. lepidota do canal Sdo Gongalo. Porém, cabe
ressaltar que os dados obtidos nesse trabalho indicam que a agua deste canal, utilizada tanto

para irrigacdo de lavouras como para abastecimento humano, pode estar com sérios problemas
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com relacdo a genotoxicidade. A presenca quebras cromossdmicas em C. lepidota, indica que

esta espécie pode ser utilizada futuramente como bioindicador em estudos de genotoxicidade.
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Figura 4. Metafases de Crenicichla lepidota com gquebras cromossémicas (setas). Barra representa
5um.
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