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Resumo

O género Hypostomus € amplamente distribuido pela América do Sul e um dos
mais estudados dentre os Loricaridae, com cerca de 130 espécies descritas.
Entretanto, sua correta identificacdo taxondmica € bastante dificil devido as discretas
diferencas morfoldgicas entre as espécies. Uma mesma entidade taxonbmica, em
diferentes localidades, apresenta caracteristicas cariotipicas distintas. Deste modo,
dados citogenéticos acerca deste género sdo fundamentais para elucidar a historia
evolutiva do grupo. Analises citogenéticas foram realizadas em cinco espécies de
Hypostomus: duas da regido de Sapopema - PR (Hypostomus regani e Hypostomus
albopunctatus), uma da regido de Ponta Grossa - PR (Hypostomus aff. ancistroides),
uma da regido de Curitiba — PR (Hypostomus derbyi) e outra da regido de
Mangueirinha — PR (Hypostomus commersonii). Os padrdes citogenéticos
encontrados apresentam diferencas em relacdo a evolugéo cariotipica proposta para o
grupo. Foi evidenciado um sistema de determinagdo sexual do tipo ZZ/ZW para H.
albopunctatus. Nado houve correlacdo entre o numero dipléide e a quantidade de
heterocromatina. Foi também observada uma dindmica dos sitios organizadores do
nucléolo em relacdo aos cromossomos do complemento cariotipico, evidenciada tanto
pela atividade detectada pela prata coloidal (Ag-RONS), assim como pela localizacao
génica com sondas DNAr 18S por hibridagéo in situ fluorescente (FISH). Os dados
obtidos reforcam o aproveitamento de marcadores citotaxondmicos para identificar e
classificar espécies do género Hypostomus e corroboram os dados de diversidade

cariotipica anteriormente relatados para este género de peixes neotropicais.
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Abstract

The genus Hypostomus is widely distributed in the South America and it is one
of the most studied among Loricariidae, with almost 130 species described. However,
the correct taxonomic identification is complicated, due to discrete morphological
differences between the species. The same taxonomic entities, in different locations,
have distinct karyotypic characteristics. Thus, cytogenetic data are fundamental to
elucidate the evolutive history of this group. Cytogenetic analyzes were performed in
five species of Hypostomus: Two from the region of Sapopema, PR (Hypostomus
regani e Hypostomus albopunctatus), one from Ponta Grossa - PR (Hypostomus aff.
ancistroides), one from Curitiba (Hypostomus derbyi) and another from Mangueirinha
— PR (Hypostomus commersonii). The cytogenetic patterns found, show some
differences related to the karyotypic evolution proposed for the group. Was identified a
ZZIZW sex-determination system in H. albopunctatus. Were not found any relation
between the diploid number and the heterochromatin amount. Was also observed a
dynamic of the sites of nucleolus organizer related to the chromosomes of the
karyotypic complement, detected even by the impregnation of Silver nitrate (Ag-
NORS), as by the gene localization with 18S probes by fluorescent in situ hybridization
(FISH). Obtained data reforce the advantages of cytotaxonomic markers to identify
and classify species of the genus Hypostomus and corroborate data about karyotypic

diversity already related for this genus of neotropical fishes.
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1 Introducéo

1.1 Aspectos Gerais da Familia Loricariidae

Os Siluriformes representam um dos grupos mais diversos e amplamente
distribuidos entre os Ostariophysi contando com mais de 36 familias, aproximadamente
477 géneros e mais de 4620 espécies nomeadas, das quais 3088 sdo consideradas
validas (FERRARIS, 2007).

A diversidade de forma, tamanho do corpo e habitat dos Siluriformes sul-
americanos, especialmente na superfamilia Loricariidae é consideravel. Entre eles estédo
incluidos as trés mais diversas familias de Siluriformes neotropicais: Loricariidae (716
espécies), Trichomycteridae (207 espécies) e Callichthyidae (194 espécies) que
contribuem com mais de dois tercos das espécies de Siluriformes no continente Sul
Americano (FERRARIS, 2007; REIS et al., 2003).

Uma expectativa sobre a diversidade da ictiofauna de dguas continentais da regiao
Neotropical estima em aproximadamente 8.000 espécies (SCHAEFER, 1998). A familia
Loricariidae representa cerca de 10% deste total, com aproximadamente 716 espécies
reconhecidas (FERRARIS, 2007) e cerca de outras 116 ainda n&o nomeadas
(ARMBRUSTER, 2004). Seus representantes, popularmente conhecidos como cascudos
ou limpa-vidros, estdo distribuidos em quase toda América do Sul e Costa Rica Central.
Os Loricariidae sdo agrupados em seis subfamilias: Lithogeneinae, Neoplecostominae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae (ARMBRUSTER, 2004) e Delturinae
(REIS, 2006). O namero dipléide dos Loricariidae varia de 2n = 34 (Ancistrus cuiabae)

(MARIOTTO et al., 2009) a 2n = 96 (Upsilodus sp.) (KAVALCO et al., 2004).
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Embora a familia Loricariidae tenha sido reconhecida como um grupo

monofilético (DE PINNA, 1998), poucas hipoteses filogenéticas foram elaboradas para o
grupo (GOSLINE, 1947). Lithogeneinae é a subfamilia mais primitiva (SCHAEFER,
2003), sendo seguida pelas subfamilias Delturinae (REIS, 2006), Neoplecostominae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae (DE PINNA, 1998). Recentemente
ARMBRUSTER (2004) agrupou os clados Hypostominae e Ancistrinae, sendo agora,
Ancistrinii uma tribo dentro dos Hypostominae.

Os Loricariidae se alimentam geralmente de algas, considerados, portanto, nos
primeiros niveis da cadeia trofica dos ecossistemas aquaticos neotropicais. Seus habitos
alimentares estdo estritamente relacionados com sua boca em forma de ventosas e
também com sua denticdo raspadora, se alimentando também de restos vegetais e
pequenos invertebrados, elementos importantes em sua dieta (DE PINNA, 1998). Foi
descrito para este grupo algumas espécies com respiracao aérea, assim como o uso do
estbmago como 6rgao deste tipo de respiracao (GRAHAM, 1997; GRADWELL, 1971).

A subfamilia Hypostominae é composta por 37 géneros (ARMBRUSTER, 2004),
sendo Hypostomus o género dominante nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972). Por
apresentarem uma grande variabilidade de morfologia e coloracdo e devido a auséncia
de revisdes taxondmicas mais recentes, a identificacdo ao nivel de espécie se apresenta
problematica para este grupo, refletindo o que acontece na familia Loricariidae como um

todo.
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1.2 Aspectos Cariotipicos e Filogenéticos

1.2.1 Aspectos Gerais

A utilizacdo de dados cariotipicos para identificacdo de espécies (citotaxonomia) e
para elaboracdo de padrbes de relacionamento ou filogenias (citosistematica) foi
inicialmente proposta por MATHEY (1949) no primeiro trabalho de revisdo de dados
cromossOmicos de vertebrados.

A citogenética tenta estabelecer relacbes entre variaveis genéticas e
demograficas, onde a partir de dados sobre o numero dipléide (2n), o numero
fundamental (NF) e padrdes de diversas técnicas de bandamento, se possam elaborar
padrbes de relacionamento ou filogenias, além da identificacdo de espécies e/ou
possiveis vias de especiacdo (MATHEY, 1949). Historicamente estas premissas tém sido
consagradas no emprego de marcadores cariotipicos, principalmente na identificacdo de
alguns taxons e na elaboracdo de hipéteses evolutivas e relacdo de parentesco entre
alguns grupos.

A citogenética em peixes torna-se especialmente interessante porque estes
animais constituem um grupo particular dentre os vertebrados pelo numero de espécies,
diversidade de formas, comportamento, habitat e pela posicdo central que ocupam na
evolucdo animal (OHNO, 1970). BERTOLLO et al. (1986) ressaltam as contribuicdes de
citogenética na taxonomia, sendo elas: uma boa caracterizagdo cromossOmica das
espécies, relacdes evolutivas dos cromossomos e cariotipos, auxilio para a identificacéo
de espécies com problemas taxonémicos e a evidéncia de possiveis casos de espécies

cripticas.



Programa de P6s-Graduagdo em Genética 4
Embora informacdes de diferentes espécies estejam cada vez mais disponiveis

devido ao incremento das atividades de pesquisa neste campo, o conhecimento de
caridtipos de peixes € ainda reduzido quando comparados aos de mamiferos e outros
grupos de seres vivos. A dificuldade na analise dos cromossomos de peixes deve-se,
principalmente, ao seu reduzido tamanho e a falta de resolucéo de algumas técnicas de
bandamento (BRUM, 1995). Acredita-se que isso seja um reflexo da falta de
compartimentalizacdo (MEDRANO et al., 1988 apud SOLA et al., 1993), ou mesmo um
grau menor de compartimentalizacdo do DNA no genoma dos peixes.

Em peixes neotropicais, embora a diversidade seja a nivel de megafauna, algumas
tendéncias evolutivas podem ser apontadas para o cari6tipo dos principais taxons.
Padrées mais conservados da macroestrutura cariotipica podem ser observados em
Hypoptopomatinae e Neoplecostominae ao passo que outros grupos demonstram maior
diversidade tanto da macroestrutura quanto da microestrutura cariotipica. Entre estes
destacam-se Loricariinae e Hypostominae, cuja tribo Ancistrinii apresenta uma tendéncia
de reducdo em seu numero diploide e Hypostominii possui um padrao evolutivo que gera

um aumento no nimero de cromossomos (ARTONI e BERTOLLO, 2001).

1.2.2 Nos Loricariidae

O numero dipléide de 54 cromossomos parece ser a condicado plesiomoérfica nesta
familia, cujo 2n varia de 34 (MARIOTTO et al., 2009) a 96 (KAVALCO et al., 2004).
Todas as populacdes das subfamilias Neoplescominae e Hemipsilichthiinae apresentam

54 cromossomos. Dentre os Hypoptopomatinae, 12 das 14 espécies possuem este
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carater também, portanto estas subfamilias sdo consideradas basais (ALVES, 2000)

(Fig. 01).

Neoplecostominae Hypostominae

her Hemipsilichthys

Neoplecostomus
Isbrueckerichthys
Kronichthys
Hypoptopomatinae
Corymbophanini
Pterygoplichthini

Ancistrini

Loricariinae
Hypostomini

Lithogeneinae
Delturinae
Pareforhina
Rhinelepini

Figura 01 - Relac¢des filogenéticas entre as subfamilias de Loricariidae (ARMBRUSTER,

2004; REIS et al., 2006)

Os Loricariidae apresentam além da alta variabilidade numérica uma grande
diversidade estrutural, com entidades taxonémicas de mesmo epiteto com formulas
cariotipicas distintas (GIULIANO-CAETANO, 1998), como mostra a figura 02.

Dentre o0s Hypostominae, Hypostomus €é o0 género mais diversificado
cariotipicamente dentre as espécies ja estudadas sobre este aspecto entre o0s
Loricaridae (GIULIANO-CAETANO, 1998). Apresentam uma variagdo no numero
diploide de 2n = 54 em H. plecostomus (MURAMOTO et al.,, 1968) a 2n=84 em
Hypostomus sp. 2 (CEREALI et al., 2006).

No género Hypostomus, prevalece uma tendéncia de que cromossomos

metacéntricos e submetacéntricos estejam presentes em maior quantidade em
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espécimes cujo namero dipléide é menor, enquanto a quantidade de cromossomos

submetacéntricos e acrocéntricos tende a ser em maior nimero nos exemplares cujo
namero diploide é maior (ARTONI e BERTOLLO, 2001). Ainda segundo ARTONI e
BERTOLLO (2001) as fissbes céntricas sdo rearranjos de relevante importancia na
evolucdo do cariotipo deste grupo, uma vez que estes rearranjos robertsonianos séo
potencialmente responsaveis pelo alto numero dipléide encontrado nas espécies mais
derivadas deste grupo.

Atualmente, 19 espécies do género Hypostomus (Teleostei: Loricariidae) séo
reconhecidas como pertencentes a bacia do Alto Rio Parand (WEBER, 2003). No
entanto, até mesmo as espécies descritas apresentam problemas em sua identificacao,
devido a auséncia de revisdes mais recentes no grupo, além da falta de conhecimento
geral da distribuicdo destes peixes nos complexos hidricos da América do Sul (REIS et

al., 1990).



Programa de P6s-Graduagdo em Genética

Subfamily

Species Sample locality 2n Bs Chromosomal types
M SM ST A
Hypoptopomatinae  Hisonotus gikbosos Betari River (SF) 58 — — — — —
Microlepidogaster depressicada Santo Indcio River (SP) 54 — 14 28 2 10
Microlepidogaster leucofrenatus®  Pogo Grande River (SF) 54 1w2 — 48 8 —
Microlepidogaster leucofrenatus®  Marumbi River (PR) 54 102 22 24 4 2
Microlepidogaster sp 1 Alambari River (5F) 54 _ 30 20 4 _
Microlepidogaster sp 2 Moia Stream (SF) 54 - 22 28 4 —
Microlepidogaster sp Jacutinga Stream (SP) 54 — — — —
Microlepidogaster sp Quinta Stream (SP) 54 — — — — —
Cocinclus aff. vestitus Livramento River (PA} 72 _ 22 12 4 34
Otocinclus affinis Bigud River (SP} 54 —_ 46 8 — —
Otacinclus affinis Bonito River (R]) 54 —_ 40 12 2 —_
Pseudocinclus maculicauda Pogo Grande River (SP) 54 — 20 32 2 —
Pseudocinclus tietensis® Grande River (5F) 54 - 26 20 6 —
Psevdotothiris obtusa Itanhaém River (5F) 54 _ 26 18 4 ]
Laoricariinae Harttia kronei Betari River (SF) 58 —_ 42 16
Harttia loricariformis Grande Stream (SP) 52 —_ 32 20
Harttia loricariformis Paraitinga River (SP) 56 — 16 22 10 8
Loricaria sp Solimbes River (AM) 62 — — — — —
Loricaria sp Parana River (PR} 64 105 10 6 4 H
Loricaria sp Guaiba River (RS) 66 —_ 2 2 — 62
Loricaria macrodon — 58 —_ 18 2 38
Loricaria paroa — 48 — — — — —
Loricariinae Loricaria prolixa Parana River (PR} 62 1to5 20 4 — 38
Loricariichtiys sp Parana River (ARG) 54 _ ] 26 4 18
Loricariichthys platymetopom™ Parana River (PR} 54 — & 20 4 4
54 — 7 20 4 23
Rineloricaria sp Betari River (SF) 70 - 2 68
Rineloricaria kronei Cavalo Stream (RS} 6d _ 3] 58
Rineloricaria kronei Ttapocu River (SC) 64 —_ 6 58
Rineloricaria latirostris Passa Cinco River (SP) 44 —_ 12 4 — 28
44 — 10 4 — 30
44 — 13 2 — 29
44 — 13 4 — 27
44 —_ 13 1 —_ 30
44 — 10 4 — 30
44 — 10 3 — 3
Rineloricaria latirostris Passa Cinco River (5P} 46 - 10 3 — 33
Rineloricaria latirostris Mogi-Guagu River (SP) 36 - 24 12
37 —_ 23 14
38 — 2 16
39 — 21 18
40 — 20 20
Laoricariinae Rineloricaria latirostris Trés Bocas Stream (PR) 43 —_ 17 26
44 — 16 28
46 — 14 32
47 — 13 34
48 — 12 36
Rineloricaria latirostris Passa Cinco River (SP) 44 —_ 16 28
45 — 15 30
46 — 14 32
47 — 13 34
Rineloricaria pentamaculata Keller Stream (PR} 56 _ 8 485
Sturisoma of . nigrivostrum Araguaia River (MT) 74 —_ 20 18 36
Ancistrinae Ancistrus sp Parana River (PR} 48 — 18 14 12 4
Ancistrus sp Betari River (SF) 52 - 32 20
Ancistrus sp Itapocu River (SC) 52 _ 28 24
Ancistrus sp Sao Francisco Stream (AC) 38 —_ 30 8
Hemiancistrus sp Rio Araguaia (MT) 52 —_ 20 20 12
Megalancistrus aculeatus Rio Parana (PR) 52 — 26 26 — —
Panaque cf. nigrolineat us Rio Araguaia (MT) 52 - 26 20 [
Uspilodinae Upsiladus sp Paraitinga River (SP) 96 - 16 & — 72
Hypostominae Hypostomus affinis Jacui Stream (SF) 66 —_ 14 14 12 26
Hypostomus albopunctatis Mogi-Guagu River (SP) 74 — 10 20 44
Hypostomus ancistroides Monjolinho Stream (SP) 68 — 16 18 34
Hypostomus aff. auroguttatus Mogi-Guagu River (SP) 76 - & 30 a8
Hypostomus emarginatus Araguaia River (MT) 52 _ 16 30 ] _
Hypostomus macrops® —_ 68 —_ 10 14 44
Hypostomus paulinus — 74 —_ 10 20 44
Hypostomus plecostonius — 54 — 24 12 18
Hypostomus regant Mogi-Liuagu Kiver (517) L — 1w a L
Hypostamus sp A Rincio Stream (SF) 70 - 18 14 38
Hypostomus sp B Mogi-Guagu River (SP') 72 — 12 18 42
Hypostomus sp B Mogi-Guagu River (SP) 72 — 13 18 4
Hypostomus sp D* Mogi-Guagu River (SP) 72 — 10 26 36
Hypostamus sp D* Mogi-Guagu River (SP) 72 — 14 20 38
Hypostamus sp E Mogi-Guagu River (SP) 80 — & 16 56
Hypostomus sp F Sao Francisco River (MG) 76 — 10 16 50
Hypostamus sp F Sao Francisco River (MG) 75 — 10 17 48
Hypostomus sp G* Araguaia River (MT) 64 — 14 24 26
[ — 15 24 25
Hypostomus sp 1 Quinta Stream (5P) 72 — — — — —
Hypostomus sp 2 Alambar Stream (SF) 68 — — — —
Hypostomus sp 2 Losg River (MS5) B4 — 6 16 62
Hypostomus sp 3 Paranapanema River (SP'} 66 — — — — —
Hypostominae Hypostomus sp 4 Horteld Stream (SP) 76 — — — — —
Liposarcus anisitsi Preto River (SF) 52 - 16 24 8 4
Liposarcus sp Tieté River (SP} 52 — — — — —
Rimielepsis aspera Farand River (FR) 54 _ 20 26 & _
Pagonapoma wertheimeri Macuri River (BA} 54 - 20 30 4 —
Pterygoplichtiys multimdiatus Solimaes River (AM) 52 — — — — —
Neoplecostominae Neoplecostomus microps Grande Stream (SF) 54 - 42 12
Pindamonhangaba City
Neoplecostomus microps Grande Stream (SF) 54 — 42 12
Campos do Jordao City
Neoplecostomus microps Paraitinga River (SP) 54 — 24 20 10 —
Neoplecostomus paranensis Horteld Stream (SP} 54 — 36 18
Hemipsilichthiinae  Isbrueckerichthys alipionis Betari River (SF) 54 — 38 16
Kronichthys heylandi Betari River (SF) 54 - 50 4
Hemipsilichtis splendens Sao Joao River (5C) 54 _ 50 4
Hemipsilichtis steindachner Cavalo Stream (5C) 54 _ 40 14
Pareioriing rudolohi Grande Stream (SP) 54 —_ 48 ]

Figura 02 - Dados citogenéticos referentes a familia Loricariidae (KAVALCO et

al., 2005), com modificacoes.
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1.3.3 Técnicas e avang¢os em citogenética de peixes

Os principais estudos realizados pela citogenética de peixes tém sido feitos
através de técnicas convencionais, como coloracdo Giemsa, bandamento C
(banda-CBG) e impregnacao das regides organizadoras de nucléolos pelo nitrato de
Prata (Ag-RONs) uma vez que bandamentos longitudinais, tipo bandamento G (banda-
GTG), sao menos facilmente obtidos em cromossomos de peixes (ARTONI et al., 2000).

Através do bandamento C, h4 uma remocdo diferencial de DNA na regido
eucromética, enquanto que a regido mais condensada permanece relativamente intacta e
detectavel (SUMNER, 1972). Em geral, a heterocromatina é definida como um segmento
do cromossomo que se apresenta condensado, com pouca ou nenhuma atividade
transcricional, composto de DNA altamente repetitivo, que se replica tardiamente na fase
S e manifesta heteropicnose positiva ou negativa se submetida a determinados
tratamentos. Embora genérica, esta definicdo apresenta excecfes em cada um de seus
itens. Mudancas relacionadas com quantidade e distribuicdo de heterocromatina nos
cromossomos tém sido relatadas como mecanismo de evolugdo cariotipica em alguns
grupos de peixes (ARTONI et al., 1999; MARGARIDO e GALETTI Jr., 2000). A técnica da
banda C em peixes tem sido o método mais utilizado para estudo das regides
heterocromaticas. No entanto, fluorocromos e enzimas de restricdo também tém sido
empregados na deteccéo da diferenciacado heterocromatica, possibilitando a identificacéo
de cromossomos homologos, polimorfismos na heterocromatina e cromossomos Bs ou

sexuais SCHWEIZER et al. (1976).
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As Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) tém sido evidenciadas

comumente atraves da técnica de impregnacéao por nitrato de Prata, que permite localizar
sitios ativos de genes ribossomais nos cromossomos (HOWELL e BLACK, 1980). A
presenca de uma proteina acida nas RONs ativas na intérfase precedente a mitose na
qual a célula sofreu fixacéo, parece ser responsavel pela coloracdo com nitrato de Prata
e na sua consequente identificacdo (HSU et al., 1975). Assim, esta técnica pode ser
considerada como meétodo indireto de localizacdo das RONs, uma vez que nao ha
associacao entre o nitrato de Prata e os DNAr propriamente ditos. A caracterizacao do
namero e posicdo das RONs tem sido muito utilizada em peixes e pode constituir um
excelente marcador citotaxondémico para alguns grupos onde é mais estavel (AFFONSO,
2000) contudo, pode variar de modo inter e intra-especifico ou inter e intra-individual
quanto ao numero, localizagdo, intensidade e tamanho (GOODPASTURE e BLOOM,
1975).

Devido as dificuldades em se obter bons padrbes de bandamento G e C em
algumas espécies de peixes, possivelmente devido as peculiaridades da estrutura e
compactacdo de seu DNA (MEDRANO et al., 1988 apud SOLA et al., 1993), tém-se
utilizado técnicas alternativas, como enzimas de restricdo (ER) que caracterizam-se pela
habilidade de reconhecer sequéncias especificas no DNA e orientar seu corte. Elas
induzem alteragdes estruturais nos cromossomos metafasicos relacionados a
caracteristicas estruturais especificas de bandamentos cromossomos, refletindo uma
distribuicdo de sequéncias diferentes de DNA nos cromossomos (FERNANDEZ et al.,
1998; GARCIA et al., 1999). Os padrdes obtidos dependem da espécie e enzima

utilizados.
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Estas técnicas sdo capazes de caracterizar regides cromossomicas,

facilitando a discriminacdo entre cariotipos aparentemente similares e revelando
mecanismos de rearranjos, sendo Uteis na identificacdo de marcadores para espécies
e/ou populacdes e no estabelecimento de homeologias (OZOUF-COSTAZ e FORESTI,
1992 apud AFFONSO, 2000).

Recentemente, métodos mais apurados utilizando corantes fluorescentes e
hibridacdo in situ tém se mostrado ferramentas importantes para o entendimento da
composigao e estrutura dos cromossomos.

A utilizacdo de fluorocromos base-especificos, como Cromomicina Az, Mitramicina,
Quinacrina, DAPI entre outros, permite identificar regides ricas em AT ou GC,
dependendo de sua especificidade. Assim, segmentos cromossoémicos, Como
heterocromatina e RON, tém sido investigados com maior confiabilidade. Em algumas
espécies de peixes, este método tem mostrado diferencas qualitativas entre as
heterocromatinas do complemento cromossémico (MARGARIDO e GALETTI Jr., 2000) e
na maioria dos tele6ésteos as RONs tém se mostrado sitios ricos em bases GC
(AMEMIYA e GOLD, 1986). No entanto, deve-se ter cautela em afirmar tal consideragéao,
ja que tais fluorocromos podem revelar segmentos heterocromaticos nao relacionados
aos clusters ribossomais (ARTONI et al., 1999).

A Hibridacéo in situ Fluorescente (FISH) constitui um método mais sensivel que a
marcacao pela Prata e/ou fluorocromos na detecgédo de sitios contendo sequéncias de
genes ribossomais. Estes genes, nos eucariotos, estdo organizados em duas familias
multigénicas: a familia de DNAr 45S, que codifica para os RNAr 18S, 5,8S e 28S e uma

familia menor DNAr 5S. As sequéncias formadoras das RONs séo detectadas atraves de
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sondas de DNA 18S e 28S, e pela sonda 5S sao detectados DNAr com alto
namero de cépias de sequéncias dispostas em tandem. Estes sitios de DNAr 5S néo sao
identificaveis por metodologias convencionais de visualizagdo das RONs e parecem
seguir um mecanismo de evolucédo independente dos sitios 45S de DNAr (MARTINS e
GALETTI, 1999).

Assim sendo, importantes subsidios tém sido fornecidos pela Citogenética Classica e
Molecular de Peixes, para um melhor entendimento das relacdes evolutivas entre
espécies e populacdes, podendo ser considerada uma excelente ferramenta utilizada em
associacdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e genética
molecular, para se chegar mais préximo a uma real histéria evolutiva dos organismos

(ARTONI et al., 2000).
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2 Objetivos

Pretendeu-se, com a caracterizacdo citogenética de espécies pertencentes ao

género Hypostomus, reunir dados, muitos dos quais ainda inéditos, sobre o padréo

cromossémico deste grupo, e correlaciona-los com estudos citogenéticos ja realizados,

procurando compreender melhor os processos de diferenciagdo cromossdmica e

evolugdo cariotipica, podendo se chegar mais proximo a uma real histéria evolutiva do

grupo como um todo.

Para tanto, foram propostas:

a)

b)

d)

Determinar o numero dipldide (2n) e numero fundamental (NF) dos
exemplares;

Localizar as Regifes Organizadoras de Nucléolos (RONSs) por impregnacao por
nitrato de Prata (AgNO3) e os DNAr maior e menor com sondas frias de DNAr
18S;

Analisar a distribuicdo da heterocromatina constitutiva através de bandamento
G

Investigar a natureza das heterocromatinas através do emprego de
fluorocromos AT e GC especificos;

Comparar os padrdes encontrados nestas espécies, através das técnicas
acima citadas, observando a existéncia ou ndo de variagdes a nivel individual,

populacional e especifico e em relacdo a outros Siluriformes.
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3 Material e Métodos

3.1 Material biolégico

Foram analisados dez espécimes de Hypostomus regani (4 machos, 4 fémeas e 2
de sexo indeterminado), e doze exemplares de Hypostomus albopunctatus (8 machos e 4
fémeas), capturados por rede de espera noturna montadas ao longo do rio Laranjinha,
localizado no municipio de Sapopema - PR (Fig. 03); doze espécimes de Hypostomus
aff. ancistroides (7 machos e 5 fémeas) do clube da lagoa, localizado no municipio de
Ponta Grossa PR; cinco espécimes de Hypostomus derbyi (3 machos e 2 fémeas)
coletados no Parque Costa, localizado no municipio de Curitiba — PR; 2 espécimes de
Hypostomus commersonii (2 fémeas) coletados na represa da Usina Ney Braga, da

COPEL, localizada no municipio de Mangueirinha — PR.

Figura 03 - Municipios do estado do Parand onde foram realizadas as coletas dos
espécimes; Sapopema em vermelho; Ponta Grossa em verde; Curitiba em azul e
Mangueirinha em amarelo.
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3.2 Métodos

3.2.1 Para obtencao das metafases mitéticas;
Foi empregada a técnica de cultura de tecidos sélidos de curto tempo descrita por
FENOCCHIO et al. (1991) com algumas modificacbes como segue:

e Retirar as porcdes anterior e posterior do rim (aproximadamente 3 mm°) e
transferir para uma placa de Petri contendo 5ml de meio de cultura (RPMI + 20%
de soro bovino fetal + antibiético e antimicético);

e Desagregar o tecido com pincas de ponta fina com posterior aspersao e expiracao
da solucdo com uma seringa de vidro sem agulha. Incubar a solucdo com células
em estufa a 29°C por 8 horas. 1h30min antes de completar o tempo, pingar 3
gotas (aproximadamente 150uL) de colchicina (0,025%) em cada recipiente. Agitar
gentilmente a placa de Petri para que a solucdo de colchicina se homogeinize a
aguela da placa. Manter a nova solucdo em estufa até o tempo final da cultura;

e Passado este tempo, transferir a cultura para um tubo de ensaio e centrifugar a
800-900 rpm por 10 minutos. Descartar o sobrenadante e completar o tubo até 8ml
com solucédo hipotonica de KCI (0,075M). Desagregar o botéo celular na solucao
por suspensdo e manté-lo 40 minutos em estufa a 37°C;

e Preparar o fixador com trés partes de metanol para uma parte de acido acético e
manter sob refrigeracdo a 4°C. Dado o tempo da hipotonizacdo, ressuspender o
material até ficar homogéneo, e centrifugar a 800-900 rpm por 10 minutos;

e Descartar 0 sobrenadante e em seguida completar o tubo com fixador até o
volume de 8ml. Novamente ressuspender o botéo celular e centrifugar a solugéo a

800-900 rpm durante 10 minutos;
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e Repetir a etapa anterior duas vezes;

e Descartado o sobrenadante, colocar 1,5 ml de fixador e ressuspender o botao

celular. Armazenar a solucdo em tubo tipo Eppendorf em freezer a -20°C.

3.2.2 Método da coloracéo convencional- Giemsa

Foi gotejada sobre uma lamina limpa, aquecida ao redor de 60°C, a solucéo de
suspensao celular armazenada no freezer. Corada a lamina com uma solugéo de Giemsa
a 5% em tampao fosfato (pH 6,8) durante um periodo de 10 minutos e em seguida

lavadas em agua corrente e deixadas secar ao ar.

3.2.3 Deteccéo das Regides de Heterocromatina (Banda C)
Foi utilizada a técnica descrita por SUMNER (1972)

e Levar alamina com a solucao celular a estufa de 45°C por um dia;

e Transcorrido este tempo, coloca-la em solucdo de HCI 0,2N a 42°C durante 10
minutos. Em seguida lava-la com agua destilada e deixar secar ao ar;

e Colocar a lamina em solucdo de Hidréxido de Bario a 5% (Ba (OH),) a 25°C por
aproximadamente 1 minuto;

e Inserir rapidamente a lamina no HCI 0,2N para retirar o excesso de bario e apés
isso lavar com um jato de &gua destilada. Em seguida coloca-la em uma solugéo
de 2xSSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de Citrato Trissédico + Agua deionizada)
durante uma hora a 60°C;

e Decorrido este tempo lavar a lamina em agua destilada e deixar secar ao ar;
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Corar a lamina com Giemsa diluida a 5% em tampao fosfato pH 6,8 durante

15 minutos.

3.2.4 Caracterizacédo das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs)

A técnica utilizada foi descrita por HOWELL e BLACK (1980), corando as RONs

ativas através da utilizacdo de solucdo aquosa de nitrato de prata. Foram utilizadas as

seguintes etapas:

Pingar as laminas conforme descrito anteriormente e deixa-las envelhecer por até
5 dias em uma estufa a aproximadamente 45°C;

Utilizar uma solucdo aquosa de nitrato de prata a 50% (1g de AgNO3z em 2ml de
H,O destilada) e uma solucdo aquosa de gelatina a 2% (1g de gelatina em 50ml|
de H,O destilada, acrescentando-se 0,5ml de acido férmico). Condicionar esta
altima em frasco ambar e manté-la em geladeira;

Pingar sobre a lamina uma gota (~120uL) de solucdo aquosa de gelatina e duas
gotas (cerca de 300uL) de solucdo aquosa de AgNOgs, misturar gentilmente e
cobrir com uma laminula. Leva-la em estufa a 60°C. Quando o material adquirir
uma coloracdo dourado-acastanhada, retirar a lamina da estufa e remover a
laminula com um jato de 4gua destilada e deixar secar ao ar;

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

fosfato pH 6,8 por 15 segundos, lavada e deixada secar ao ar.
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3.2.5 Dupla Coloragcdo CMA3/DAPI
Foi empregada a técnica de SCHWEIZER et al. (1976):
e Colocar 80 pl de solugcdo de Cromomicina Az sobre a lamina recém preparada para
observacdo de cromossomos e cobrir com uma laminula e deixar por 1 hora;
e Escorrer a laminula e lavar com agua corrente e secar levemente;

e Colocar 80ul de solucdo DAPI/Antifading, retirar o excesso com papel filtro.

3.2.6 — Hibridacéo fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S
(PINKEL, 1886)
Para a identificacdo das regibes de DNAr foi utilizada uma para DNAr 18S obtida
via PCR a partir do DNA nuclear do peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA e
GALETTI, 2004), usando os primers NS1 5’- GTAGTCATATGCTTGTCTC — 3’ e NS8 5’

TCCGCAGGTTCACCTACGG — 3’ (White et al., 1990)

Marcacado da sonda por nick translation

e Para marcacédo da sonda, foi utilizado o kit Nick Translation da Invitrogen.

e Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml a 0°C: 28,3 pl de 4gua em
quantidade suficiente para a sonda DNAr 18S e 23,6 ul de 4gua em quantidade
suficiente para a sonda DNAr 5S; 7,5 pl de dNTP Mix 10x com dATP mais biotina;
2,7 ul de DNA 18S e 6,4 ul de DNA 5S; 7,5 ul de enzima mix 10x (DNAse + DNA
polimerase 1). O volume final da reacéo deve ser 45 pl para cada sonda e o volume

de agua a ser colocado depende da concentracédo da sonda;
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e Misturar e centrifugar brevemente (aproximadamente 5 segundos),

incubando a 16°C durante 2 horas;

e Colocar o tubo no gelo apos duas horas e checar o tamanho dos fragmentos em
gel de agarose (estes devem medir entre 100 e 500 pb);

e Adicionar 7,5 pl de tampéo de parada;

e Precipitar o DNA com 5 pl de acetato de sddio 3M e 100 pl de etanol P.A.;

e Incubar a - 20° C por 12h;

e Centrifugar a 1,63x10*g por 10 minutos;

e Centrifugar a 1,63x10*g por 5 minutos;

e Descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em 40 pl de agua;

Tamanho dos fragmentos em gel
e Misturar 1 pl da reacéo de nick translation com 1 pl de azul de bromofenol e aplicar
em gel de agarose 0,8% e 1 ul brometo de etidio;

e Aplicar a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos;

Hibridacéo fluorescente in situ (FISH)

e Lavar as laminas em tampao PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura
ambiente sob agitacao;

e Desidratar o material em série alcoolica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada
(secar);

e Incubar as laminas em 90 ul de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37°C por 1 hora

em camara umida com agua milli-Q;
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e Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC;

e Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez;

e Fixar em formaldeido 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCI, durante 10 minutos a
temperatura ambiente;

e Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitacao;

e Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada;

e Desnaturar em série alcoolica, a solucéo de hibridacdo a 100°C por um periodo de
10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo;

e Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5
minutos;

e Desidratar o material em série alcoodlica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos
cada;

e Preparar camara Umida a 37°C;

e Montar cada lamina com 50 pl de solucéo de hibridizagédo, cobrir com laminula e

deixar 12h a 37°C;

Solucédo de Hibridagao: sonda Unica
(estringéncia 77%)

e Misturar 200 pl de Formamida + 80 pl de Sulfato de Dextrano 50% + 40 pl de
20xSSC + 8ul DNA de placenta 10mg/ml + 72ul de H,O qgsp. Acrescentada a

sonda seca.
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Solucéo de Hibridacéo: duas sondas (DOUBLE FISH)
e Misturar 200 ul de Formamida + 80 pl de Sulfato de dextrano 50% + 8 pl de DNA
de placenta 10mg/ml + 36 ul de H,O gsp. Acrescentada a sonda A + H,O qgsp.

Acrescentada a sonda B.

Lavagens

e Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42°C durante 10 minutos
cada sob agitacéo;

e Lavar as laminas trés vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada sob agitacéo;

e Lavar durante 5 minutos em solugcdo de Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitacao;

e Incubar as laminas em tampé&o 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos;

e Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura

ambiente sob agitacao;

Para a deteccao da sonda marcada com biotina

e Colocar sobre as laminas 90pl de Streptavidina Invitrogen (1:500 em NFDM)
durante uma hora em camara Umida e escura, a temperatura ambiente

e Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente
sob agitacao;

e Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar;
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Para a deteccao de duas sondas Double FISH

e Montar o mix de anticorpos contendo 792 pl NFDM + 1,6 pl de streptavidina FITC
conjuga + 4 pl de anti digoxigenina rodamina conjugada.

e Incubar as laminas com 100 pl cada do mix de anticorpos durante 1h em camara
Uumida e escura, a temperatura ambiente;

e Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente
sob agitacao;

e Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar;

Montagem da lamina com iodeto de propideo

e Misturar 200 pl de antifading com 8 pl de iodeto de propideo (50 pg/ ml);

e Colocar 25 pl da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

Montagem das laminas com DAPI

e Misturar 400 pl de antifading mais 1l de DAPI (0,2 mg/ml);

e Colocar 50 ul da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

3.2.7 Fotomicrografia

As metafases que apresentaram melhor dispersédo, condensacdo e morfologia
cromossOmica foram fotografadas através do sistema de captura digital de imagens, com

microscopio Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied Spectral Image. As
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analises cromossomicas foram realizadas no computador através do software

Case Data Manager Expo 2.0.

3.2.8 Identificacdo dos cromossomos e montagem dos cariotipos

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

brago.
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4 Resultados

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos artigos

cientificos:

Capitulo |
Distintos padrdes evolutivos em duas espécies simpétricas de Hypostomus

(SILURIFORMES, LORICARIIDAE, HYPOSTOMINAE)

Capitulo 11
Caracterizagdo citogenética de trés espécies alopatricas de Hypostomus

LACEPEDE (1803) (TELEOSTEI, LORICARIIDAE)



Programa de P6s-Graduagdo em Genética 24

CAPITULO |

DISTINTOS PADROES EVOLUTIVOS ENTRE ESPECIES SIMPATRICAS DO GENERO
Hypostomus (SILURIFORMES, LORICARIIDAE, HYPOSTOMINAE)

Resumo

A familia Loricariidae apresenta aproximadamente 700 espécies, sendo a segunda maior
familia de peixes neotropicais. Duas espécies de Hypostomus, H. albopunctatus e H.
regani, da Bacia do rio Tibagi foram comparadas quanto a estrutura cariotipica, a
localizac@o da heterocromatina e do DNAr 18S. Doze espécimes (8 machos e 4 fémeas)
de H. albopunctatus e nove espécimes (5 machos e 4 fémeas) de H. regani foram
analisados. Como resultado, foi obtido para H. albopunctatus o nimero dipléide modal de
2n = 76 cromossomos (10m + 14sm + 52st/a) e para H. regani, 2n = 68 (12m + 16sm +
40st/a). Foi detectado um provavel sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW nos
exemplares de H. albopunctatus. Blocos heterocrométicos foram detectados nas por¢ées
centroméricas, intersticiais e teloméricas em ambas as espécies. As regides
organizadoras de nucléolo (RONs) mostraram variacdo intraindividual no numero de
cistrons com até trés cromossomos marcados pelo nitrato de Prata em H. regani,
enquanto que em H. albopunctatus apenas um par cromossdmico submetacéntrico se
mostrou portador de RONs. A variacao da atividade das RONSs verificadas em H. regani
foi suportada pelo emprego da hibridacéo in situ fluorescente (FISH) com sonda 18S
DNAr com ampliagdo para até seis diferentes loci detectados nesta espécie. Sendo
assim foi possivel identificar distintas caracteristicas cromossdmicas adquiridas durante a
evolucdo destas espécies, apesar de as mesmas hoje serem simpétricas.

Palavras chave: cromossomos sexuais; heterocromatina; RONs; DNAr
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Introducao

Hypostomus € um dos géneros que reuni a maior quantidade de espécies dentre
os Loricariidae, representando cerca de 120 espécies descritas (WEBER, 2003). Contudo
a discussao acerca das relacdes filogenéticas do género Hypostomus é complexa e,
apesar do aumento de exemplares coletados, sua correta identificacdo € complicada,
devido as semelhancas morfoldgicas entre as espécies (ZAWADZKI et al., 2005).
Marcadores cromossdmicos tém se mostrado eficientes ferramentas para a
citotaxonomia em peixes. BERTOLLO et al. (1986) ressaltam as principais contribuicoes
da citogenética a taxonomia, como: elucidacéo de relacdes evolutivas dos cromossomos
e cariotipos, auxilio para a identificacdo de espécies com problemas taxondmicos e a
evidéncia de possiveis casos de espécies cripticas.

Atualmente, 19 espécies do género Hypostomus (Teleostei: Loricariidae) sao
reconhecidas como pertencentes a bacia do Alto Rio Parana (WEBER, 2003). No
entanto, até mesmo as espécies descritas apresentam problemas em sua identificacéo,
devido a auséncia de revises mais recentes no grupo, além da falta de conhecimento
geral da distribuicdo destes peixes nos complexos hidricos da América do Sul (REIS et
al.,, 1990). A elucidacdo taxonébmica, em agravo, € um passo fundamental na
identificacdo de espécies ameacadas, e neste contexto, informacdes genéticas
contribuem na resolucdo de problemas de identificacdo e na definicdo de unidades de
conservacgao para espéecies (FRANKHAM et al., 2004).

Este género apresenta grande variabilidade quanto ao numero dipldide, variando
desde 2n = 54 em Hypostomus plecostomus (MURAMOTO et al.,, 1968) a 2n=84 em

Hypostomus sp. 2 (CEREALI et al.,, 2006). Destaca-se que H. emarginatus foi
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recentemente realocada taxonomicamente fora do género Hypostomus como

Squaliforma emarginata (MONTOYA-BURGOR et al., 2002) e assim, o numero diploide
de 2n = 52 cromossomos (ARTONI e BERTOLLO, 2001) ndo € mais valido para
descrever a extensao da variabilidade do 2n no género Hypostomus. Se considerarmos
ainda que na década de 60 as técnicas de citogenética ainda ndo eram tao resolutivas e
que os problemas de identificacdo taxondmica neste género nao eram diferentes
daqueles hoje relatados, seria mais prudente considerar a espécie Hypostomus sp.G,
com menor numero dipléide 2n =64 (ARTONI et al., 1998).

Assim, uma constante atualizacdo da variabilidade cariotipica em Hypostomus se
faz necessaria e o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o cariétipo de duas
espécies, H. albopunctatus e H. regani, amostradas em simpatria na bacia do rio Tibagi
no sistema do Alto Parana, comparativamente a outras populacdes destas espécies ja

descritas cariotipicamente para outras bacias hidrograficas.

Material e Métodos

Exemplares de Hypostomus foram coletados, em simpatria no rio Laranjinha,
afluente do rio Tibagi, pertencente a bacia do Alto Parana, localizado na regido de
Sapopema — PR (Fig. 04). Foram analisados os cari6tipos de 12 espécimes de H.
albopunctatus, sendo 8 machos e 4 fémeas e 10 espécimes de H. regani, sendo 4
machos, 4 fémeas e 2 cujo sexo nao foi identificado. Os exemplares foram identificados e

tombados no Museu de Histdria Natural Capéo da Imbuia.
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A identificacdo do sexo foi realizada pela bidpsia parcial das gonadas,

examinadas a fresco em microscopio optico com objetivas de 10x e 40x.

As preparacbes mitéticas foram obtidas a partir de células do rim anterior,
empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,, 1978). As
regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foram visualizadas com nitrato de Prata
coloidal (HOWELL e BLACK, 1980) e a heterocromatina foi evidenciada pelo
bandamento C (SUMNER, 1972).A deteccéo de regibes cromossémicas AT e CG ricas
foi realizada através da técnica descrita por SCHWEIZER et al. (1976), empregando-se
dupla coloracdo com Cromomicina/DAPI.

A hibridacao fluorescente in situ (FISH) foi empregada para localizar os genes de
DNAr, utilizando-se a sonda de DNAr 18S obtida de Prochilodus argenteus (HATANAKA
e GALETTI, 2004). As sondas 18S foi marcada com biotina 14-dATP por nick translation,
seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System — Invitrogen). A detecc¢ao
e amplificacdo do sinal foram realizadas com os seguintes componentes: avidina FITC
(Sigma) e anti avidina biotimilada (Sigma). O procedimento geral de hibridagdo seguiu o
protocolo descrito por PINKEL et al. (1986). A analise foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied Spectral Image.
As analises cromossOomicas foram realizadas in silico através do software Case Data

Manager Expo 2.0.
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Figura 04 - A area do municipio de Sapopema (em vermelho), onde foram coletados
os exemplares de H. albopunctatus e H. regani

Resultados e Discussao

As caracteristicas cariotipicas de numero diplodide (2n), numero de bracos
cromossémicos (NF) e tipos cromossbmicos (m; sm; st; a) que compde a férmula
cariotipica encontrada para as duas espécies de Hypostomus aqui estudadas diferem
daquele ja descrito anteriormente para as espécies deste género, embora reforcem os
padrées evolutivos propostos por ARTONI e BERTOLLO (2001). Por outro lado, estas
mesmas espécies de H. albopunctatus e H. regani, encontradas em simpatria
apresentam variacdes na micro e macroestrutura cariotipica que denotam tendéncias
evolutivas.

O 2n encontrado em H. albopunctatus foi igual a 76 cromossomos, contudo para

fémeas o NF foi igual a 141, ao passo que os machos apresentaram NF igual a 142 (Tab.
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1). A presenca de um cromossomo acrocéntrico sem homélogo no cariotipo das

fémeas (10m+l14sm+4lst+lla), diferentemente dos machos que se apresentaram
homogaméticos (10m+14sm+42st+10a), neste caso, sugere a presenca de um sistema
de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW (Fig. 05).

O padrédo de localizacdo da heterocromatina evidenciada pelo bandamento C,
além das marcacdes em regides teloméricas, pericentroméricas e intersticial em alguns
cromossomos do complemento A, também diferenciaram possiveis alossomos. Uma forte
marcacdo na porcao intersticial do braco longo 13° cromossomo do complemento
identificou o cromossomo Z, enquanto o cromossomo W apresentou um grande bloco
heterocromético em quase toda extenséo do brago longo (Fig. 05).

Até o0 momento somente uma espécie do género Hypostomus sp. G da bacia do
Araguaia apresentou cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados — ZZ/ZW
(ARTONI et al., 1998). Esta parece ser uma condi¢cdo altamente apomorfica, pouco
comum e homoplasica entre os Hypostomus em oposicdo ao género Ancistrus, cujo
sistema ZZ/ZW altamente diferenciado ocorre com maior freqiiéncia, como verificado em
A. dubios (MARIOTO et al., 2004) que é colocado como grupo irmao e da tribo Ancistrinii.

Este tipo de diferenciacdo pode estar ligado a rearranjos estruturais, resultando na
diminuicdo de recombinacdo meiédtica (BECAK e BECAK, 1969; ALMEIDA-TOLEDO et
al., 2000). Uma hipétese para tal diferenciacdo seria a ocorréncia da perda do braco
curto do proto cromossomo Z, originando entdo o cromossomo W, ja que rearranjos
estruturais parecem ter um importante papel na diferenciacdo de cromossomos sexuais
nos loricariideos, como por exemplo, em Loricariichthys playmetopon (SCAVONE e

JULIO Jr., 1995) e Hypostomus sp. G (ARTONI et al., 1998), que também apresentam
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sistema ZZ/ZW. No mesmo sentido um processo semelhante parece ter ocorrido

em Ancistrus sp. “Piagagu” (DE OLIVEIRA et al., 2007).

A dupla coloracdo CMA3/DAPI evidenciou regides intersticiais ricas em bases GC
bem definidas em alguns pares de cromossomos subtelo e acrocéntricos, enquanto
regides ricas em bases AT foram detectadas em porc¢des principalmente centroméricas e
teloméricas em alguns cromossomos. O braco longo do cromossomo Z foi corado quase
que completamente pela cromomicina, bem como o0s sinais obtidos nas regides
organizadoras de nucléolo, indicando que nessas regides, sequéncias CG devem estar
mais disponiveis a coloracdo por este fluorocromo base-especifico (Fig. 07). Por outro
lado o cromossomo W nédo apresentou coloracao diferencial por corantes AT ou CG
especificos, sugerindo que o DNA repetitivo representado na porcdo heterocromatica
deste cromossomo deve possuir uma natureza distinta e heterogénea daquela verificada
no alossomo Z e nas RONSs.

N&o foi detectado heteromorfismo entre as regides organizadoras de nucléolos
(RONs), estas localizadas apenas em um par cromossomico submetacéntrico
correspondente ao 11° do complemento cariotipico padrdo. Esta condicdo foi confirmada
com o emprego da sonda DNAr 18S pela hibridacéo in situ fluorescente (FISH) (Fig. 7),
descartando a possibilidade de RONs latentes ou inativas nesta espécie.

Ainda os dados cariotipicos aqui levantados para a espécie H. albopunctatus
procedente do Rio Laranjinha, da Bacia do Alto Parana, foram divergentes quando
comparados com os dados disponiveis na literatura para esta espécie. ARTONI e
BERTOLLO (1996) estudaram o cariotipo de H. albopunctatus do rio Mogi Guagu

também para a bacia do Alto Parana e verificaram uma macroestrutura cariotipica muito
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diferente com 2n = 74 cromossomos (10m+20sm+44st/a) e ndo verificaram a

presenca de cromossomos sexuais. Este argumento citotaxonémico pode ser indicativo
de especiacao alopatrica e pode ser levado em consideracdo quando da reanalise da
real condicdo taxonémica desta espécie.

A outra espécie simpatrica aqui estudada, H. regani apresentou uma constituicao
cariotipica sem a presenca de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados, ao
nivel das analises realizadas. O numero dipléide encontrado foi de 68 cromossomos
(12m+16sm+28st+12a) (Tab. 1), com um padrdo de localizacdo da heterocromatina
verificado pelo bandamento C, em regiées pericentroméricas, teloméricas e intersticiais
dos cromossomos (Fig. 6). Algumas bandas C positivas intersticiais, verificadas
principalmente em cromossomos subtelo e/ou acrocéntricos, sdo caracteristicas do
género Hypostomus e reflete o arranjo dos dominios cromossémicos no nucleo
interfasico, possibilitando a dispersdo desta classe de cromatina entre cromossomos nao
homélogos em concerto no cariétipo (ARTONI e BERTOLLO, 1999).

A dupla coloracdo CMA3 /DAPI evidenciou em H. regani regides ricas em bases
GC coincidentes com as RONs e com as marcacoes obtidas pela FISH com a sonda 18S
(Fig. 7).

Até trés regides organizadoras de nucléolo foram evidenciadas pela impregnacéo
com nitrato de Prata, duas sobre o maior par subtelocéntrico e uma sobre um
cromossomo subtelocéntrico menor (Fig. 7). Por outro lado a hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) com a sonda DNAr 18S sinalizou seis sitios de cromossomos
portadores de RONs (Fig. 7), indicando a existéncia de sitios latentes destes genes

ribossomais.
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Hypostomus regani foi descrito anteriormente com 2n = 72

(10m+20sm+42st/a) para uma populacdo do rio Mogi Guacu no Alto Parana (ARTONI e
BERTOLLO, 1996). No presente trabalho, o nimero dipléide encontrado foi de 2n = 68
(12m+16sm+28st+12a). A formula cariotipica encontrada, e principalmente a diferenca do
namero diploide é um forte indicativo de especiacdo alopatrica e sugere que alteracbes
cromossOmicas estruturais do tipo robertsonianas estejam envolvidas nesta
diversificacao cariotipica interpopulacional.

Os dados cariotipicos aqui apresentados para as novas populacdes de espécies
de Hypostomus com cariétipo ja conhecido corroboram a grande diversidade cariotipica
evidenciada para este género e indicam processos de diferenciacdo alopatrica, além de
caminhos evolutivos distintos interespecificamente mesmo em condi¢gdo de simpatria.

Ao passo que H. albopunctatus durante seu processo evolutivo acumulou
caracteristicas consideradas derivadas para 0 grupo, tais como o0 aumento da
heterocromatina nos cromossomos do complemento, o desenvolvimento de um
dimorfismo cromossomico sexual do tipo ZZ/ZW, cuja heterocromatina constitutiva do
cromossomo Z é de origem distinta aquela formadora do cromossomo W, manteve
alguma caracteristicas ancestrais, tal como a manutencéo dos sitios 18S em apenas um
par de cromossomos, caracteristica esta basal, porém pouco conservada na tribo dos
Hipostominii. A evolucdo cariotipica de H. regani caracterizou-se principalmente pela
dindmica dos sitios 18S em relacdo aos cromossomos do complemento, apresentando 5
sitios ribossomais, dos quais apenas 3 foram considerados ativos, além da conservacéo
de caracteristicas tais como a baixa quantidade de heterocromatina constitutiva, esta

presente apenas em regides pericentroméricas, teloméricas e adjacentes aos sitios de
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DNAr 18S. Ambas populacdes apresentaram numero diploide superior ao

considerado basal para a familia, concordando com o padréo evolutivo proposto para a
tribo dos Hypostominii, com tendéncia em aumentar o nimero dipléide devido a eventos

robertsonianos (Tab. 1)

2n 76 68

NF 141/142 124

Sistema Sexual ZZIZWN -

Heterocromatina Regides intersticiais inclusive  Pouca, principalmente em regides
no provavel cromossomo Z pericentroméricas e teloméricas

RONs Simples Multiplas, até 3

CMA/DAPI Heterocromatina GC RONSs GC, 6 sitios

FISH 18S Simples 6 sitios

Descricdo Anterior 2n =74 2n =72

Tabela 1 — Quadro comparativo entre as espécies H. albopunctatus e H. regani.
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Figura 07 - Metafases hibridizadas com sondas DNAr 18S; as setas indicam os
cromossomos portadores de genes ribossomais, 0 asterisco 0 cromossomo Z; em
destaque cromossomos portadores da RONs tratados com Nitrato de Prata,
Cromomicina/DAPI e hibridizados com sonda DNAr 18S: (A) Metafase de H.

albopunctatus e (B) metafase de H. regani.
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CAPITULO I
CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE TRES ESPECIES ALOPATRICAS DE
HYPOSTOMUS LACEPEDE (1803) (TELEOSTEI, LORICARIIDAE)
Resumo

O género Hypostomus é amplamente distribuido pela América do Sul e um dos mais
estudados dentre os Loricariidae, com cerca de 130 espécies descritas. Entretanto, sua
correta identificacdo taxondémica € bastante dificil devido as discretas diferencas
morfologicas entre as espécies. Deste modo, dados citogenéticos acerca deste género
sdo fundamentais para elucidar a historia evolutiva do grupo. Analises citogenéticas
foram realizadas em trés espécies de Hypostomus: uma da bacia do Tibagi - PR
(Hypostomus aff. ancistroides), outras duas da bacia do rio Ilguacu — PR (Hypostomus
commersonii e Hypostomus derbyi). H aff. ancistroides apresentou 2n = 66 (12m; 16sm;
10st; 28a) e NF = 104 com grandes blocos heterocromaticos identificados em dois pares
cromossdmicos e as regides organizadoras de nucléolo (RONs) mdultiplas foram
detectadas em sete cromossomos do complemento. A populacdo de H. commersonii
apresentou 2n=68 (12m; 12sm; 8st; 36a) e NF = 100 com pouca heterocromatina
constitutiva localizada principalmente pericentromericamente e as RONs estiveram
presentes em apenas 1 par cromossémico. A populacao de H. derbyi apresentou 2n = 66
(6m; 10sm; 20 st; 30a) com grandes blocos heterocromaticos dispersos pelo cariétipo e
multiplos sitios de RONs. Estes marcadores cariotipicos se mostraram eficientes para
separar as espécies aqui estudadas e corroboram a evolugcéo cariotipica divergente no
género Hypostomus.

Palavras chave: Evolugao cariotipica; DNAr 18S; RONs; Heterocromatina
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Introducao

Segundo VARI e MALABARBA (1998) 30 a 40% de toda a diversidade existente
na ictiofauna Neotropical ndo foi, até o momento, reconhecida. Apesar disto, peixes
representam o grupo mais diversificado e um dos mais importantes para estudos da
variabilidade genética e de evolucdo entre os vertebrados, uma vez que ocupam uma
posicao basal na filogenia deste grande grupo (NELSON, 1994). A familia Loricariidae
apresenta aproximadamente 716 espeécies e cerca de 300 outras espécies ainda néo
descritas (REIS et al., 2003) e faz parte de uma das 36 familias pertencentes a ordem
Siluriformes (FERRARIS et al.,, 2007). Os peixes pertencentes a esta familia séo
comumente conhecidos como cascudos e habitam quase toda a Ameérica do Sul e
América Central, desde a Costa Rica até a Argentina.

O género Hypostomus é, desta familia, o que apresenta maior namero de
espécies ja cariotipadas (GIULIANO-CAETANO, 1998), sendo o género de cascudos
dominante nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972). Seu numero diploide varia de 2n = 54 em
Hypostomus plecostomus (MURAMOTO et al.,, 1968) a 2n=84 em Hypostomus sp. 2
(CERALI et al., 2006). Alguns problemas taxondmicos necessitam ser revisados, pois,
por sua ampla variabilidade morfologica e padrdes de coloracao, divergéncias quanto a
identificacdo ao nivel de espécie vém sendo causadas ndo sO para este género, mas
para os exemplares da familia Loricariidae em geral.

A citogenética pode ser utilizada como uma importante ferramenta auxiliar em
questdes ictio-taxondmicas. As contribuicdes da citogenética para a taxonomia podem
ser obtidas através de boas caracterizagbes cromossémicas das espécies, bem como

das relacdes evolutivas dos cromossomos e cariotipos podendo evidenciar possiveis
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casos de espécies cripticas (BERTOLLO et al., 1986). Um bom exemplo de

marcador cromossémico sdo as regifes organizadoras de nucléolos (RONs), que nos
Hypostomus s&o extremamente variaveis, tanto intra quanto interespecificamente.
Podem apresentar com frequéncia polimorfismo de tamanho destas regides entre
cromossomos homologos, assim como ha espécies com apenas um par e outras que
apresentam RONs multiplas (ARTONI e BERTOLLO, 1992).

A diversificacdo cariotipica representada pela formula cariotipica expressa pelos
tipos cromossémicos e a localizagcdo cromossdémica da heterocromatina sdo marcadores
de igual importancia que auxiliam tanto na investigacdo da evolucéo cariotipica quanto da
robustez destes caracteres na citosistematica e citotaxonomia. No género Hypostomus
estes marcadores tém se mostrado promissores e no presente trabalho sé&o aplicados a

trés espécies, duas delas ainda ndo conhecidas do ponto de vista cariotipico.

Material e Métodos

Foram estudados 12 exemplares (7 machos e 5 fémeas) de Hypostomus aff.
ancistroides no clube Ponta da Lagoa, pertencente a bacia do rio Tibagi, localizado na
regido de Ponta Grossa — PR (Fig. 08). No lago de inundacéo da usina Ney Braga, bacia
do médio rio lguacu, localizada no municipio de Mangueirinha - PR (Fig. 08) foram
analisados 2 espécimes do sexo feminino de Hypostomus commersonii. Cinco
exemplares de Hypostomus derbyi foram coletados (3 machos e 2 fémeas) no Parque
Costa, pertencente a bacia do alto rio Iguacu em Curitiba - PR (Fig. 08). Os exemplares
foram identificados taxonomicamente e depositados no Museu de Ictiologia do NUPELIA.

A identificacdo do sexo foi realizada por biopsia parcial das gbnadas, examinadas

a fresco em microscépio Optico com objetivas de 10x e 40x.
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As preparacfes mitoticas foram obtidas a partir de células do rim anterior,

empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (BERTOLLO et al.,, 1978). As
regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foram visualizadas com nitrato de Prata
(HOWELL e BLACK, 1980) e a heterocromatina foi analisada pelo bandamento C
(SUMNER, 1972).

A deteccdo de regibes cromatinicas ricas em GC e AT foi realizada através da
técnica descrita por SCHWEIZER et al. (1976), utlizando dupla coloracdo com
Cromomicina/DAPI.

A hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi empregada para localizar os genes de
DNAr, utilizando-se a sonda de DNAr 18S obtida de Prochilodus argenteus (HATANAKA
e GALETTI, 2004). As sondas 18S foi marcada com biotina 14-dATP por nick translation,
seguindo as instru¢des do fabricante (Bionick Labelling System — Invitrogen). A detec¢ao
e amplificacdo do sinal foram realizadas com os seguintes componentes: avidina FITC
(Sigma) e anti avidina biotimilada (Sigma). O procedimento geral de hibridagdo seguiu o
protocolo descrito por PINKEL et al. (1986). A analise foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied Spectral Image.
As analises cromoss6micas foram realizadas no computador através do software Case

Data Manager Expo 2.0.
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Figura 08 - Mapa das localidades das coletas no estado do Parana, em Azul —
Curitiba, em Verde — Ponta Grossa e em Amarelo — Mangueirinha.

Resultados

Hypostomus aff. ancistroides apresentou numero dipldide igual a 66, sendo destes
12 metacéntricos, 16 submetacéntricos 10 subtelocéntricos e 28 acrocéntricos. De
acordo com esta classificagdo cromossémica, esta espécie apresentou numero
fundamental igual a 104 (Fig. 09).

O tratamento para banda C revelou dois grandes blocos de heterocromatina em
pares de submetacéntricos e uma pequena marcagcdo em pares de CromosSsomos
acrocéntricos (Fig. 10).

A impregnacdo por Prata evidenciou de 4 a 6 marcagbes para regioes

organizadoras de nucléolo, todas em posi¢cdes terminais dos bragcos cromossémicos (Fig.
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10). Estas mesmas regides foram evidenciadas pela dupla coloracdo CMA3 /DAPI

como ricas em bases CG (Fig. 10) e diretamente detectadas como portadoras de genes
ribossomais através da hibridacgéo in situ fluorescente (FISH) com sondas 18S (Fig. 10)

Hypostomus commersonii apresentou numero dipléide igual a 68, sendo destes 12
metacéntricos, 12 submetacéntricos, 8 subtelocéntricos e 36 acrocéntricos, e numero
fundamental igual a 100 (Fig. 11) e pouca heterocromatina foi evidenciada pelo
bandamento C restrita apenas a regides centroméricas e teloméricas (Fig. 12).

Através da impregnacdo com nitrato de Prata foram detectados até 5
cromossomos portadores das regides organizadoras de nucléolo (Fig. 12). A dupla
coloracdo DAPI/CMA; evidenciou 5 sitios ricos em CG, estes coincidentes com as
regibes organizadoras de nucléolo, detectadas pela impregnacdo de prata (Fig. 12) e
confirmado através da hibridagéo in situ fluorescente (FISH), com sondas DNAr 18S (Fig.
12).

Hypostomus derbyi apresentou numero dipléide igual a 66, destes 6
metacéntricos, 10 submetacéntricos, 20 subtelocéntricos e 30 acrocéntricos, com numero
fundamental igual a 82 (Fig. 13)

O bandamento C possibilitou identificar bracos cromossomicos dotados de
grandes blocos heterocrométicos (Fig. 14)

A impregnacao por Prata evidenciou 4 regifes organizadoras de nucléolo (Fig. 14)
enquanto a hibridagéo in situ fluorescente, com sondas 18S evidenciou apenas 2 sitios

portadores de genes ribossomais (Fig. 14).
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Discusséo

O género Hypostomus apresenta grande variabilidade quanto ao numero dipléide
variando desde 2n = 54 em Hypostomus plecostomus (MURAMOTO et al., 1968) a 2n =
84 em Hypostomus sp. 2 (KAVALCO et al., 2005). Destaca-se que H. emarginatus foi
recentemente realocada taxonomicamente fora do género Hypostomus como
Squaliforma emarginata (MONTOYA-BURGOR et al.,, 2002), e portanto, 0 nuamero
diploide de 2n = 52 cromossomos (ARTONI e BERTOLLO, 2001) ndo é valido para
descrever a extensdo da variabilidade do numero dipléide no género Hypostomus. Se
considerarmos ainda que na década de 60, as técnicas da citogenética ainda ndo eram
tdo resolutivas e que os problemas de identificacdo taxondmica neste género ndo eram
diferentes daquelas hoje relatados, seria mais prudente considerar com menor ndmero
diploide a espécie que apresenta 2n = 66 Hypostomus sp. G (ARTONI et al., 1998).

No presente trabalho foi constatada uma nova macroestrutura cariotipica para
Hypostomus aff. ancistroides com numero dipléide igual a 66 (12m, 16 sm, 10st e 28a).
Para Hypostomus commersonii foi encontrado namero dipldide igual a 68 (12m, 12sm,
8st e 36a), numero este igual ao descrito para a espécie em Quedas do Iguacu (CASALE
et al., 2002 apud KANTEK et al., 2007) (Tab. 2), contudo com divergéncias em relacéo a
férmula cariotipica, principalmente em relacdo a quantidade de acrocéntricos. Ja em
Hypostomus derbyi, o0 nimero dipléide também encontrado por CASALE et al. (2002) ndo
concorda com aquele descrito para esta espécie na regiao de Quedas do Iguacu. Neste
trabalho foi evidenciado um numero dipléide menor que aquele ja descrito anteriormente,
com 2n = 66 (6m, 10sm, 20st e 30a) em oposi¢cdo a 2n = 68 (10m, 8sm, 16st e 34a). E

possivel hipotetizar que, uma vez que eventos robertsonianos de fissdo e/ ou fuséo
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céntrica sdo representativos na evolucdo cariotipica neste género (ARTONI e

BERTOLLO, 2001), efeitos de alopatria podem acumular diferencas cariotipicas entre
populacées de uma mesma espécie como se observa nas populacdes de H. commersonii
e H. derbyi aqui analisadas.

O Bandamento C evidenciou para H. commersonii um padrao de distribuicdo de
heterocromatina concordando com o padrdo dos Siluriformes, apresentando pouca
heterocromatina, presente principalmente nas regides pericentroméricas e teloméricas
(GOLD et al., 1990). No entanto, as populacdes de H. aff. ancistroides e H. derbyi
revelaram grandes blocos heterocromaticos embora nenhum destes blocos tenha sido
evidenciado com a dupla coloragéo fluorescente, demonstrando a natureza heterogénea
na composicao destes blocos.

Multiplas Regiées Organizadoras de Nucléolo (RONs) sao frequentemente
encontradas neste género (ARTONI e BERTOLLO, 1996), embora RONs simples ja
tenham sido detectadas em alguns grupos (ARTONI e BERTOLLO, 2001). No presente
trabalho todas as populacdes apresentaram RONs multiplas. Quanto a posicao, todas as
RONs aqui encontradas estdo situadas em regibes terminais, como observado na
maioria dos Loricariidae e na maioria dos peixes neotropicais. Os sitios de RONs foram
todos evidenciados pela CMA; indicando um arranjo destas regifes ricas em bases GC
disponiveis a coloracdo por este fluorocromo. Esta correlacdo ja foi observada em
diversas espécies (DA SILVA CORTINHAS et al., 2003; CIPRIANO, 2005; NOLETO et
al., 2006, entre outros). Contudo, ha que se considerar que nem toda heterocromatina
rica em CG pode estar associada com RONs, como verificado por ARTONI et al. (1996)

no loricariideo Liposarcus anisitsi. que apresenta grandes blocos heterocromaticos nao
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portadores de RONs brilhantes com o fluorocromo CG especifico mitramicina

guando contra-corado com distamicina

A deteccao dos sitios portadores de genes ribossomais através da hibridizacéo in
situ fluorescente corroborou as RONs encontradas tanto em H. commersonii quanto em
H. aff. ancistroides. Contudo, apesar de ter sido encontrado RONSs variando de 2 a 4, sé
foram identificados 2 sitios fluorescentes pela FISH com sondas 18S em H. derbyi (Tab.
2). Este fato pode evidenciar uma condi¢cao polimorfica que suscita intensificar um estudo
populacional acerca da atividade génica das regides organizadoras de nucléolos pela
impregnacado com nitrato de Prata e da localizacdo de genes DNAr 18S pela FISH.

Os dados cariotipicos aqui apresentados se revelaram de grande importancia
citotaxondmica para diferenciar as espécies entre si e destas com outras populacdes
alopatricas com caridtipo ja descritos (Tab. 2).

A diferenca da quantidade de cromossomos que compde o complemento, aliado
as distintas caracteristicas relacionadas ao padrdo de heterocromatina, bem com a
quantidade e localizacdo dos sitios ribossomais, reforcam a proposta de que as
populacbes aqui descritas, em relagdo aquelas anteriormente caracterizadas, nao
pertencem a mesma espécie. Podem ser consideradas entdo espécies cripticas, cuja
morfologica impede sua correta classificagdo sem o auxilio de ferramentas como a

citogenética.
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NF

Sist. Sexual

Heterocromatina

RONs

CMA;/DAPI

FISH 18S

Descricdo Anterior

100

Pouca
principalmente nas
regides
pericentroméricas e
teloméricas

Multiplas, até 5

RONSs GC, 5 sitios

5 sitios

68

104 96

Bragos cromossdmicos com grandes
blocos heterocroméaticos

Mdltiplas, até 6 Mdltiplas, até 4
RONs GC, 6 sitios -

6 sitios 2 sitios

Tabela 2 — Quadro comparativo entre as espécies H. commersonii, H. aff.
ancistroides e H. derbyi.
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5. Considerac0es finais

O género Hypostomus apesar de ser o mais estudado dentre os Loricariidae ainda
apresenta uma grande lacuna em relacdo ao conhecimento acerca do cariétipo de suas
espécies. Contudo, tendéncias evolutivas ja foram e continuam a ser apontadas e 0s
marcadores cromossémicos tém contribuido para um melhor entendimento da
sisteméatica do grupo. Assim o presente trabalho traz a luz novos dados sobre o cariétipo
de cinco espécies de Hypostomus e contribui para ampliar o conhecimento do cariétipo
tanto interespecifico quanto especifico neste grupo de peixes neotropicais, podendo

concluir que:

a) As caracteristicas da macroestrutura cariotipica (2n, NF e formula cariotipica)
das espécies estudadas corroboram os dados da literatura, contribuindo para elucidar
evolucdo cariotipica do género Hypostomus e fornecem subsidios para a

citotaxonomia destas espécies e populacdes.

b) As Regibes Organizadoras de Nucléolos (RONs) se mostraram variaveis
qguanto ao numero e atividade dos sitios ribossomais. As RONS multiplas foram
as mais comuns entre as espécies estudadas, tanto pela marcacdo com nitrato
de Prata (AgNO3) quanto pela confirmacdo com o emprego de sondas do DNAr
18S. Um caso especial em H. derbyi mostrou uma discordancia com um
numero menor de genes de DNAr 18S evidenciados pela FISH em oposicao a
atividade de um maior niumero de RONSs verificadas pela coloragédo com Prata.

Este deve ser um caso de variacao polimorfica que necessita de aumento no
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namero da amostra para melhor definir sobre a dindmica das RONs

nesta populacéo;

A localizacdo cromossémica pelo emprego do Bandamento C possibilitou
evidenciar marcacdes mais frequentes nas regibes teloméricas e
pericentroméricas de cromossomos dos cariotipos. Contudo, algumas
marcacOes intersticiais sobre o braco longo de alguns cromossomos
subtelocéntricos e/ou acrocéntricos indicam uma distribuicdo equilocal e
reforcam hipdteses ja colocadas sobre a natureza e distribuicdo da
heterocromatina neste género. As RONs sempre se apresentaram GC
positivas, o que sugere uma forte associacao destas regides heterocroméaticas

com o DNAr;

A presenca de cromossomos sexuais ZZ/ZW em H. albopunctatus somada a
outras divergéncias apontam para tendéncias evolutivas distintas mesmo entre

espécies simpatricas de Hypostomus.
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