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Moraes-Manécolo, Vivian Patricia Oliveira. Citogenética convencional e molecular de
diferentes espécies dos génerosHeptapterus, Rhamdella e Pimelodella (Siluriformes,
Heptapteridae), deduas bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul. 2014. 86 f. Tese
(Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, PR.

RESUMO

A ordem Siluriformes é formada por peixes de dgua doce com ampla distribui¢do por toda a
regido Neotropical, possuindo cerca de 3088 espécies validas, distribuidas em 477 géneros e
36 familias. Dentre as familias que compdem os siluriformes encontra-se a familia
Heptapteridae, formada por peixes de pequeno porte organizados em 24 géneros e cerca de
207 espécies validas. Neste estudo, foi realizado um levantamento de dados citogenéticos na
familia Heptapteridae, utilizando-se 113 populagdes de 30 espécies e oito géneros. A
composi¢ao dos conjuntos cromossomicos das espécies variou de 42 a 58 cromossomos sendo
estes, preferencialmente, dos tipos metacéntricos e submetacéntricos. Foi observada a
ocorréncia de polimorfismos numéricos, evidenciados pela descricdo de trés individuos
triploides do género Rhamdia e a presenga de cromossomos B. A localizagao dos cistrons
ribossdmicos 5S e 18S, bem como a quantidade e distribui¢do da heterocromatina foram
identificadas nas espécies descritas. O presente estudo também trouxe a analise de cinco
espécies de peixes de trés géneros da familia Heptapteridae, coletadas em duas bacias
hidrograficas do Rio Grande do Sul: duas populagdes de Heptapterusmustelinuseuma
populagdo de Rhamdellaeriarcha(topotipo) foram coletadas na Laguna dos Patos; individuos
de Heptapterussp A e Rhamdellasp foram obtidos na Bacia do Tramandai e exemplares de
Pimelodellaaustralisforam coletados nas duas bacias hidrograficas.A populagdio de H.
mustelinusdo Arroio Colombo apresentou 2n=54 (32m+8sm+10st+4a) ¢ todas as demais
espécies/populagdes um 2n = 58: H. mustelinus do Rio Forquetinha eHeptapterussp A
coletada no Rio Maquiné apresentaram 32m+12sm+4st+10a; P. australis, tanto do Arroio
Ribeiro como da Lagoa dos Quadros, possuiam a mesma formula -cariotipica,
34m+10sm+8st+6a, R. eriarchacRhamdellaspcom 46m/sm+8st+4a. Os cistrons ribossomicos
18S apresentaram-se em quatro cromossomos nos exemplares de H. mustelinusdas duas
populagdes, enquanto que em Heptapterussp A e nas demais espécies aqui estudadas foram
observados em apenas um par de cromossomos. A localizagdo da sequéncia génica de DNAr
58S foi realizada apenas em Heptapteruserevelou, para as duas populagdes de H. mustelinus,
apenas um par de cromossomos portador desta sequéncia, localizada na regido terminal na
populacdo do Arroio Colombo e em posicao intersticial na populacdo do Rio Forquetinha; em
Heptapterussp A este sitio foi observado em apenas um cromossomo, em regido intersticial.
A coloracdo com fluorocromos base especificos evidenciou nas duas populagdes de H.
mustelinusregides ricas em G-C nas porgdes terminais dos bragos de alguns cromossomos e
intersticial no par 26, porém, emHeptapterussp A apenas um par portador de regido CMA;"
foi evidenciado. Nas populagdes dos géneros Pimelodella e Rhamdellaapenas as RONs
apresentaram-se ricas em GC.A distribui¢do e composi¢do da heterocromatina mostraram-se
de forma diferenciada nas populagdes analisadas, especialmente nas do género Heptapterus,
onde em H.mustelinus a heterocromatina localizada na regido terminal dos cromossomos, nas
duas populagdes, apresentou-se rica em bases GC, porém, a que estava localizada na regido
centromérica mostrou-se rica em pares AT na populagdo do Arroio Colombo, enquanto que
na populagdo do rio Forquetinha a heterocromatina estava composta por pares de basesGC e
AT. Em Heptapterussp A foi possivel observar que algumas regides heterocromaticas



terminais mostraram-se CMA3; /DAPI" e outras regides mostraram-se compostas apenas por
bases AT.Em P. australisda Lagoa dos Quadros, a heterocromatina foi observada na regido
terminal de alguns cromossomos. A que estava associada a constri¢do secundaria e RON
mostrou-se CMA; /DAPI’, ja a heterocromatina pericentromérica presente neste mesmo par
apresentou-se apenas DAPI'; na populagio do Arroio Ribeiro heterocromatina associada a
RON também mostrou-se CMA;", enquanto que as regides heterocromaticas terminais dos
cromossomos ¢ algumas intersticiais apresentaram-se ricas em AT. As espécies do género
Rhamdella também apresentaram diferenciacdo quanto a heterocromatina, sendo que emR.
eriarchaesta foi evidenciada nas regides centroméricas ¢ terminais de varios cromossomos,
em um ou ambos bragos cromossdmicos porém, apenas a heterocromatina associada a RON
mostrou-se CMA3". Em Rhamdellaspa heterocromatina foi observada nas regides terminais de
alguns cromossomos, a RON apresentou-se rica em GC, além de alguns blocos
heterocromaticos serem DAPI". Embora similaridades tenham sido observadas, diferencas
tanto inter como intraespecificas em relagdo & macro e microestrutura cromossomica das
espécies estudadas, revelam um dinamismo dos processos que tem agido sobre a evolucao e
diferencia¢do cariotipicas na familia Heptapteridae.

Palavras-chave: Cistrons  ribossdmicos.  Descricdo  cariotipica.  Heptapteridae.
Heterocromatina. Rio Grande do Sul — Brasil. Topotipo.
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ABSTRACT

The order Siluriformes is composed by freshwater fishes widely distributed throughout the
Neotropics, with about 3088 species recognized as valid, organized in 477 genera and 36
families. Among the families that compose theSiluriformes there is the Heptapteridae family,
formed by small fish arranged in 24 genera and about 207 valid species. In this study, a data
collection of Heptapteridae family was performed using cytogenetic data of eight genera, 30
species and 113 populations. The chromosome sets of heptapterids ranged 42-58
chromosomes and that usually are metacentric and submetacentric. The occurrence of
numeric polymorphisms was revealed by the description of three Rhamdia individuals triploid
and the presence of B chromosomes. The 18S and 5S ribosomal cistrons location was also
described as well as the amount and distribution of heterochromatin in the described species
was observed. This study also brought the analysis of five fishes species from three genera of
the Heptapteridae family collected in two hydrographic basins from Rio Grande do Sul state:
two populations ofHeptapterusmustelinusand one population ofRhamdellaeriarcha from
Laguna dos Patos Hydrographic Basin;specimens ofHeptapterussp A andRhamdellasp from
Tramandai Hydrographic basin andPimelodellaaustralisindividualswere colected of both
hydrographic basin.TheH. mustelinus from Colombo stream had 2n = 54 ( 32m +8 sm +10 st
+4 a) and all other species/populations presented 2n = 58: H. mustelinus (Forquetinha river)
and Heptapterussp A (Maquiné river) presented 32m +12 sm +4 st +10 a,P. australis from
Ribeiro stream and Quadros Lagoon had the same karyotype formula, 34m +10 sm +8 st +6 a.
R. eriarcha (topotype) and Rhamdellasp also presented the same karyotype formula (46m/sm
+8 st +4 a).A detectable 18S rDNA hybridization region occurs in four chromosomes in the
H. mustelinus populations, while in Heptapterussp A and in the other species studied were
observed in only one chromosome pair. The 5S rDNA gene sequence location was performed
only in Heptapterus and revealed, for the two populations of H. mustelinus, only a
chromosome pair with this sequence in the terminal region of Colombo stream population and
interstitial position in the population from the Forquetinha river; in Heptapterusspit was
observed in only one chromosome with this gene sequence in the interstitial region. Staining
with CMA;fluorochrome revealed in the H. mustelinus populations, some chromosomes with
GC — rich regions located in the terminal portions of the chromosomes arms and interstitial
sign in the pair 26. In Heptapterussp A just one pair with a CMA;" region was evidenced. In
Pimelodellaand Rhamdella populations only NORs was GC — rich. The two H.mustelinus
populations presented the heterochromatin located in the terminal region of chromosomes and
it was GC-rich, the centromericheterocromatin proved to be AT — rich in Colombo stream
population, while in the Forquetinha river population the centromeric heterochromatin was
composed AT and GC. In Heptapterussp was observed some terminal heterochromatic blocks
CMA;'/DAPI * and other regions proved to be composed only of AT bases. In P. australis
(Quadros Lagoon), the heterochromatin was observed in the terminal region of some
chromosomes. The heterocromatyn that was coincident with the secondary constriction and
NOR was CMA;'/DAPI” and the pericentromeric heterochromatin present in the same pair
was only DAPI"; in the Ribeiro stream population the heterochromatin associated with the



NOR also was CMA;", whereas the terminal and interstitial heterochromatic regions
presented rich in AT. In R.eriarcha the heterocromatin was evidenced in the centromeric and
terminal regions of several chromosomes, in one or both chromosome arms but only the
heterochromatin associated with RON was CMA;". In Rhamdellasp the heterochromatin was
observed in some terminal regions of chromosomes, the RON presented GC-rich, and some
heterochromatic blocks are DAPI'. Although similarities have been noted, both inter and
intraspecific differences for the chromosomal macro and microstructure of the species
studied, reiterating the dynamic nature of the processes that act on the karyotypic evolution
and differentiation of the family Heptapteridae.

Key words: Heptapteridae. Heterochromatin. Karyotypic description. Ribosomal cistrons.
Rio Grande do Sul state — Brazil. Topotype.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS E CITOGENETICAS SOBRE A FAMILIA HEPTAPTERIDAE

A familia Heptapteridae é constituida por um grupo de peixes de couro pertencente a
ordem Siluriformes e ¢é composta por 26 géneros (Ferrraris, 2007): Acentronichthys,
Brachyglanis, Brachyrhamdia, Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella,
Heptapterus,Horiomyzon, Imparales, Imparfinis,Leptorhamdia, Mastiglanis,Medemichthys,
Myoglanis,  Nannoglanis,Nemuroglanis,  Pariolius, Phenacorhamdia, Phreatobius,
Pimelodella, Rhamdella,Rhamdia, Rhamdioglanis, Rhamdiopsis ¢ Taunaya, (Bockmann ¢
Guazelli, 2003) constando, até o momento, 207 espécies validas (Eschmeyer, 2013).Esta
familia era considerada uma subfamilia da familia Pimelodidae, juntamente com Pimelodinae
e Pseudopimelodinae, sendo todas elevadas a familias por Bockmann e Guazzelli (2003).

As espécies de peixes que compdem a familia Heptapteridae sao endémicas dos
Neotropicos, com uma ampla distribui¢do em cursos d'adgua da América Central e do Sul,
sendo que varios representantes sdo encontrados em localidades especificas, em areas de
endemismo ictioldgico ja reconhecidas.

Os heptapterideos possuem caracteristicas anatdmicas bem especificas, o que facilita a
identificagcdo dos individuos queintegram esta familia, tais como: corpo alongado recoberto
por pele espessa e lisa ausente de escamas; canais laterosensoriais cutaneos simples; narinas
bem separadas e sem barbilhdes; trés pares de barbilhdes (maxilar, mentorial interno e
externo); nadadeira adiposa sempre presente e bem desenvolvida; nadadeira caudal
profundamente bifurcada, entalhada, arredondada ou lanceolada; nadadeira dorsal bem
desenvolvida, podendo ou ndo apresentar aculeos; os olhos podem ser grandes ou pequenos,
localizados preferencialmente em regido anterior ¢ possuem boca terminal (Bockmann e
Guazelli, 2003;Burgess,1989). Suas espécies sao de pequeno porte, sendo que seus
exemplares adultos raramente ultrapassam o tamanho de 20cm, como espécies dos géneros
Goeldiella, Heptapterus, Pimelodella, Rhamdia, Rhamdioglanis, e cerca de 60% das espécies
consideradas possuem comprimento médio de 10 cm. Algumas espécies de heptapterideos
foram incluidas na lista de peixes em miniatura por possuirem de 2 a 2,6 cm, como por
exemplo, Horiomyzonretropinnatus, Gladioglanis, Imparales(Weitzman eVari, 1998).

Quanto a ecologia do grupo, os heptapterideos vivem no fundo de rios pequenos e
médios, principalmente em riachos, podendo ser encontrados em aguas clara e escura, fria e

moderada, em profundidades média e pequena, tendo alguns de seus géneros, como
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Pimelodella e Rhamdia, entre os siluriformes mais comuns de dgua doce da América do Sul.
Em sua maioria, possui habitos noturnos (cf Costa, 1987; Caramaschi, 1991; Casatti e Castro,
1998 apud Bockmann e Guazzeli, 2001), tendendo a ser solitarios ou ainda formar pequenos
grupos de até 10 individuos.Os habitos alimentares de seus exemplares sdo variados (de
onivoros a carnivoros) e nao apresentam cuidado parental (Bockmann e Guazelli, 2003).
Dimorfismo sexual geralmente ¢ ausente ou escassamente desenvolvido, visto que os juvenis
da maioria das espécies sdo réplicas em miniatura dos adultos. Espécies dos géneros
Pimelodella e Brachyrhamdia sdo apreciadas como peixes ornamentais (Bockmann e
Guazzelli, 2003), no entanto, devido ao tamanho pequeno da maioria das suas espécies, esta
familia possui pequena importancia comercial em pesqueiros € no comércio em geral.

Analises cariotipicas foram descritas em apenas oito géneros da familiaHeptapteridae:
Cetopsorhamdia(Vissottoet al., 1999a; Fenocchioet al., 2003a), Heptapterus (Yano e
Margarido, 2012), Imparfinis (Vissottoet al., 2001; Gouveia et al., 2012), Phenacorhamdia
(Martinez et al., 2011), Pimelodella (Gouveia et al., 2012; Garcia e Almeida-Toledo, 2010),
Rhamdella (Fonseca et al., 2003), Rhamdia(Moraes et al.,2007; Maistroet al.,
2003)eTaunaya(Borba et al., 2012). No entanto, apesar do baixo numero de espécies
analisadas, ¢ possivel notar neste grupo de peixes algumas caracteristicas marcantes, tais
como a ampla variabilidade cariotipica em relagdo a numero diploide, alto nimero
fundamental (NF > 80) devido a grande quantidade de cromossomos dos tipos metacéntricos
e submetacéntricos, ¢ padrdo de RONs simples (Swarcaet al., 2007; Borba et al., 2012;
Gouveia et al., 2012).

Pimelodellaé um dos géneros de Heptapteridae mais especioso (cerca de 70 espécies),
entretanto, apenas sete das espécies descritas apresentam estudos citogenéticos, sendo que
estes revelam uma grande variabilidade cariotipica, tanto em relagdo ao niimero diploide, que
pode ser encontrado igual 46, 52 ¢ 58, como em relagdo a macroestrutura cromossomica.
Neste género também ja foi observado polimorfismo cromossdmico numérico e estrutural,
como a presenga de cromossomo supranumerario em Pimelodellasp do Rio Pardo/SP (Garcia
e Almeida- Toledo, 2010) e de sistema cromossdmico sexual do tipo XX/XY em
Pimelodellasp (Dias e Foresti, 1993) e em Pimelodellaboschmai(Garcia e Almeida Toledo,
2010), ambas do Rio Mogi-Guagu/SP. A regido organizadora de nucléolos, em todas as
espécies de Pimelodellaanalisadas até o momento, se localiza em posi¢ao terminal do brago
curto em um par de cromossomos, como relacionado em diferentes espécies na tabela 1

(capitulo 1).
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No género Rhamdella, Bockmann e Miquelarena (2008) descreveram cinco espécies
(R. aymarae,R. cainguae, R. eriarcha, R.longiuscula e R. rusbyi) e os estudos
citogenéticossdo restritos a apenas uma espécie, Rhamdellamicrocephala, proveniente do rio
Machado/MG, analisada por Fonseca et al. (2003), com 56 cromossomos (18m+30sm+8st-a)
e aAgRON em posi¢ao intersticial no brago longo de um par submetacéntrico.

Em relagdo ao género Heptapterus, os primeiros dados cariotipicos foram descritos,
recentemente, por Yano e Margarido (2012) em uma populacio de
Heptapterusmustelinus,espécie coletada num tributario do Rio Sao Francisco Verdadeiro,
bacia do Alto Parana, sendo observado 2n = 54.

Dados citogenéticos de todas as espécies/populagdes da familia Heptapteridae

analisadas, até o momento, estdo relacionados em uma tabela no capitulo 1 deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral realizar um levantamento dos dados
citogenéticos na familia Heptapteridae e caracterizar os cariotipos de novas espécies e/ou
populagdes desta familia, visando contribuir para uma melhor compreensdo da estrutura e

evolucdo cariotipica deste grupo de peixes, bem como suas relagdes filogenéticas.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v' analisar e comparar os cariotipos de espécies de peixes da familia Heptapteridae, coletadas
nas bacias do rio Tramandai e Laguna dos Patos, ambas localizadas no estado do Rio

Grande do Sul, Brasil.

v’ analisar a organizagdo cromossomica por diferentes marcadores citogenéticos, afim de

elucidar os padrdes de distribui¢do de diferentes sequencias génicas.

v comparar os dados obtidos entre as populagdes de heptapterideos das duas bacias, assim
como com os dados descritos na literatura, visando compreender os processos de
diferenciagdo cromossomica e evolugdo cariotipica na familia, bem como fornecer dados

que permitam auxiliar em estudos citotaxondmicos das espécies estudadas.
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3 ESPECIES ESTUDADAS E LOCAIS DE COLETA

Para este estudo foram analisadas cinco espécies de peixes da familia Heptapteridae,
pertencendo a trés diferentes géneros: Heptapterus, Rhamdella e Pimelodella (figura 1).

Estes exemplares foram coletados no Rio Grande do Sul, estado brasileiro que possui
um sistema hidrico muito rico, onde se encontram a Bacia do Tramandai e Bacia Hidrografica

da Laguna dos Patos (figura 2)

Na Bacia do Tramandai foram coletadas as seguintes espécies:
- Rio Maquiné: Rhamdellasp e Heptapterussp A

- Lagoa dos Quadros: Pimelodellaaustralis

Na bacia Hidrografica da Laguna dos Patos foram coletadas trés espécies:
- Arroio Colombo: Heptapterusmustelinus
- Arroio Ribeiro: Pimelodellaaustralis

- Rio Forquetinha: Rhamdellaeriarchae Heptapterusmustelinus
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Figural— Fotos de exemplares das espécies estudadas: Heptapterus mustelinus(a),
Heptapterus sp A (b), Rhamdella eriarcha (c), Rhamdella sp (d), Pimelodella
australis (e). A foto de P. australis foi cedida pelo prof. Dr. Luiz Roberto
Malabarba. (barra = 10 mm)
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Figura2 — Mapa da América do Sul evidenciando o estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Os boxes indicam os locais de coleta: a) Rio Forquetinha, b) Arroio Colombo, c)
Arroio Ribeiro, d) Rio Maquiné, ¢) Lagoa dos Quadros.
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REVISAO DA LITERATURA

CAPITULO |

NOVO LEVANTAMENTO DE DADOS CITOGENETICOS EM
ESPECIES DE PEIXES DA FAMILIAHEPTAPTERIDAE"

" Este capitulo sera enviado para Journal of Fish Biology
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NOVO LEVANTAMENTO DE DADOS CITOGENETICOS EM
ESPECIES DE PEIXES DA FAMILIA HEPTAPTERIDAE

Vivian P, O. de Moraes-Manécolo; Juceli G. Gouveia; Ana Lucia Dias’

RESuUMO:

No presente estudo foram organizados dados citogenéticos da literatura, envolvendo 31
espécies de oitos géneros da familia Heptapteridae. Foram observadas diferencas de nimero
diploide entre as espécies analisadas, no entanto, ficou evidente a predominancia de citotipos
com 2n maior que 52 para a maioria dos exemplares, com exce¢do do género Pimelodella,
onde 46 cromossomos foi o nimero mais frequente. A presenca de cromossomos B, sistemas
de cromossomos sexuais, bem como casos de triploidia foram descritos nesta familia. Além
destes, outros dados relevantes como o padrio das AgRONSs, localizagdo dos cistrons
ribossomicos 18S, 5S e distribui¢do da heterocromatina foram relatados nos representantes
deste grupo de peixes.Os dados apresentados evidenciaram um aumento consideravel de
espécies e novas populagdes analisadas, desde a tltima revisdo feita na familia Heptapteridae,
e mais uma vez confirmam a presenga de uma ampla variabilidade cariotipica na familia que
podem estar sendo gerada por eventos evolutivos distintos.

Palavras-chave: Dados cariotipicos. Heptapteridae. Siluriformes.

* Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, Londrina,
Parana CEP 86051-970, Brasil
Autor Correspondente: A.L. Dias; e-mail: anadias@uel.br, Telefone e Fax: +55 043 33714417
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INTRODUCAO

A ordem Siluriformes ¢ formada por peixes de agua doce com ampla distribuigdo por
toda a regido Neotropical. Segundo levantamento realizado por Ferraris (2007), fazem parte
desta ordem cerca de 3088 espécies reconhecidas como validas, distribuidas em 477 géneros e
36 familias. Dentre as familias que compdem os Siluriformes encontra-se a familia
Heptapteridae, formada por peixes de pequeno porte organizados em 24 géneros (Ferraris,
2007) e cerca de 207 espécies validas (Eschemeyer, 2014). Estudos morfolégicos e
filogenéticos envolvendo representantes desta familia confirmam o monofiletismo da mesma,
e a incluem na Superfamilia Pimelodoidea Swainson 1838 juntamente com as familias
Pimelodidae e Pseudopimelodidae e o género Conorhynchos (Sullivan et al., 2006).

Estudos citogenéticos envolvendo exemplares da familia Heptapteridae vem sendo
realizados desde a década de 70, quando Toledo e Ferrari (1976) descreveram o nimero
diploide em exemplares de Rhamdia hilarii. Desde entdo, muitas outras espécies vem sendo
analisadas e, com o aperfeicoamento das técnicas de citogenética classica e molecular, novos
dados tém sido obtidos, demonstrando variabilidade cariotipica neste grupo de peixes.

Swarca et al. (2007) realizaram um levantamento de dados citogenéticos em
exemplares da familia Heptapteridaec e, desde entdonovos estudos foram realizados
envolvendo espécies e/ou populagdes deste grupo de peixes. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi realizar,uma atualizagdo dos dados citogenéticos obtidos para esta familia,

de modo que seja possivel inferir sobre sua evolugao e estruturas cariotipicas.

MATERIAL E METODO

Para a realizagdo desta revisdo, dados citogenéticos foram coletados em artigos
cientificos (tabela I). Os dados considerados relevantes para esta andlise foram ntmero
diploide, nimero fundamental, o tipo de cromossomo que compde os cariogramas de cada
espécie, presenca de sistemas de cromossomos sexuais, bem como de cromossomos
supranumerarios ou Bs, além da distribuicdo da heterocromatina e localizagdo das regides

organizadoras de nucléolos e dos cistrons ribossémicos 18S e 5S.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados cariotipicos foram comparados em oito dos 26 géneros da familia
Heptapteridae: Cetopsorhamdia, Heptapterus, Imparfinis, Phenacorhamdia, Pimelodella,
Rhamdella, Rhamdia e Taunaya, onde ¢é possivel notar maior frequéncia de estudos nos
génerosRhamdiaePimelodellac em menor quantidade nos demais géneros, sendo que
emHeptapterus, Phenacorhamdia, Rhamdellac Taunaya as analises restringem-se a apenas
uma populagdo, como relacionado na tabela I.

Apesar dos poucos géneros analisados observa-se uma grande variagdo em relacdo ao
numero diploide, com algumas particularidades em alguns géneros. O menor numero diploide
foi obtido por Margarido e Moreira-Filho (2008) em uma populagdo de Imparfinis
hollandiHaseman, 1911 do Rio Iguacu, onde os pesquisadores encontraram 2n=42 ¢ o maior
2n foi descrito por Toledo e Ferrari (1976) em Rhamdia hilarii(Valenciennes 1840) com
2n=62. Embora seja nitida esta amplitude do 2n, nota-se que em sete destes oitos géneros, 2n
maior ou igual a 52 ¢ o mais recorrente, mesmo para os géneros onde ha apenas um relato
(tabela I). Nos géneros Cetopsorhamdia e Rhamdia ocorre uma constancia com 2n=58 em
seus exemplares. No género Imparfinis ¢ possivel observar este mesmo namero de
cromossomos para a maioria das espécies/populagdes estudadas, sendo que apenas trés das 20
populagdes apresentaram ntimero inferior a 58: I. hollandi com 2n=42 (Margarido e Moreira-
Filho, 2008), I. borodiniMees & Calas, 1989 com 2n=52 (Vissotto et al., 1999b) ¢ Imparfinis
cf piperatusEigenmann & Norris, 1900 com 2n=56 (Vissotto et al., 2001 e Fenocchio et al.,
2003a). Outra particularidade em relagdo ao numero diploide pode ser encontrada em
Pimelodella, onde o niimero diploide mais recorrente é 46, sendo observado em 87% das 23
populacdes estudadas.Nota-se, também, que o caridtipo dos exemplares da familia
Heptapteridae ¢ constituido, em sua maioria, por cromossomos com dois bragos —
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos, caracterizando um numero fundamental
elevado (>80). Além deste fato, observa-se diversidade na composi¢cdo dos citotipos, mesmo
em espécies que mantém o numero dipldide constante, como emRhamdia quelenQuoy &
Gaimard, 1824 (tabela I), o que pode indicar, que rearranjos cromossdmicos, do tipo inversao
pericéntrica,sdo os mecanismos mais atuantes na diferenciagdo cromossdmica nesta familia.

Sullivan et al. (2006) em sua pesquisa utilizando genes nucleares ragl e
rag2evidenciaram que as familias Pimelodidae, Pseudopimelodidaec e Heptapteridae sdo
grupos irmaos. Swarga et al. (2007) em sua revisdo observaram que os exemplares da familia

Pimelodidae apresentam 2n=56 e que em Pseudopimelodidae 2n=54 ¢ caracteristico da
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familia. Mais recentemente, Gouveia et al (2014) realizando estudos citogenéticos com
exemplares da familia Pseudopimelodidae confirmaram esta conservacao dontimero dipléide.
Embora haja variacdo de 2n em Heptapteridae, o fato deste se manter constante em seus
grupos irmaos pode ser um indicio de que o 2n basal em Heptapteridae possivelmente ¢
superior a 50 e que o 2n=46 em Pimelodella pode ser um evento apomorfico.

No género Rhamdia, embora a quantidade de cromossomos secja bem conservada
(2n=58), polimorfismos numéricos foram observados, revelando a capacidade de adaptagdo
deste género. Ha relatos de triploidia em exemplares deste grupo como —R. quelen do
Ribeirdo Lindo6ia/PR (Tsuda et al., 2010), R. quelen da Lagoa da Usina Elétrica Ney Braga/PR
(Silva et al., 2011) ¢ em Rhamdia sp. do Ribeirdo Grande/SP (Garcia et al., 2003).
Cromossomos supranumerarios ou Bs também sdo recorrentes neste género, tendo sido
encontrados em diversas populacdes (tabela I). Além deste género, a presenga de cromossomo
B também foi descrita em Pimelodella sp(Garcia e Almeida-Toledo, 2010).

Sistemas de cromossomos sexuais sao poucos comuns em exemplares de
heptapterideos. Os dois Unicos casos confirmados foram observados em
PimelodellaboschmaiVan der Stigchel, 1964 (Garcia e Almeida-Toledo, 2010) e Pimelodella
sp (Dias e Foresti, 1993), sendo que em ambas populagdes o sexo heterogamético foi
observado nos machos, determinando portanto, um sistema cromossomico sexual XX/XY.

O padrao de distribuigdo das regides organizadoras de nucléolo aparenta obedecer a
um padrdo simples, onde pode-se notar, para a maioria das espécies estudadas, apenas um par
portador dos cistrons ribossomicos 18S e localizado, preferencialmente, na regido terminal
(tabela I), podendo ser esta uma caracteristica pleisiomorfica para o grupo. Entretanto, nos
géneros Imparfinis e Cetopsorhamdia, a RON localiza-se em posi¢ao intersticial no brago
longo do cromossomo portador desta regido, indicando ser uma caracteristica mais recente e
que se fixou nestes géneros. Estes fatos dao indicios de que rearranjos cromossomicos, do tipo
inversao paracéntrica e/ou pericéntrica, fazem parte da dinamica evolutiva nesta familia e que
vem contribuindo para a diferenciacdo de alguns géneros.

Exceg¢des ao padrao de RONs simples foram observadas em duas espécies do género
Rhamdia:R. branneriHaseman, 1911b e R.vouleziHaseman, 1911b(Abucarma e Martins-
Santos, 2001) e, mais recentemente, em Heptapterus mustelinusValenciennes, 1835 (Yano e
Margarido, 2012), onde foram evidenciados mais de um par cromossomico portador das
RON:E.

A localizacao dos cistrons ribossomicos 5S tem sido relatada em trés dos oito géneros

analisados citogeneticamente. Em exemplares de Rhamdia, das 60 populagdes estudadas, 20
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apresentam dados sobre a localizagdo desta sequéncia (33,3%), sendo 18 populacdes de
Rhamdia quelen ¢ duas populagdes de Rhamdia sp. Em todas foi identificado apenas um par
portador do DNAr 5S porém, em 14 populagdes de R. quelen estudadas por Garcia et al.
(2010) e em duas populagdes de Rhamdia sp. descritas por Garcia et al. (2003) esta sequéncia
localiza-se na regido pericentromérica, em duas populagdes de R. quelen analisadas por
Martinez et al. (2011) a sequéncia foi identificada em posigao intersticial, j& em outras duas
populagdes de R. quelen estudadas por Silva et al. (2011) foi observada em posi¢do terminal.

No género Pimelodella, sete das 10 espécies estudadas apresentam dados de
hibridizacdo com sonda de DNAr 58S, totalizando 12 das 23 populagdes estudadas (52%). Das
cinco espécies descritas por Garcia e Almeida-Toledo (2010), trés possuem marcagdo
terminal e uma espécie marcagdo pericentromérica em apenas um par (tabela I). Os
exemplares de P. gracilisEigenmann, 1917 e Pimelodella sp apresentaram padrdo distinto,
sendo que na primeira espécie dois pares apresentaram sitio de DNAr 5S em posi¢ao terminal
€ um cromossomo marcagdo intersticial; e na segunda espécie trés cromossomos
apresentavam este sitio em posicdo terminal. Dazzani et al. (2012) analisaram seis
populacdes deste mesmo género e detectaram em todas elas o sitio de DNArS5S em posi¢ao
terminal no entanto, em P. laurentiFowler, 1941 ¢ em Pimelodella sp. (coletadas em Colina,
Guapiara e Pirassununga) este DNAr foi visualizado em apenas um par de cromossomos,
enquanto que em Pimelodella sp. (Botucatu) e emP.spelaeaTrajano, Reis & Bichuette, 2004
esta sequéncia foi identificada em dois pares de cromossomos. A tnica descri¢do para
localizagdo de DNAr 5S em Imparfinis schubartiGomes, 1956foi realizada por Kantek et al.
(2009) que identificaram esta sequéncia em sintenia com a sonda de DNAr 18S, localizadas
no brago longo do par 10 (m).

A heterocromatina apresenta-se, principalmente, nas regides terminais (ou
teloméricas), centroméricas ou ainda pericentroméricas, sendo geralmente distribuida em
blocos discretos (tabela I). No entanto, Gouveia et al. (2012) analisando exemplares de
Imparfinis miriniHaseman, 1911 e |. schubarti observaram que estas espécies apresentam um
grande bloco heterocromatico no brago longo do par 1 (m), coincidente com a constri¢ao
secundaria e que, além deste bloco, em I|. mirinium dos cromossomos do par 19 (sm)
apresentavam-se completamente heterocromadtico apenas nos individuos machos. Segundo
estes mesmos autores, este tipo de polimorfismo pode ser importante para o processo de
evolucdo e diferenciagdo cromossomica destas espécies.

Desde a revisao realizada por Swarga et al. (2007), uma contribui¢do significativa para

o aumento de dados citogenéticos para a familia Heptapteridae pode ser notado. Em 2007,
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estes autores relataram estudos cromossdémicos em 77 populagdes de 29 espécies, sendo sete
os géneros estudados.Atualmente, este nimero aumentou para 113 populagdes de 30 espécies
alocadas em oito géneros distintos, ou seja, um aumento de 31,85% em relagdo ao nlimero de
populagdes. Embora a familia Heptapteridae seja composta por 207 espécies validas, somente
31 delas apresentam estudos citogenéticos, ou seja, apenas 15% deste total, evidenciando a
necessidade de mais pesquisas voltadas para este grupo de peixes. Apesar disso, os dados
apresentados acima revelam e confirmam uma ampla variedade cariotipica na familia e que,
eventos evolutivos que geram rearranjos cromossdmicos estdo ocorrendo de forma dindmica

neste grupo de peixes.
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Dados citogenéticos em espécies da familia Heptapteridae. mmetacéntrico; Sm submetacéntrico; St subtelocéntrico; a acrocéntrico; p

brago curto; g braco longo; 2nnimero dipléide; BS cromossomo supranumerario; Crs cromossomo; NFnumero fundamental;
BCbanda C; RONregido organizadora de nucléolo; Lg lagoa; R rio; Rb ribeirdo; Rv reservatorio. * NF recalculado pelos autores,
onde cromossomos metacéntricos e submetacéntricos foram considerados com dois bracos e subtelocéntricos € acrocéntricos como
portadores de um brago.

Género/Espécie Localidade 2n | Formula Cariotipica | Bs NF RON rDNA 18S rDNA 5S BC Referéncia
Cetopsorhamdia
C. iheringi R. Capivara/SP 58 28m+24sm+6st - 110* 1 par sm, q, intersticial - - Centroméricas e Vissotto et al. (1999b)
teloméricas
C. iheringi R.Pardo/SP 58 28m+24sm+6st - 110* 1 par sm, q, intersticial - - Centroméricas e Vissotto et al. (1999b)
teloméricas
C. iheringi R. Sao Francisco/MG 58 22m+16sm+10st+10a - 96* 1 par sm, q, intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
C. iheringi R. das Marrecas/PR 58 22m+16sm+10st+10a - 96* 1 par sm, q, intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
Cetopsorhamdia sp. Rb. Canta Galo/SP 58 22m+16sm+10st+10a - 96* 1 par m, bloco intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
Heptapterus
H. mustelinus Rb. Pindorama/PR 54 26m +18sm + 4st + 6a - 98* Terminal p 1 crs par 2 m, - - Centroméricas Yano e Margarido
p par 25 a,terminal q 1 (2012)
crs par | me par 18 sm
Imparfinis
1. borodini (citado como Rb. Quinta/SP 52 22m+26sm+4st - 100* I parm, p e 1 par st, - - Centromérica, Vissotto et al. (1999b)
H. longicauda) p,terminal intersticial e
telomérica
1. hollandi Salto Osorio, R. 42 22m+10sm+10st - 74* Par 18st terminal - - Par 8m e 18st Margarido ¢ Moreira-
Iguagu/PR terminal e 12sm Filho (2008)
intersticial
1. mirini Rb. Jacutinga/ PR 58 36m + 22sm - 116* Constri¢ao secundaria, q, Intersticial q - Terminal e Gouveia et al. (2012)
intersticial par 1 par 1 intersticial em
alguns crs; q par
19 macho
Imparfinis cf. piperatus R. Juquia /SP 56 24m+12sm+20st - 92%* 1 par st, g, intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
Imparfinis cf. pipetarus R. Juquid/SP 56 22m+26sm+4st+4a - 104* 1 par a, q, intersticial - - Pericentroméricas Vissotto et al. (2001)
e teloméricas
1. piperatus R. Araras/SP 58 32m+26sm - 116* 1 par m, q, intersticial - - Pericentroméricas Vissotto et al. (2001)
e teloméricas
I. piperatus R. Grande/SP 58 26m+22sm+8st+2a - 106* 1 par m, q, intersticial - - Pericentroméricas Vissotto et al. (2001)
e teloméricas
Imparfinis aff. schubarti Rb.Marrequinhas/ PR 58 28m+28sm+2st - 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm,q, - Escassa Stolf et al. (2004)
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intersticial
Imparfinis aff. schubarti Rb Trés Bocas/ PR 58 28m+28sm+2st 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm, q, - Escassa Stolf et al. (2004)
intersticial
Imparfinis aff. schubarti R. Agua da 58 28m+28sm+2st 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm, q, - Escassa Stolf et al. (2004)
Floresta/PR intersticial
Imparfinis aff. schubarti R.Vinicius/PR 58 28m+28sm+2st 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm, q, - Escassa Stolf et al. (2004)
intersticial
Imparfinis aff. schubarti R. Taquari/PR 58 28m+28sm+2st 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm, q, - Escassa Stolf et al. (2004)
intersticial
Imparfinis aff. schubarti R.Jataizinho/PR 58 28m+28sm+2st 114* 1 par m, q, intersticial 1 parm, q, - Escassa Stolf et al. (2004)
intersticial
Imparfinis aff. schubarti Rb. Canta Galo/SP 58 22m+18sm+10st+8a 98* 1 par m, q, intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
Imparfinis aff. schubarti Rb. Trés Bocas/PR 58 22m+18sm+10st+8a 98* 1 par m, q, intersticial - - - Fenocchio et al. (2003a)
I.cf. schubarti Ribeirdes da Bacia do 58 24m+22sm+12st 104* Par 14 sm, q, intersticial Par 14 sm, q, - Instersticial par da Borba et al. (2011)
Alto Parana intersticial RONe
centromeros de
dois pares de crs
l.schubarti Drenagem Piumhi/MG 58 18m+34sm+6st 110* Constrigdo secundaria, Constri¢ao Sinténica 18S Baixa quantidade, Kantek et al. (2009)
par 10, q, intersticial secundaria,par Constri¢ao q intersticial no
10, q, secundaria,par par da constrigdo
intersticial 10, q, intersticial
Imparfinis schubarti Rb. Trés Bocas/PR 58 30m + 28sm 116* Constri¢ao secundaria, q, Intersticial q - Terminal e Gouveia et al. (2012)
intersticial par 1 par 1 intersticial em
alguns crs
Imparfinis schubarti Rio Laranjinha/PR 58 30m + 28sm 116* Constri¢do secundaria, g, Intersticial q - Terminal e Gouveia et al. (2012)
intersticial par 1 par 1 intersticial em
alguns crs
Phenacorhamdia
Phenacorhamdia Ribeirdes da Bacia do 58 30m+22sm+6st 110* Par 16 sm, g, terminal - - Presentes em 4 Borba et al. (2011)
tenebrosa Alto Parana pares de crs
Pimelodella
P. avanhandavae R. Araqué/SP 46 20m+20sm+6st 86* 1 par st, p, terminal - - Centroméricas Vissotto et al. (1999b)
P.avanhandavae R.Capivara/SP 46 20m+20sm+6st 86* 1 par st, p, terminal - - Centroméricas Vissotto et al. (1999b)
Pimelodella aff. R. Tibagi/PR 52 30m+22sm 104* 1 par m, p, terminal - - Centromérica e Swarga et al. (2003)
avanhandavae telomérica
P. boschmai Mogi-Guagu Araras/SP 46 38m+8sm 84* Par 21, sm, p terminal Par 21, p Par 20 sm, p, Centromérica e Garcia; Almeida-Toledo
XY/XX terminal terminal telomérica (2010)
P. gracialis Parana Mariapolis/SP 46 34m+12sm 92% Par 18, sm, p terminal Par 18, p Pares 18 ¢ 22 Intersticial Garcia; Almeida-Toledo
terminal sm, p, terminal, (2010)

1 crs par 19, q,
intersticial
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P. griffini R. Miranda/MS 46 38 m-sm + 8 st-a 84%* - - - - Souza-Shibatta et al.
(2013)
P. meeki R. Limoeiro/PR 46 30m+12sm+4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, - - Vidotto et al. (2004)
terminal
P. meeki R. Couro de Boi/PR 46 30m+12sm+4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, - - Vidotto et al. (2004)
terminal
P. meeki R. Gabriel da 46 30m+12sm+4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, - - Vidotto et al. (2004)
Cunha/PR terminal
P. meeki Sao Miguel 46 28m+12sm+6st 86* Par 20 sm, p, terminal Par 20 sm, p, Par 19, sm, p Pericentroméricas | Garcia; Almeida-Toledo
Arcanjo/SP terminal terminal (2010)
P. meeki Pilar doSul/SP 46 28m+12sm+6st 86* Par 20 sm, p, terminal Par 20 sm, p, Par 19, sm, p Pericentroméricas | Garcia; Almeida-Toledo
terminal terminal (2010)
P. meeki Rb. Jacutinga/PR 46 26m + 14sm + 6st 86* Par 17 sm, p, terminal Par 17 sm, p, - Fracas marcagdes Gouveia et al (2012)
terminal terminais ¢
pericentroméricas
P. meeki Ribeirdes da Bacia do 46 26m+16sm+4st 88* Par 15 sm, g, terminal Par 15 sm, q, - Presentes em 2 Borba et al (2011)
Alto Parana terminal pares de crs
P. lateristriga Paraiba do Sul 58 36m+22sm 116* Par 20, p terminal Par 20, sm, p Par 14, m, q, Pericentroméricas Garcia; Almeida-Toledo
Angra/RJ terminal pericentromerica e teloméricas (2010)
P. laurenti Cordisburgo/MG 46 28m + 14sm + 4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 1 par sm, p Pericentromérica Dazzani et al., 2012
terminal terminal
Pimelodella sp. R. Mogi-Guagu/SP 46 40m-sm+6st-a 86* 1 par m-sm, p, terminal - - - Dias e Foresti (1993)
XX/XY
Pimelodella sp.1 R. Parana/PR 46 20m+20sm+6a 86* 1 par sm, p, terminal, - - Centroméricas e Vasconcelos e Martins-
BC+ teloméricas Santos (2000)
Pimelodella sp.2 R. Parana/PR 52 22m+22sm+8st 96* 1 par sm, p, terminal, - - Centroméricas e Vasconcelos e Martins-
BC+ teloméricas Santos (2000)
Pimelodella sp. Pardo Cardoso/SP 46 34m+12sm 92% Par 21, sm, p, terminal e Par 21, sm, p, Par 22, sm, p, Pericentromérica Garcia; Almeida-Toledo
supranumerarios terminal terminal e crs (2010)
par 6,m, q
terminal
Pimelodella sp. Botucatu/SP 46 28m +12 sm + 6st 86* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 1 par sm, 1 par Pericentromérica Dazzani et al., 2012
terminal m, p terminal
Pimelodella sp. Colina/SP 46 28m +12 sm + 6st 86* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 1 par sm, p Pericentromérica Dazzani et al., 2012
terminal terminal
Pimelodella sp. Guapiara/SP 46 26m +16 sm + 4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 1 par sm, p Pericentromérica Dazzani et al., 2012
terminal terminal
Pimelodella sp. Pirassununga/SP 46 28m +14 sm + 4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 1 par sm, p Pericentromérica Dazzani et al., 2012
terminal terminal
Pimelodella spelaea S. Domingos/GO 46 28m +14 sm + 4st 88* 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, 2 pairs sm, p Pericentromérica Dazzani et al., 2012

terminal

terminal
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P. taenioptera R. Miranda/ MS 52 42 m-sm + 10 st-a - 94* - - - - Souza-Shibatta et al.,
2013
Rhamdella
R.microcephala R.Machado/MG 56 18m+30sm+8st-a - 104* 1 par sm, q, intertsticial, - - Pericentromérica Fonseca et al. (2003)
BC+
Rhamdia
R branneri. Us. Salto Segredo — 58 36m+14sm+4st+4a 0-2 108* 1 para,pelparst,q, - - Teloméricas, Abucarma e Martins-
R.Iguagu/PR terminal intersticial q, pares Santos (2001)
sm e st
R. hilarii R. Onga/SP 58 36m+18sm+8a - 116* - - - - Toledo e Ferrari (1976)
R. hilarii Monjolinho/SP 58 - 0-5 >100 1 par, p terminal, BC+ - - Escassa Fenocchio e Bertollo
(1990)
Rhamdia cf. hilarii Rv. Jurumirim/SP; Rb. 58 30m+18sm+10st 0-3 106* 1 par sm, p,terminal - - Centroméricas Vissotto et al. (1999a)
Quinta/SP; Rb.
Jacutinga/SP; Rb.
Hortela/ SP; R.
Araqua/SP; R.
Pardo/SP
R. hilarii Rv. Lobo/SP 58 - 0-3 ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
R. hilarii Rv. “29”/SP 58 - 0-5 ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
R. hilarii R. Mogi-Guagu/SP 58 - - ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
R. hilarii R. Séao Franscisco/MG 58 - 2 ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio etal. (2000)
RON
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 - - ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
R. hilarii R. Mogi-guagu/SP 58 58m/sm 0-2 116* 1 par m-sm, p, terminal, - - Teloméricas Maistro et al. (2002)
BC+
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 26m+16sm+8st+8a - 100* 1 par a, p, terminal - - - Fenocchio et al. (2003a)
R. laticauda EUA 58 - - 100+4 - - - - Le Grande (1981)
R. quelen R. Oeste — 58 36m+10sm+12st - 104* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
Cascavel/PR terminal pericentromérica centromérica e
terminal
R. quelen Sangdo — Cascavel/PR 58 32m+8sm+12st+6a 0-1 98* Par 26, st, p terminal Par 26, st, p 1 par m,q, Intersticial,
terminal pericentromérica centromérica e Garcia et al. (2010)
terminal
R. quelen Angra dos Reis/RJ 58 40m+10sm+8st - 108* Par 24, sm, p terminal Par 24, sm, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e

terminal
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. quelen R. Sdo José /RJ 58 36m+14sm+8st 0-1 108* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen R. Paraiba do Sul/RJ 58 36m+14sm+8st 0-1 108* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Araras/SP 58 40m+10sm+8st 0-5 108* Par 24, sm, p terminal Par 24, sm, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen R. Capivra- 58 44m+12sm+2st 0-1 114* Par 26, sm, p terminal Par 26, sm, p 1 par m,q, Intersticial Garcia et al. (2010)
Botucatu/SP terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Colina/SP 58 36m+10sm+12st 0-5 104* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Guapiara/SP 58 36m+10sm+12st - 104* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Iguapé/SP 58 36m+10sm+12st - 104* Par 27, st, p terminal Par 27, st, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen R. Passa Cinco — 58 34m+16sm+8st 0-4 108* Par 24, sm, p terminal Par 24, sm, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
Ipetina/SP terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Fortuna — 58 40m+10sm+8st 0-1 108* Par 24, SM, p terminal Par 24, sm, p Pericentromérica Intersticial, Garcia et al. (2010)
Mariapolis/SP terminal eml par m,q, e 1 centromérica e
par st, p terminal
. quelen Piquete/SP 58 40m+10sm+8st 0-2 108* Par 24, sm, p terminal Par 24, sm, p 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Sto. Antonio do 58 30m+14sm+12st+2a 0-2 102* Par 27, a, p, terminal Par 27, a, p, 1 par m,q, Intersticial, Garcia et al. (2010)
Pinhal/SP terminal pericentromérica centromérica e
terminal
. quelen Lg. dos Quadros/RS 58 52m/sm/st+6a 0-2 110 1 par a, p, terminal - - - Hochberg ¢ Erdtmann
(1988)
. quelen R.Guaiba/RS 58 52m/sm/st+6a 0-2 110 1 par a, p, terminal - - - Hochberg ¢ Erdtmann
(1988)
. quelen R. Mogi-Guagu/SP 58 - 4 ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
. quelen R.Iguagu/SC 58 - 0-1 ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)
RON
. quelen R.Parana/Ar 58 - - ~108 1 par st, p, terminal, BC+ - - Restringia-se a Fenocchio et al. (2000)

RON
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R. quelen R. Parand/Ar 58 26m+16sm+8st+8a - 100* 1 par a, p, terminal - - - Fenocchio et al. (2003a)
R. quelen R. Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 0-1 106* 1 par st, p, terminal, - - Teloméricas Fenocchio et al. (2003b)
R. quelen R.Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a - 106* 1 par st, p, terminal, BC+ - - Teloméricas Swarga et al. (2003b)
R. quelen R.Taquarussu/PR 58 26m+20sm+6st+6a 1-4 104* 1 par st, p, terminal - - Teloméricas e Stivari e Martins-Santos
centroméricas (2004)
R. quelen Rb. Maringa/PR 58 26m+22sm+6st+4a/ - 106* 1 par sm, p, terminal - - Teloméricas e Stivari e Martins-Santos
26m+24sm+8st 108* centroméricas (2004)
R. quelen Rb. Linddia/PR 58 30m+14sm+10st+4a - 102* 1 par sm, p, terminal - - Teloméricas e Tsuda et al. (2010)
centroméricas
R. quelen Rb. Linddia/PR 3n=8 45m+21sm+15st+6a - 153* 1 par sm, p, terminal - - Teloméricas e Tsuda et al. (2010)
7 centroméricas
R. quelen Serra da 58 36m+16sm+6st 0-3 110* Par 20, p terminal - - Pericentroméricas Moraes et al. (2007)
Bodoquena,/MS e teloméricas
R. quelen Agua dos Patos/SP 58 36m+16sm+6st 0-2 110* - - - Terminais e Moraes et al. (2009)
Pericentroméricas
R. quelen Agua das Pedras/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 110* - - - Terminais e Moraes et al. (2009)
Pericentroméricas
R. quelen Taquari/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 110* - - - Terminais e Moraes et al. (2009)
Pericentroméricas
R. quelen FUNPIVI/SC 58 36m+16sm+6st 0-2 110* - - - Terminais e Moraes et al. (2009)
Pericentroméricas
R. quelen Mogi-Guagu 58 22m+18sm+12st+6a - 98* 1 par a, p terminal 1 par a, p Par 14, sm, q Terminais e Martinez et al. (2011)
terminal intersticial pericentroméricas
R. quelen Araguaia 58 18m+18sm+14st+8a 1-5 94* 1 par a, p terminal I para,p Par 10, sm, p, Terminais e Martinez et al. (2011)
terminal intersticial pericentroméricas
R. quelen Lagoa da Usina 58 38m/sm+14st+6a - 96* 1 par st, p terminal 1 par st, p 1 par, p terminal Telomérica e Silva et al. (2011)
Elétrica Ney Braga/PR terminal bitelomérica
R. quelen Lagoa da Usina 3n=8 57m/sm+21st+9a - 144%* 3 cromossomos st, p 3ecrsst,p 3 crs, p terminal Telomérica e Silva et al. (2011)
Elétrica Ney Braga/PR 7 terminal terminal bitelomérica
R. quelen Ribeirdes da Bacia do 58 32m+18sm+8st 2 116* Par 18 sm, q, terminal Par 18 sm, q, - Terminais e Borba et al. (2011)
Alto Parana terminal centroméricas ¢ B
heterocromatico
R.sapo Buenos Aires/Ar 58 44 m/sm + 14st/a 0-1 102* - - - - Valcarcel et al. (1993)
Rhamdia sp. EUA 58 - - 100+4 - - - - Le Grande (1981)
Rhamdia sp. Us. Salto Segredo— 58 36m+14sm+4st+4a 0-2 108* 1 par a, p, terminal - - Teloméricas e Abucarma e Martins-
R.Iguagu/PR centroméricas Santos (2001)
Rhamdia sp. Rb. Grande 58 46m/sm+12st/a 0-4 104* 1 par st, p, terminal 1 par st, p, 1 par m/sm, Centroméricas e Garcia et al. (2003)
terminal pericentromerica teloméricas
Rhamdia sp. Rb. Grande/SP 3n=8 69m/sm+18st/a - 156* 1 par st, p, terminal 1 par st, p, 1 par m/sm, Centroméricas e Garcia et al. (2003)
7 terminal pericentromerica teloméricas
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R. voulezi Us. Salto Segredo — 58 36m+14sm+4st+4a 0-2 108* 1 para,pelparst,q, - Teloméricas e Abucarma e Martins-
R.Iguagu/PR terminal centroméricas Santos (2001)
Taunaya
Taunaya bifasciata Ribeirdes da Bacia do 58 20m+18sm+20st - 96* Par 23 sm, q, intersticial Par 23 sm, q, Terminais e Borba et al. (2011)

Alto Parana

intersticial

centroméricas
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DIFERENCIACAO CARIOTIPICA EMHEPTAPTERUS
(SILURIFORMES, HEPTAPTERIDAE), COM ENFASE PARA A
LOCALIZACAO CROMOSSOMICA DE GENES RIBOSSOMAIS 18S E
5S.

Vivian P. O. de Moraes-Manécolo; Juceli G. Gouveia; Ana Lucia Dias’

REsSuMO:

Duas espécies do género Heptapterus, de trés localidades distintas do Rio Grande do
Sul/Brasil foram analisadas, sendo identificado 2n=54 (32m+8sm+10st+4a) em H. mustelinus
coletada no Arroio Colombo e 2n= 58 (32m+12sm+4st+10a) em H. mustelinus do Rio
Forquetinha e Heptapterus sp A coletada no Rio Maquiné. Os cistrons ribossémicos 18S
apresentaram-se em quatro cromossomos nos exemplares de H. mustelinusdas duas
populacdes, enquanto que em Heptapterus sp A foram visualizados em apenas um par de
cromossomos. A hibridagdo com sonda de DNAr 5Srevelou, para as duas populagdes de H.
mustelinus, apenas um par de cromossomos portador desta sequéncia, localizada na regido
terminal na populagdo do Arroio Colombo e em posi¢do intersticial na populacdo do Rio
Forquetinha; em Heptapterus sp A este sitio foi observado em apenas um cromossomo, em
regido intersticial. A coloragdo com fluorocromos base especificos evidenciou regides ricas
em G-C nas porgdes terminais dos bragos de alguns cromossomos e intersticial no par 26 das
populacdes de H. mustelinus, no entanto apenas um par portador de regidio CMA;" foi
visualizado em Heptapterus sp A. A heterocromatina localizada na regido terminal dos
cromossomos nas duas popula¢des de H.mustelinus apresentou-se rica em bases G-C, porém a
que estava localizada na regido centromérica mostrou-se rica em pares A-T na populacdo do
Arroio Colombo, enquanto que na populagdio de H. mustelinus do rio Forquetinha a
heterocromatina estava composta por pares de base G-C e A-T. Em Heptapterus sp A, notou-
se que algumas regides heterocromaticas terminais mostraram-se CMA;'/DAPI" e, outras
regides mostraram-se compostas apenas por bases A-T. Estes dados revelam que um processo
de diferenciacdo cariotipica ocorreu entre as espécies e populagdes do género
Heptapterusanalisadas neste trabalho, e que a associacdo de dados citogenéticos com dados
filogenéticos podem fornecer informacdes que irdo auxiliar na compreensdao dos processos
evolutivos que agem sobre este grupo de peixes.

Palavras-chave: Descrigdo cariotipica. Heptapterus (Siluriformes). Genes ribossomais.
Heterocromatina.

* Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, Londrina,
Parana CEP 86051-970, Brasil
Autor Correspondente: A.L. Dias; e-mail: anadias@uel.br, Telefone e Fax: +55 043 33714417
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INTRODUCAO

A ordem Siluriformes ¢ formada por peixes com ampla distribui¢do por toda a regido
Neotropical, sendo composta por 3088 espécies consideradas vélidas distribuidas em 477
géneros e 36 familias (Ferraris, 2007). Dentre as familias que compdem esta ordem encontra-
se a familia Heptapteridae que, segundo levantamento recente, inclui 207 espécies validas
(Eschemeyer, 2013) agrupadas em 26 géneros (Bockmann e Guazelli, 2003). Seus
representantes possuem o corpo coberto por couro e sdo de pequeno porte (cerca de 20
centimetros de comprimento).

Estudos citogenéticos foram realizados, at¢ 0 momento, em oito géneros desta familia:
Cetopsorhamdia, Heptapterus, Imparfinis, Phenacorhamdia, Pimelodella, Rhamdella,
Rhamdia e Taunaya. Estes estudos evidenciaram uma ampla variabilidade de nimero
cromossOmico entre suas espécies, sendo encontrado 2n= 42 em Imparfinis hollandiHaseman,
1911 (Margarido e Moreira-Filho, 2008), 2n= 46em diversas espécies do género Pimelodella
(Vissotto et al., 1999a; Vidotto et al., 2004; Garcia e Almeida-Toledo, 2010), 2n = 52 em
Imparfinis borodini Mees & Cala, 1989 (citado como Heptapterus longicauda por Vissotto et
al.,1999b), Pimelodella sp2 (Vasconcelos e Martins-Santos, 2000) e Pimelodella
aff.avanhandavae (Swargaet al., 2003), 2n=56 em Imparfinis cf piperatus (Fenocchio et al.,
2003) e Rhamdella microcephala (Fonseca et al., 2003) e 2n= 58 em Phenacorhamdia
tenebrosaSchubart, 1964 (Borba et al., 2012), Pimelodella kroneiMiranda Ribeiro, 1907
(Almeida-Toledo et al., 1992), Imparfinis schubarti Gomes, 1956 (Gouveia et al., 2012), em
espécies do género Rhamdia (Moraes et al., 2007; Garcia et al., 2010) e em Taunaya
bifasciataEigenmann & Norris, 1900 (Borba et al., 2012). Em relagdo ao género Heptapterus,
os primeiros dados cariotipicos foram descritos, recentemente, por Yano e Margarido (2012)
em uma populacdo de Heptapterus mustelinus Valenciennes, 1835, espécie coletada num
tributario do Rio Sdo Francisco Verdadeiro, bacia do Alto Parana/Brasil, sendo observado
2n= 54 cromossomos.

Outra caracteristica marcante revelada na familia Heptapteridae ¢ a presenca de
regides organizadoras de nucléolos (RONs) simples para a maioria das espécies analisadas
comoCetopsorhamdia iheringiSchubart & Gomes, 1959 (Vissotto et al., 1999b), Imparfinis
mirini Haseman, 1911(Gouveia et al., 2012), Pimelodella meeki (Gouveia et al., 2012) e
Rhamdia quelen Quoy & Gaimard, 1824 (Moraes et al., 2007; Garcia et al., 2010); no entanto,
ha também relatos de RONs multiplas como em Imparfinis borodini (Vissotto et al., 1999b) e
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em Rhamdia branneri Haseman, 1911b e Rhamdia voulezi Haseman, 1911b(Abucarma e
Martins-Santos, 2001).

Os estudos citogenéticos para Heptapterus sdao poucos e restritos a analise
convencional. Desta forma, o presente estudo contribui com novas informagdes cariotipicas
para duas espécies do género Heptapterus, coletadas em duas bacias hidrograficas no Rio
Grande do Sul, por meio de diferentes técnicas de bandamento cromossdmico, sendo estes os
primeiros dados citogenéticos para o género nesta regido. Os dados aqui apresentados
foramcomparados coma literatura, visando inferir tendéncias evolutivas neste grupo de

peixes.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados cinco exemplares de Heptapterus mustelinus Valenciennes,
1835,sendo uma fémea e dois de sexo indeterminado coletados no Arroio Colombo (30°
06°02.0” S 51°41° 42.0” W), no municipio de Eldorado do Sul/RS e duas fémeas coletadas no
Rio Forquetinha(29° 28° 0.17” S 54° 24’ 59.89” W), no municipio de Canudos do Vale/RS.
Estas duas localidades pertencem a bacia hidrografica da Laguna dos Patos/RS. Foram
analisados também dois machos de Heptapterussp A coletados no Rio Maquiné (29° 39’
10.4” S 50° 12> 31.8” W), no municipio de Maquiné, pertencente a bacia do Tramandai/RS
(figura 1). Exemplares de Heptapterus mustelinus do Arroio Colombo ¢ do Rio Forquetinha
foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL)
com os numeros: MZUEL 5350 e MZUEL 5074, respectivamente.

Analise Convencional:

Cromossomos mitoticos foram obtidos a partir do rim posterior utilizando a técnica de
obtencdo direta descrita por Bertollo et al. (1978). As andlises cariotipicas foram realizadas
apos coloracdao convencional com Giemsa 5% em tampao fosfato (pH 6.8). Os cromossomos
foram classificados morfologicamente segundo Levan et al. (1964), com modifica¢des. Os
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com

dois bragos e os acrocéntricos com um brago para o calculo do nimero fundamental (NF).
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Bandamentos cromossOmicos:

As regides heterocromaticas foram visualizadas por banda C com Giemsa, apos
tratamentos com 0,2N HCI, Ba(OH), e 2XSSC de acordo com Sumner (1972)e coloragao
sequencial com os fluorocromos cromomicina Az (CMA3) e 4°,6- diamidino 2- phenylindole
(DAPI). Regides organizadoras de nucléolos ativas (AgRONs) foramdetectadas pela técnica
de impregnacdo por nitrato de prata segundo Howell e Black (1988) e as regides ricas em
pares de base CG e AT foram visualizadas pela coloragdo com os fluorocromos CMA;j e

DAPI, respectivamente (Schweizer, 1976).

Obtencdo de sonda de DNAr 5S: isolamento de DNA, amplificacio por PCR

esequenciamento gendmico:

A sonda de DNAr 5S foi obtida a partir de DNA extraido de musculo de Imparfinis
schubarti Gomes, 1956, conforme metodologia de Sambrook ¢ Russel (2001) e amplificagdo
por PCR utilizando os primers 5SA (5 — TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC —3’) e 5SB
(5> — CAG GCT GGT ATG GCC GTA AGC - 3’) desenhados a partir de sequéncias de
DNAr 58S de truta arco-iris (Komiya e Takamura, 1979). As reacdes de PCR foram realizadas
utilizando 20ng de DNA gendmico, 10 pmol de cada primer, 2,5 mM de cada ANTP, 50 mM
de MgCl,, 1U de Taq polimerase para uma reagdo com volume final de 25 pL. O tempo dos
ciclos foram 2 minutos a 94°C (denaturagio) seguidos por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 62°C, 1 minuto a 72°C e, por fim, mais 5 minutos a 72°C. As amplifica¢des foram
visualizadas em gel de agarose 1% e os fragmentos de DNAr 5S gerados foram eluidos do gel
utilizando o kit Purelink'™ Quick Gel Extraction e clonados utilizando o kit TOPO PA
Cloning® For Sequencing ambos da Invitrogen. Apo6s a clonagem, foi realizada a
transformag¢ao em Escherichia coli linhagem TOP 10. As sequéncias obtidas por meio da
clonagem foram sequenciadas utilizando o equipamento ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
Applied, e os dados obtidos foram analisados com o programa Mega 5.0. A validacdo da
sequéncia foi realizada utilizando Blastn (Altschul et al., 1990) do site National Center of
Biotechnology Information (NCBI — http:/ www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). As sondas de DNAr
5S também foram marcadas com biotin-14-dATP por nick translation para posterior

hibridagao.
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Hibridizacdo fluorescente in situ:

A hibridizagdo fluorescente “in situ”(FISH) foi realizada segundo protocolo de Pinkel
et al. (1986) com modificacdes ja relatadas por Santos et al. (2012) e Gouveia et al. (2012),
utilizando a sonda de DNAr 18S obtida de Prochilodus argenteusAgassiz, 1829 (Hatanaka ¢
Galetti Jr, 2004) ¢ a sonda de DNAr 58S obtida de Imparfinis schubarti Gomes, 1956(presente

estudo). Ambas foram marcadas com biotin-14-dATP por nick translation.

RESULTADOS

Heptapterus mustelinus

Os exemplares coletados no Arroio Colombo apresentaram 2n=54 com férmula
cariotipica de 32m + 8sm+ 10st +4a e NF= 102(figura 2a) e os individuos do Rio Forquetinha
possuem 2n = 58 com 32m+12sm+4st+10a e NF= 106 (figura 2b). As duas populagdes
apresentaram constri¢do secunddria instersticial no braco longo do par acrocéntrico 26.

A técnica de impregnacao por nitrato de prata revelou metafases com até quatro sitios
ativos, localizados na regiao terminal do brago curto de um cromossomo dos pares 5 (m) e 21
(st) e na por¢ao terminal do brago longo de um cromossomo dos pares 22 (st) e 23 (st) para os
exemplares do Arroio Colombo (figura 3a); e nos exemplares do Rio Forquetinha a
localizacdo das AgRONSs foi na regido terminal do brago longo de um cromossomo do par 17
(sm), na regido terminal do brago curto do par 25 (a) e de um cromossomo do par 21 (sm)
(figura 3e), o que foi confirmado com a hibridizagao in situ com fluorescéncia utilizando a
sonda de DNAr 18S (figuras 3be 3f).

A coloragao com fluorocromo base especifico cromomicina Aj revelou regides GC
ricas nas porcoes terminais de alguns cromossomos € na constri¢do secundaria do par 26 (a),
tanto para a populacdo do Arroio Colombo (figura 3c) como do Rio Forquetinha (figura 3g); a
coloragdo com o DAPI ndo evidenciou nenhuma regido rica em AT.

A hibridizagdo com a sonda de DNAr 5S revelou apenas um par portador deste gene
sendo terminal no brago curto de um par submetacéntrico na populacdo do Arroio Colombo
(figura 3d) e intersticial no brago curto de um par metacéntrico na populagdo do Rio
Forquetinha (figura 3h).

A heterocromatina foi observada, principalmente, nas regides centroméricas e em

regioes terminais de alguns cromossomos das duas populacdes de Heptapterus



47

mustelinus(figura 4a e 4d) e na constrigdo secundaria intersticial presente no brago longo do
par 26, apenas na populacdo do Rio Forquetinha (figura 4d); apos coloracio com CMA; e
DAPI, a heterocromatina terminal de alguns cromossomos apresentou-se rica em pares GC
para os exemplares do Arroio Colombo (figura 4b) e do Rio Forquetinha (figurade); a
heterocromatina centromérica apresentou-se rica tanto em pares AT como em pares GC em
alguns cromossomos de Heptapterus mustelinus do Rio Forquetinha (figura 4e-f), e apenas
AT ricaem H. mustelinus do Arroio Colombo (figura 4c). Nota-se também que a
heterocromatina intersticial presente no brago longo do par 26 em H. mustelinus (Rio
Forquetinha), apresentou-se CMA; /DAPI'(figura 4e e4f), no entanto,com o DAPI foi

possivel visualizar apenas um cromossomo com fluorescéncia.

Heptapterus sp A

Foi encontrado numero diploide igual 58 com férmula cariotipica de
32m+12sm+4st+10a e NF= 106 (figura 2c). A impregnagdo por nitrato de prata identificou
apenas o par cromossdmico 19, submetacéntrico, com RONSs ativas (figura 3i), coincidente
com a sonda de DNAr 18S pela hibridagao in situ com fluorescéncia (figura 3j). A coloragio
com fluorocromo CMAj; evidenciou apenas a regido organizadora de nucléolos e a coloragao
com DAPI foi homogénea para todo complemento (figura 3k).

A hibridizacdo in situ com fluorescéncia utilizando a sonda de DNAr 5S revelou
apenas um cromossomo metacéntrico portador deste gene,em posi¢ao terminal do brago curto
(figura 31).

Apos tratamento com Banda C, os exemplares apresentaram pouca heterocromatina
nas regides terminais de alguns cromossomos (figura 4g) e apds coloracdo com fluorocromos,
algumas regides heterocrométicas mostraram-se tanto CMA;" como DAPI" e, algumas outras

regides mostraram-se compostas apenas por pares de base AT (figura 4h e 41).

DiscussAo

Os dados revelam numero diploide distinto entre as espécies e as populagdes
analisadas, sendo observado 2n= 58 em Heptapterus sp A ¢ em H. mustelinus coletada no Rio
Forquetinha, enquanto que a populagdo de H. mustelinus do Arroio Colombo apresentou um
2n = 54. Variagdes de numero diploide sdo muito comuns entre os peixes da familia

Heptapteridae, como relatado em revisdo realizada por Swarca et al. (2007), Borba et al.
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(2012) e Gouveia et al. (2013), sendo possivel identificar 2n= 42 em Imparfinis holandi,
2n=46 e 2n= 52 em espécies do género Pimelodella, 2n = 56 em Rhamdella microcephala e
2n=58 em exemplares dos géneros Rhamdia, Imparfinis e Cetopsorhamdia. O ntmero
diploide composto por 54 cromossomos foi descrito recentemente para uma populagdo de H.
mustelinus do Rio Sdo Francisco Verdadeiro (Yano e Margarido, 2012) e também no presente
estudo para H. mustelinus do Arroio Colombo, aumentando assim a variabilidade
cromossdmica na familia Heptapteridae. Além disso, foram verificados exemplares
identificados como sendo desta mesma espécie, coletados no Rio Forquetinha com 2n=58,
assim como Heptapterus sp A, sendo este mais um indicador de que rearranjos
cromossodmicos fazem parte da dindmica da evolucao cariotipica neste género e na familia
Heptapteridae.

Lundberg et al. (1991) sugeriram, baseado em dados morfologicos, que a familia
Pseudopimelodidae ¢ grupo irmao de Heptapteridae. Posteriormente, Sullivan et al.
(2006)realizaram analises filogenéticas utilizando genes nucleares ragl e rag2, e confirmaram
o monofiletismo das familias Heptapteridae, Pimelodidae e Pseudopimelodidae e agruparam
estas trés familias mais o género Conorhynchos em subclados distintos de um mesmo clado,
indicando que estes sdo grupos irmaos. Embora escassos, estudos citogenéticos em
exemplares da familia Pseudopimelodidae tem revelado 2n=54como caracteristica constante
para seus exemplares (Gouveia et al., 2014), assim como 2n=56 para a familia Pimelodidae
(Swarga et al.,2007). Entretanto, embora sejam grupos proximos, mecanismos evolutivos
distintos, tais como fissdes e fusdes, demonstram-se mais atuantes entre os heptapterideos, o
que permite a geragdo desta ampla variabilidade de nimero diploide entre exemplares tanto de
géneros distintos, como dentro de um mesmo género, e até mesmo na mesma espécie, como
no caso de Heptaterus mustelinus.

Além de possuirem o mesmo 2n=58tanto H. mustelinus (Rio Forquetinha) como
Heptapterus sp A possuem a mesma constitui¢gdo cromossomica. O fato de espécies distintas
de um mesmo género apresentaremmesmo nimero diploide e férmula cromossomica ja havia
sido observado anteriormente no género Imparfinis (Garcia e Almeida- Toledo, 2006).Este
fato ndo ¢ isolado e pode ocorrer com maior freqii€ncia, visto que este ¢ um grupo de peixes
especioso, cujos estudos citogenéticos sao escassos, € que, a cada analise citogenética, mais
dados sdo obtidos o que auxilia parauma melhor elucidaciao sobre a dinamica de constitui¢ao
cariotipica nos exemplares da familia Heptapteridae.

As duas espécies deste estudo mostraram uma diferenga no padrdo das RONSs, tanto

pela impregnacao por nitrato de prata como pela FISH com sonda de DNAr 18S, sendo um
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padrdao de RONs multiplas para as duas populagdes de Heptapterus mustelinuse simples para
Heptapterus sp A. Embora RONs multiplas também tenham sido observadas na populacao de
Heptapterus mustelinus do Rio Sdo Francisco Verdadeiro (Yano e Margarido, 2012) e em
outras espécies da familia,tais como Imparfinis borodini (Vissotto et al., 1999b) e Rhamdia
sp. ¢ R. quelen (Abucarma e Martins-Santos, 2001),um tnico par de RONs ¢ mais frequente
para os heptapterideos,sendo considerada a condi¢ao ancestral para este grupo de peixes.

O fato dos cromossomos portadores dos cistrons ribossomicos 18S em H. mustelinus
ndo apresentarem homologia, ja foi observado em espécies de peixes da ordem Characidae,
como Astyanaxscabripinnis (Ferro et al., 2001), Astyanax eigenmanniorum e
Hyphessobryconanisitsi (Mendes et al., 2011), Bryconamericus ecai (Santos et al., 2012).
Segundo os autores citados, esta falta de homologia entre os cromossomos portadores da
RON pode estar associada ao tamanho destes sitios que, quando muito pequenos dificultam
sua visualizacdo. Tal fato pode também estar ocorrendo nas populagdes de Heptapterus
mustelinus, no entanto, os sitios de DNAr 18S na populacdo do Rio Forquetinha sdo mais
claramente visiveis, evidenciando que esta falta de homologia pode ser devido a ocorréncia de
algum tipo de rearranjocromossomico.

A hibridagdo in situ com fluorescéncia revelou apenas um parportador dos clusters de
DNAr 58, para os exemplares de Heptapterus mustelinus. Embora sejam poucos os dados em
relacdo a localizagdo deste cistron ribossdmico para este grupo de peixes, a presenca de
apenas um par portador desta sequencia génica ja foi observado em outras espécies da familia
Heptapteridae, como em diversas populagdes de Rhamdia quelen (Garcia et al., 2010) e em
Imparfinis schubarti (Kantek et al., 2009) e a posigdo deste cistron ribossémico na maioria
das espécies foi em posigdo intersticial. O fato de ter sido observado apenas um cromossomo
portador de DNAr 5S em Heptapterus sp A, pode também estar associado ao pequeno
tamanho deste sitio, dificultando sua observagao.

Martins e Galleti Jr (1999) relatam que a localizacao de genes em posi¢ao mais interna
Nnos Cromossomos proporciona maior protecdo a estas sequencias génicas, pois eventos de
rearranjos cromossomicos tais como transposi¢do e eventos de crossing, costumam ser mais
frequentes em regides terminais e isto explicaria a natureza altamente conservada desta
sequéncia génica. Devido ao fato do cistron de DNAr 5S ser encontrado em posi¢ao
intersticial para a maioria das espécies de peixes de varias ordens onde este gene ja foi
localizado, Martins e Galleti Jr (2001) sugerem ser esta a localizacdo 6tima em peixes. Com
base nisto, pode-se dizer que a localizagdo da sequencia de DNAr 5S na regido terminal na

populagdo de H.mustelinus do Arroio Colombo e em Heptapterus sp A pode ser considerada
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uma condigdo mais recente em relagdo a populagdo de H. mustelinus do Rio Forquetinha, que
apresentou este cistron em posi¢ao intersticial.

A coloracdo com os fluorocromos base-especificos revelou para os exemplares de
Heptapterus sp A um padrdo muito caracteristico na familia, tais como observado em
Rhamdia quelen (Garcia et al., 2010 ¢ Moraes et al., 2007), em diversas espécies do género
Pimelodella (Dazzani et al., 2013 e Gouveia et al., 2013) e no género Imparfinis (Gouveia et
al., 2013), visto que apenas a regido organizadora de nucléolos apresentou-se GC rica.No
entanto, os exemplares de H. mustelinus, de ambas popula¢des, apresentaram varios blocos
CMA;" localizados nas regides terminais de alguns cromossomos e também em posi¢io
intersticial do brago longo do par 26, sendo esta coincidente com a constricdo secundaria.O
fato desta constri¢do estar presente em ambas as populagdes e nao ser coincidente com a RON
pode indicar que este par 26 ¢ um marcador para H. mustelinusda bacia hidrografica da
Laguna dos Patos/RS. Pode-se concluir também, que a variagdo de ntimero diploide entre as
duas popula¢des de H. mustelinus seja um evento mais recente em relagdo as demais
caracteristicas, visto ser esta a diferenga marcante entre essas duas popula¢des do Rio Grande
do Sul.

Variacdes na distribui¢do e constituicdo da heterocromatina foram observadas entre as
espécies analisadas. As duas popula¢des de H. mustelinus possuem maior quantidade de
heterocromatina, sendo em regido terminal ela apresentou-se predominantemente composta
por pares GC e a heterocromatina centromérica por pares AT. Apenas a heterocromatina
presente na constri¢do secundaria (par 26) mostrou-se CMA;" ¢ DAPI".A populagio de H.
mustelinusdescrita por Yano eMargarido (2012) também apresentou heterocromatina nas
regides centroméricas de alguns cromossomos, no entanto estas apresentaram-se ricas em GC,
diferindo das populacdes aqui analisadas.

O fato dos exemplares de H. mustelinus possuirem maior abundancia de regides
heterocromaticas localizadas em regido terminal e centromérica, poderia ser um indicativo de
que fissdes e inversdes estejam gerando os numeros dipldides de 54 e 58, visto que
heterocromatina ja foi relacionada a rearranjos cromossdmicos por diversos autores em
grupos distintos, tais como insetos ¢ mamiferos (He et al., 2012; Swier et al., 2012;entre
outros). Segundo estes autores, as regioes proximas aos blocos de heterocromatina ficam mais
suscetiveis a quebra e por conseqiiéncia possibilitam maior frequéncia de rearranjos.

Heptapterus sp A apresentou menor quantidade de heterocromatina quando
comparadas com as populagdes de H. mustelinus e as regides heterocromaticas localizadas na

porcao terminal de alguns cromossomos apresentaram-se intercaladas em pares de base GC e
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AT. Além disso, sinais sutis DAPI'também foram notados em posi¢do terminal e
centromérica em alguns cromossomos dos exemplares de Heptapterus sp A, reinterando o
fato de que as espécies aqui analisadas sdo espécies distintas.

Os dados aqui apresentados s3o os primeiros para estas espécies da familia
Heptapteridae coletadas em bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul e mostram que ha um
processo dindmico de diferenciacdo ocorrendo entre H.mustelinuse Heptapterus sp A,
facilmente identificado pelas variagdes de ntimero diploide, quantidade e composi¢do da
heterocromatina e padrdo das RONs reinterando a importancia de mais estudos citogenéticos
na familia Heptapteridae. Embora seja um grupo monofilético, a ampliagdo de analises
cariotipicas associados a dados filogenéticos e moleculares podem trazer melhores
esclarecimentos sobre o caminho evolutivo que tem agido sobre os exemplares pertencentes a

esta familia.

Figural— Locais de coleta dos espécimes analisados. Mapa do Brasil indicando, do lado
direito, o estado do Rio Grande do Sul indicando em: a) Arroio Colombo; b) Rio
Forquetinha; c) Rio Maquiné
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Figura 2 — Caridtipos de: a) Heptapterus. mustelinus (Arroio Colombo), b) H mustelinus
(Rio Forquetinha), c¢) Heptapterus sp A (Rio Maquiné)
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Figura 3 — Metafases somaticas com AgRON, FISH com sonda de rDNA 18S, CMA;e
FISH com sonda de rDNA 58S, respectivamente, em: a, b, ¢, d) H. mustelinus
(Arroio Colombo); e, f, g, h) H. mustelinus (Rio Forquetinha); 1, j, k, )
Heptapterus sp A (Rio Maquiné). As setas indicam em: a,e,i regiodes
organizadoras de nuclélolos; b,f,g) hibridizagdo com sonda de rDNA 18S; d,h,])
hibridizacdo com sonda de rDNA 5S. As cabecas de seta indicam em c e g
regides ricas em bases GC em posicao intersticial, coincidente com a constri¢ao
secundaria.
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Figura4 — Metafases somaticas com Banda C coradas com Giemsa, CMAje DAPI,
respectivamente, em: a,b,c) H. mustelinus (Arroio Colombo); d,e,f) H.
mustelinus (Rio Forquetinha); g, h, i) Heptapterus sp A (Rio Maquiné; as setas
em (d), (e), (f) indicam a constricdo secundaria banda C positiva.
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CAPITULO 3

CITOGENETICA COMPARATIVA ENTRE PIMELODELLA
AUSTRALIS E DUAS ESPECIES DE RHAMDELLA
(SILURIFORMES, HEPTAPTERIDAE)"

" Este artigo sera enviado para Journal of Zoology
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CITOGENETICACOMPARATIVA ENTREPIMELODELLA AUSTRALIS
E DUAS ESPECIES DE RHAMDELLA (SILURIFORMES,
HEPTAPTERIDAE)

Vivian P, O. de Moraes-Manécolo; Juceli G. Gouveia; Ana Lucia Dias’

RESuMO:

O Rio Grande do Sul é um estado com sistema hidricoricocom cerca de 300 espécies de
peixes ja catalogadas. Neste estudo foram analisadas duas populagcdes de Pimelodella
australis e duas espécies do género Rhamdella(Rhamdella eriarcha e Rhamdella sp.), da
familia Heptapteridae, coletadas em bacias hidrograficas do Sul do Brasil. Os exemplares
deP. australis das duas populagdes apresentaram 2n=58 ¢ mesma formulacariotipica
(34m+10sm+8st+6a) com NF=110, no entanto, indicios de que rearranjos cromossOmicos
ocorreram independentemente entre as populacdes, pode ser confirmado em relacdo a
localizagao das RONs. Na populagao da Lagoa dos Quadros as AgRONs localizam-se no
brago curto do par 27 (acrocéntrico) e na do Arroio Ribeiro na por¢ao terminal do braco curto
do par 20 (submetacéntrico), coincidentes com a sonda de DNAr 18S. Algumas diferencas e
similaridades na distribuicdo e na composi¢do da heterocromatina entre as populacdes
também foram observadas. Em P. australis da Lagoa dos Quadros, a heterocromatina foi
observada na regido terminal de alguns cromossomos, e apenas aquela associada a constri¢ao
secundaria ¢ RON apresentou-se CMA;/DAPI, enquanto que a heterocromatina
pericentromérica presente neste mesmo par foi DAPI; a populagio do Arroio Ribeiro
apresentou maior quantidade de heterocromatina, localizada na regido terminal dos
cromossomos, sendo DAPI', assim como algumas regides intersticiais;a RON também
mostrou-se CMA3".As outras duas espécies, Rhamdella eriarcha (topétipo)e Rhamdella sp.
também apresentaram 2n= 58 com46m/sm+8st+4a e NF=112. As AgRONs foram
evidenciadas em posi¢ao terminal no braco longo do par 6 coincidente com a sonda de DNAr
188S, sendo regides ricas em pares GC. Em R. eriarcha a heterocromatina foi evidenciada nas
regides centroméricas e terminais de varios cromossomos em um ou ambos bracos
cromossomicos € apenas a heterocromatina associada @ RON mostrou-se CMAjspositiva,
assim como em Rhamdella sp., mas esta espécie possuipouca heterocromatina distribuida nas
regides terminais de alguns cromossomos, além de alguns blocos heterocromaticos DAPI". Os
dados revelam diferengas tanto interespecificas como intraespecificas em relagdo a
microestrutura cromossomica das espécies estudadas, indicando mais uma vez o dinamismo
dos processos que tem agido sobre a evolugdo e diferenciagdo cariotipica na familia
Heptapteridae.

Palavras-chave: Citogenética.  Heptapteridae.  Pimelodella.  Rhamdella.  Cistrons
ribossdmicos. Heterocromatina.

* Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, Londrina,
Parana CEP 86051-970, Brasil
Autor Correspondente: A.L. Dias; e-mail: anadias@uel.br, Telefone e Fax: +55 043 33714417
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INTRODUCAO

A Regido Neotropical ¢ composta por um vasto sistema hidrico e, portanto,com uma
riqueza de fauna ictiologica muito grande. Diversos paises compdem esta regido, sendo queo
Brasil ocupa sua maior parte e, por consequéncia, possui a maior diversidade de ictiofauna
dulcicola, com cerca de 2500 espécies de peixes ja inventariadas (Buckup, Menezes, Ghazzi,
2007). O Rio Grande do Sul ¢ um estado com sistema hidrico muito abundante e que, segundo
levantamento realizado sob a coordenacdo da pesquisadora Georgina Bond Buckup em 2010,
possui cerca de 300 espécies de peixes ja catalogadas, das quais 80% sdo espécies ja descritas
e 20% a serem descritas, revelando mais uma vez a riqueza da ictiofauna deste estado
brasileiro.

O primeiro estudo citogenético realizado em peixes do estado do Rio Grande do Sul
foi desenvolvido por Hochberg e Erdtmann (1988) em exemplares de Rhamdia quelenQuoy
&Gaimard, 1824.Mais recentemente, outras analises foram realizadas abrangendo espécies de
diversas familias e ordens tais como os Characiformes Astyanax jacuhiensis(Pacheco et al.,
2010), Astyanax eigenmanniorum, Deuterodon stigmaturus e Hyphessobrycon luetkenii
(Mendes et al., 2011), Bryconamericus ecai (Santos et al., 2012); os Perciformes Geophagus
brasiliensis, Gymnogeophagus gymnogenys e G. labiatus (Pires,Giuliano-Caetano, Dias,
2010), e os Siluriformes Rineloricaria cadeae Hensel, 1868¢ R. strigilataHensel, 1868 (Maia
et al., 2010), Parapimelodus nigribarbis Boulenger, 1889 e Pimelodus maculatus La Cepéde,
1803 (Treco et al., 2008).

A familia Heptapteridae possui 24 géneros(Ferraris, 2007) e, aproximadamente,
207espécies descritas até o momento (Eschemeyer, 2013). Esta familia era considerada uma
subfamilia da familia Pimelodidae, juntamente com Pimelodinae e Pseudopimelodinae, sendo
todas elevadas a familia por Bockmann e Guazzelli (2003). Seus exemplares sao endémicos
dos neotrépicos e possuem pequeno porte (cerca de 20 cm de comprimento corporal), sendo
os hébitos alimentares variados (de onivoros a carnivoros), ndo apresentam cuidado parental e
geralmente sdo solitdrios, vivendo em pequenos corpos d’agua (Bockmann e Guazelli, 2003).

Analises cariotipicas foram descritas emapenasoitogéneros desta
familia:Cetopsorhamdia (Vissotto, Foresti e Oliveira, 1999a; Fenocchio et al., 2003a),
Heptapterus (Yano e Margarido, 2012), Imparfinis (Vissotto, Foresti e Oliveira, 2001;
Gouveia et al., 2013), Phenacorhamdia (Martinez et al., 2011), Pimelodella (Gouveia et al.,
2013; Garcia e Almeida-Toledo, 2010), Rhamdella (Fonseca et al., 2003), Rhamdia (Moraes
et al.,2007; Maistro,Oliveira e Foresti, 2002)e Taunaya (Borba et al., 2012), no entanto, ¢
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possivel notar algumas caracteristicas marcantes, tais como a ampla variabilidade cariotipica
em relacdo a diferentes numeros diploides e férmulas cariotipicas, alto nimero fundamental
(NF > 80) devido a grande quantidade de cromossomos dos tipos metacéntricos e
submetacéntricos, e padrao de RONs simples para a grande maioria das espécies ja analisadas
(Swarga, Fenocchio e Dias, 2007; Borba et al., 2012; Gouveia et al., 2013).

Pimelodella ¢ um dos géneros de Heptapteridae mais especioso (cerca de 70 espécies),
entretanto, apenas cinco das espécies descritas apresentam estudos citogenéticos, que revelam
uma grande variabilidade cariotipica, tanto em relagdo ao nimero diploide, que pode ser
encontrado igual 46, 52 e 58, como em relagdo a macroestrutura cromossomica (tabela 1).
Nota-se também polimorfismo numérico e estrutural, como a presenga de cromossomo
supranumerario em Pimelodella sp do Rio Pardo/SP (Garcia e Almeida- Toledo, 2010) e de
sistema cromossomico sexual do tipo XX/XY em Pimelodella sp (Dias ¢ Foresti, 1993) ¢ em
Pimelodella boschmaiVan der Stigchel, 1964 (Garcia e Almeida Toledo, 2010), ambas do Rio
Mogi-Guagu/SP. Em todas as espécies de Pimelodellaanalisadas até o momento, a regido
organizadora de nucléolos, evidenciada pelo nitrato de prata e com a sonda de DNAr 188, se
localiza em posi¢do terminal do braco curto em um par de cromossomos, como relatado em
diferentes espécies na tabela 1.

No género Rhamdella, Bockmann e Miquelarena (2008) descreveram cinco espécies
(R. aymarae,R. cainguae, R. eriarcha, R.longiuscula e R. rushyi) e estudos citogenéticos sao
ainda mais escassos, pois restringe-se a apenas uma espécie, Rhamdella microcephala (nio
descrita pelos autores citados acima) proveniente do rio Machado/MG, analisada por Fonseca
et al. (2003), com 2n igual 56, sendo 18m+30sm+8st-a, AGRON em posicao intersticial no
brago longo de um par submetacéntrico e heterocromatina em regido pericentromérica para a
maioria dos cromossomos.

Diante da variabilidade cariotipica relatada acima para o género Pimelodella ¢ a
escassez de dados para o género Rhamdellao presente estudo tem por objetivo analisar
exemplares destes dois géneros, coletados em duas bacias hidrograficas do Rio Grande do
Sul/Brasil, utilizando técnicas de citogenética classica e molecular, contribuindo assim com
novas informagdes para estes grupos de peixes, que possam levar a uma melhor compreensao
dos mecanismos envolvidos nos processos evolutivos que estdo gerando diferenciagdo

cromossOomica na familia Heptapteridae.
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MATERIAL E METODOS:

Foram analisadas trés espécies de peixes de dois géneros da familia Heptapteridae,
coletadas em diferentes localidades de duas bacias hidrograficas do Rio Grande do Sul/Brasil
(figura 1): dez exemplares de Pimelodellaaustralis, sendo cinco(uma fémea e quatro de sexo
indeterminado) coletados nalLagoa dos Quadros/Bacia do Tramandai (29° 44°42.8” S 50° 06’
54.3” W), no municipio de Capao da Canoa e cinco individuos (trés fémeas, um macho e um
de sexo indeterminado) coletados no Arroio Ribeiro/Laguna dos Patos (30°21°31.54” S
51°25°47.78” W), no municipio de Barra do Ribeiro; quatro exemplares (topodtipos) de
Rhamdella eriarcha(uma fémea, dois machos e um de sexo indeterminado) coletados no Rio
Forquetinha/Laguna dos Patos (29° 28° 0.17” S 54° 24’ 59.89” W), no municipio de Canudos
do Vale e dez individuos de Rhamdella sp. (trés fémeas e sete machos) coletados no Rio

Maquiné/Bacia do Tramandai (29° 39° 10.4” S 50° 12° 31.8” W), no municipio de Maquiné.

Analise Convencional:

A obtencdo de cromossomos mitdticos foi realizadasegundo a técnica de obtencao
direta descrita por Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978), utilizando-se o rim posterior
dos exemplares. Para as andlises cariotipicas foirealizada coloragdo convencional com Giemsa
5% em tampao fosfato (pH 6.8). Os cromossomos foram classificados morfologicamente
segundo Levan etal. (1964), com modificagdes. Os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados com dois bragos € os acrocéntricos

com um brago para o célculo do nimero fundamental (NF).

Bandamentos CromossOmicos:

A detecgdo das regides heterocromaticas foi realizada pela técnica de banda C com
Giemsa, ap0s tratamento com 0.2 NHCI, Ba(OH), e 2XSSC de acordo com Sumner (1972), e
com coloragdo pelos fluorocromos cromomicina As; (CMAj3) e 4°,6- diamidino 2-
phenylindole (DAPI). Para evidenciar as regides organizadoras de nucléolos ativas (AgRONS5)
foi utilizada a técnica de impregnacao por nitrato de prata segundo Howell e Black (1988). As
bandas ricas em GC e AT foram detectadas pelos fluorocromos CMA; e DAPI,
respectivamente, de acordo com Schweizer (1976). As laminas foram coradas com 0.5mg/mL

de CMAj; por 1 hora, lavadas em agua destilada e sequencialmente coradas com 2ug/mL
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DAPI por 15 minutos. As laminas foram montadas com um meio composto por

glicerol/tampao Mcllvaine (pH 7) 1:1 mais 2.5mM MgCl,.

Hibridizacdo Fluorescente in situ:

A hibridizacdo fluorescente “in situ”(FISH) foi realizada segundo protocolo de Pinkel,
Straume e Gray (1986), com modificacdes ja relatadas por Gouveia et al. (2013) e Santos et
al. (2012) utilizando a sonda de rDNA 18S obtida de Prochilodus argenteus Agassiz, 1829
(Hatanaka e Galetti Jr, 2004) marcada com biotin-14-dATP por Nick translation. As analises
foram realizadas em microscopio Leica DM 4500 equipado com camera DFC 300 FX e com o

software Leica IM50 4.0.

RESULTADOS

Pimelodella australis (Eigenmann, 1917)— Lagoa dos Quadros

Os exemplares apresentaram 2n=58 e formula cariotipica constituida por
34m+10sm+8st+6a ¢ NF=110 (figura 2a). Em algumas metafases, foi possivel observar
constri¢do secundaria em posi¢do terminal do brago curto do par 27 (a), coincidente com a
regido organizadora de nucléolos utilizando impregnacdo por nitrato de prata e a sonda de
DNAr 18S pela técnica de hibridagdo in situ com fluorescéncia. A coloragdo com
fluorocromos base especificos revelou a RON CMA;jpositiva e DAPI negativo (figura 2a
box).

A heterocromatina encontra-se na regido terminal de alguns cromossomos e no par 27,
com um bloco heterocromatico préximo ao centrdmero, sendo que a constri¢do secundaria
apresentou uma fraca marcacdo heterocromatica (figura 3a).Apos coloracdo com
fluorocromos ndo foi evidenciada nenhuma regido positiva para CMA3; ou DAPI, exceto a

constri¢do secundéria que mostrou-se CMA3".
Pimelodella australis (Eigenmann, 1917) — Arroio Ribeiro
Os individuos também apresentaram 2n = 58 e constituicdo de 34m+10sm+8st+6a e

NF=110 (figura 2b). A regido organizadora foi detectada pela impregnacdo por nitrato de

prata ¢ hibridagdo in situ com fluorescéncia, utilizando a sonda de DNAr 18S, na por¢ao
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terminal do brago curto de um par de cromossomos submetacéntrico (par 20). A coloragao
com fluorocromos base especificos revelou a RON CMAj;positiva e DAPI negativa (figura 2b
box).

Os exemplares de Pimelodellaaustralis desta populagdo apresentaram blocos
heterocromaticos na regido terminal de varios cromossomos em um ou ambos bragos
cromossomicos (figura 3d).Apds coloragdo com fluorocromos base-especificos apenas a
heterocromatina associada @ RON mostrou-se CMA; positiva (figura 3e), no entanto, varios
blocos DAPI positivos, tanto em regido intersticial como em regido terminal, puderam ser

vistos, inclusive adjacente a regido organizadora de nucléolo (figura 3f).

Rhamdella eriarcha (Eigenmann & Eigenmann, 1888)

Esta espécie apresentou 2n= 58 e formula cariotipica de 46m-sm+8st+4a ¢ NF=112
(figura 4a) e, em algumas metafases,foi observada constrigdo secundaria em posi¢ao terminal
do braco longo do par 6 (m) coincidente com a regido organizadora de nucléolos que foi
visualizada por meio da impregnagdo por nitrato de prata e da hibridagdo in situ com
fluorescéncia com sonda de DNAr 18S. A coloragdo com fluorocromos revelou a RON
CMA;positiva e DAPI negativa (Box figura 4a).

Apds de aplicada a técnica de banda C a heterocromatina foi evidenciada nas regides
centroméricas ¢ terminais de varios cromossomos em um ou ambos bragos cromossomicos
(figura 5a)e,apds coloracdo com fluorocromos, apenas a heterocromatina associada a RON
mostrou-se CMAjpositiva € nenhuma regido cromossdmica mostrou-se positiva para

DAPI(figura 5b e 5c, respectivamente).

Rhamdella sp.

Os exemplares desta espécie apresentaram 2n = 58 e formula cariotipica constituida
por 46m/sm+8st+4a e NF=112 (figura 4b). A regido organizadora de nucléolo foi detectada
pela impregnagdo por nitrato de prata e hibridacdo in situ com fluorescéncia, utilizando a
sonda de rDNA 18S, na regido terminal do brago longo do par metacéntrico 6. A coloracao
com fluorocromos base especificos revelou a RON CMAj; positiva e DAPI negativa (box da
figura 4b).

O bandamento C revelou pouca heterocromatina nas regides terminais de alguns

cromossomos € apenas a heterocromatina associada a RON mostrou-se CMAj; positiva, apos
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coloragao com fluorocromos. Foram observados alguns blocos heterocromaticos com sutis
sinais DAPI positivos, no brago curto de um par subtelocéntrico e no centromero de um par

acrocéntrico(figura Se e 5f, respectivamente).

DiscussAo

Estes sdo os primeiros dados citogenéticos para as trés espécies analisadas e o nimero
diploide de 58 observado é muito frequente entre os exemplares dos géneros Rhamdia
(Fenocchio et al, 2003b; Moraes, Carneiro e Dias, 2009; Garcia,Oliveira ¢ Almeida-Toledo,
2010; Tsuda et al, 2010) e Imparfinis(Garcia e Almeida-Toledo, 2006; Vissotto, Foresti e
Oliveira, 2001; Stolf et al, 2004) no entanto, em Pimelodella, este 2n havia sido reportado
anteriormente em apenas uma populacdo de P. lateristriga descrita por Garcia e Almeida
Toledo (2010), sendo o 2n=46 o mais comumente encontrado neste género, embora também
haja relato de espécies com 2n=52 (tabela 1).Para o género Rhamdella, ha apenas uma
descrig@o cariotipica para R. microcephalacom 56 cromossomos (Fonseca et al., 2003).

Apesar de o género Rhamdella possuir apenas trés espécies analisadas até o0 momento,
incluindo as do presente estudo, ele j4 mostra uma pequena variagdo no 2n e¢ o género
Pimelodellaapresenta consideravel variabilidade cariotipica (tabela 1), tornando-se um
excelentes exemplos de que rearranjos cromossOmicos sdo eventos muito recorrentes na
familia Heptapteridae. Estudos filogenéticos utilizando exemplares do género Rhamdella
(Bockmann e Miquelarena, 2008) revelaram que este género mais Pimelodella fazem parte de
clados distintos dentro da familia Heptapteridae. Em outro estudo, feito por Peixoto (2011),
utilizando sequéncias de genes mitocondriais de diversas espécies do género Pimelodella, e
tomando heptapterideos dos géneros Imparfinis e Rhamdia como grupo externo, evidenciou
que Rhamdia é o género geneticamente mais proximo de Pimelodella. Estes fatos revelam
dados importantes, pois indicam que, embora nao sejam grupos tdo proximos, os exemplares
aqui analisados compartilham o mesmo 2n, apesar de que em Pimelodellaeste ndo seja tdo
frequente, quanto em Rhamdia (tabela 1).

Sullivan, Lundberg ¢ Hardman (2006) realizando analises filogenéticas com dados
moleculares confirmaram o monofiletismo das familias Pimelodidae, Pseudopimelodidae e
Heptapteridae agrupando-as em subclados de um mesmo clado, junto com o género
Conorhynchos, sendo estes considerados grupos irmaos. Sabe-se que na familia Pimelodidae
2n = 56 ¢ o mais recorrente (Swar¢a, Fenocchio e Dias. 2007) e, na familia

Pseudopimelodidae, o 2n = 54 tem sido encontrado em todos os exemplares analisados até o
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momento (Gouveia et al., 2014). Embora estas trés familias sejam grupos proximos, os
heptapterideos mostram uma ampla variabilidade de numero diploide, indicando que
mecanismos evolutivos distintos sdo mais atuantes neste grupo de peixes, como observado no
género Pimelodella, visto que dos exemplares de Heptapteridae estudados citogeneticamente
até o momento, este € 0 grupo que possui representantes com maior amplitude de nimero
diploide, indicando que rearranjos cromossomicos sdo eventos fundamentais na evolugdo
cariotipica deste grupo.

Os exemplares dePimelodella australis das duas populagoes do Rio Grande do
Sulapresentaram mesma formulacariotipica (34m+10sm+8st+6a) ¢ NF=110, no entanto,
indicios de que rearranjos cromossdmicos ocorreram entre as populagdes, pode ser
confirmado em relagdo a localizacdo das RONSs, visto que em P. australis da Lagoa dos
Quadros esta regido localiza-se no braco curto do par 27 (a) e na do Arroio Ribeiro na porgao
terminal do brago curto do par 20 (sm).Devido ao fato de ambas serem em posi¢ao terminal,
inversoes pericéntricas podem ter gerado esta diferenca.

Rhamdella eriarcha e Rhamdella sp. também apresentaram igual formula cariotipica e
a mesma localizagdo das RONSs, que se manteve na regido terminal do braco longo do par 6
(m). Em Rhamdella microcephala analisada porFonseca etal. (2003) além de 2n e formula
cariotipica distintosdas espécies aqui analisadas (tabela 1), as AgRONs revelaram-se em
posi¢do instersticial no brago longo do par 12 (sm).O padrdo de RON simples ¢ caracteristica
basal para os heptapterideos, e a localizagdo na regido terminal do braco curto de
cromossomos do tipo m/sm parece ser o mais comum entre os exemplares dos géneros
Rhamdia e Pimelodella, e em posi¢do intersticial em exemplares dos géneros Cetopsorhamdia
e Imparfinis. O fato que no género Rhamdella as duas situagdes ja foram observadas, apesar
das poucas espécies analisadas, demonstra novamente variagdo cariotipica no género.

Diferengas na distribuicdo e na composi¢do da heterocromatina entre as trés espécies e
populagdes analisadas foram notadas. Em Pimelodella australis da Lagoa dos Quadros,
embora a heterocromatina tenha sido observada na regido terminal de alguns cromossomos,
apenas aquela associada a constri¢do secundaria e RON (par 27) apresentou-se CMA; positiva
e DAPI negativa,enquanto que apenas a heterocromatina pericentromérica presente neste
mesmo par foi DAPI'; a populagio do Arroio Ribeiro apresentou maior abundancia de
heterocromatina na regido terminal dos cromossomos, € apenas a RON mostrou-se rica em
pares GC, no entanto diversas regides heterocromaticas compostas por AT foram observadas.
Estudo realizado com Pimelodella meeki (Gouveia etal, 2013) utilizando esta mesma

associacao de técnicas evidenciou heterocromatina composta por pares de base AT enquanto
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que apenas a heterocromatina associada a RON era CMA;". Isto indica que diferenciacdes na
composi¢ao da heterocromatina vem ocorrendo neste género, tanto interespecificas como
intraespecificas, como revelado entre as duas populagdes de Pimelodella australis, que podem
estar sofrendo um processo de diferenciagdo em sua microestrutura cromossomica, sendo a
populacdo coletada na Lagoa dos Quadros a que mais diferiu do que ja havia sido descrito
para este género.

Em Rhamdella eriarcha blocos terminais de heterocromatina foram observados em um
ou ambos os bracos cromossdmicos e também na regido pericentromérica de alguns
cromossomos e somente a heterocromatina associada a RON foi positiva para CMA3z. Embora
em menor quantidade, Rhamdella sp. também apresentou heterocromatina na regido terminal
e centromérica de alguns cromossomos; a heterocromatina associada a RON também
mostrou-se GC rica e em dois pares de cromossomos ela foi DAPI', mostrando uma pequena
variagdo de composi¢do da heterocromatina em relagdo a R. eriarcha. Heterocromatina na
regido pericentromérica parece ser uma caracteristica comum em Rhamdella, visto ser esta
uma caracteristica comum nas trés espécies analisadas at¢ o momento, bem como a
heterocromatina associada a RON ser composta por bases GC, o que ¢ muito comum em
peixes neotropicais. Porém, a presenca de dois pares com heterocromatina rica em AT
observado apenas em Rhamdella sp. pode ser uma caracteristica espécie-especifica.A
presenca de heterocromatina terminal ¢ muito recorrente em exemplares do género
Pimelodella (Vissotto, Foresti e Oliveira, 1999; Vasconcelos ¢ Martins-Santos, 2000; Garcia e
Almeida-Toledo, 2010; Gouveia et al., 2013) assim como Cetopsorhamdia iheringi (Vissotto
et al., 1999), Imparfinis holandi (Margarido ¢ Moreira Filho, 2008) ¢ em diversas espécies do
género Rhamdia ( Garcia et al, 2010, Moraes et al., 2007, entre outros) no entanto, em regiao
pericentromérica ¢ encontrada em menor quantidade. Rhamdella microcephala analisada por
Fonseca et al. (2003) revelou heterocromatina apenas na regido pericentromérica, diferindo
das duas espécies analisadas no presente estudo.

O fato da regido organizadora de nucléolos apresentar-se CMA;" e, portanto, rica em
GC para as trés espécies aqui analisadas ¢ uma caracteristica comum em heptapterideos,
sendo o mesmo observado em Rhamdella microcephala (Fonseca et al, 2003), e em diversas
espécies dos géneros Imparfinis (Stolf et al, 2004, Margarido e Moreira Filho,
2008),Pimelodella(Vasconcelos e Martins-Santos, 2000; Vidotto et al, 2004; Garcia e
Almeida Toledo, 2010a) e Rhamdia (Fenocchio et al, 2003b; Moraes et al, 2007; Moraes et al,
2010; Garcia e Almeida-Toledo, 2010b), indicando mais uma vez que esta ¢ uma

caracteristica bem conservada na familia.
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Diante das informagdes obtidas neste estudo, evidencia-se variabilidade deste grupo de

peixes e reinteram a importancia da ampliacdo de estudos citogenéticos em exemplares dos

géneros Pimelodella e, principalmente, Rhamdella. Os dados revelam divergéncias tanto inter

quanto intraespecificas na microestrutura cromossdmica das espécies estudadas, indicando

mais uma vez o dinamismo dos processos evolutivos que tem agido sobre a diferenciacio

cariotipica na familia Heptapteridae.

Tabelal- Dados citogenéticos em species dos géneros Pimelodella e Rhamdella. m

metacentrico; Sm submetacentrico; St

subtelocentrico; aacrocentrico; p brago

curto; q brago longo; 2n numero diploide; NFnimero fundamental. Rf =

referéncias
Espécies Localidade 2n Karyotypic formula NF RON Rf
Pimelodella R. Araqua/SP 46 20m + 20sm + 6st 86 Simples, st, p, terminal 1
avanhandavae

P. avanhandavae R.Capivara/SP 46 20m + 20sm + 6st 86 Simples, st, be, terminal 1
P. aff. avanhandavae R. Tibagi/PR 52 30m + 22sm 104 Simples, m, bc, terminal 2
P. australis Lagoa dos Quadros/RS 58 34m +10sm+ 8st+6a 110 Simples, a, bc terminal 9

P. boschmai Mogi-Guagu Araras -SP 46 38m + 8sm - XY/XX 92 Simples, sm, bc terminal 3
P. gracialis Parana Mariapolis — SP 46 34m + 12sm 92 Simples, sm, bc terminal 3

P. meeki R. Limoeiro/PR 46 30m + 12sm + 4st 92 Simples, sm, bc, terminal 4

P. meeki R. Couro de Boi/PR 46 30m + 12sm + 4st 92 Simples, sm, bc, terminal 4

P. meeki R. Gabriel da Cunha/PR 46 30m + 12sm + 4st 92 Simples, sm, bc, terminal 4

P. meeki Paranapanema Pilar do Sul /SP 46 28m + 12sm + 6st 92 Simples, sm, be terminal 3

P. meeki Paranapanema S. Miguel 46 28m + 12sm + 6st 92 Simples, sm, be terminal 3

Arcanjo/SP

P. meeki Rb Jacutinga/PR 46 26m + 14sm + 6st 92 Simples, sm, be terminal 5

P. meeki R. Parana/PR 46 26m + 16sm + 4st 92 Smples, sm, bc , terminal 6

P. lateristriga Paraiba do Sul Angra/RJ 58 36m +22sm 116 Simples, sm, be terminal 3
Pimelodella sp. R. Mogi-Guagu/SP 46 2= 40m-sm + 6st-a XX - Simples, m-sm, bc, 7

?=40m-sm + 6st-a XY terminal
Pimelodella sp.1 R. Parana/PR 46 20m + 20sm + 6a 92 Simples, sm, bc,terminal 8
Pimelodellasp.2 R. Parana/PR 52 22m + 22sm + 8st 104 Simples, sm, be, terminal 8
Pimelodella sp. Pardo Cardoso/SP 46 34m + 12sm 92 Simples, sm, bc terminal 3
Pimelodella sp. Arroio Ribeiro/RS 58 34m +10sm+ 8st+6a 110 Simples, sm, bc terminal 10
Rhamdella.eriarcha Rio Forquetinha/RS 58 46m+ 8st+ 4a 112 Simples, m, bl terminal 10
R. microcephala R.Machado/MG 56 18m + 30sm + 8st-a 84 Simples, sm, bl, 9
intertsticial
Rhamdella.sp Rio Maquiné/RS 58 42m +12st +4a 112 Simples, m, bl terminal 10

1) Vissotto et al., 1999a;2) Swarga et al.,2003;3) Garcia e Almeida-Toledo, 2010;4) Vidotto et al, 2004; 5)
Gouveia et al., 2013; 6) Borba et al, 2012; 7) Dias and Foresti, 1993;8) Vasconcelos and Martins-Santos, 2000;9)
Fonseca et al. (2003); 10) Presenteestudo.
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Figural— Locais de Coleta — Mapa do Brasil indicando, no lado direito o estado do Rio
Grande do Sulmostrando em:a) Rio Forquetinha; b) Arroio Ribeiro; c¢) Rio
Magquiné; d) Lagoa dos Quadros.
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Figura 2 — Cariotipos de: A) Pimelodella australis (Lagoa dos Quadros); B) Pimelodella sp
(Arroio Ribeiro). O par portador da regido organizadora de nucléolos encontra-se
evidenciado em cada box.
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Figura 3 — Metafases somaticas de Pimelodella australis com BC coradas com Giemsa,
CMA; e DAPI, respectivamente, em: a, b,c) Lagoa dos Quadros; d,e,f) Arroio
Ribeiro. Setas indicam o par portador da regido organizadora de nucléolos.
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Figure 4 — Caridtipos de: A) Rhamdella eriarcha (Rio Forquetinha), B) Rhamdella sp. (Rio

Magquiné). Cada Box indica o par portador da regido organizadora de nucléolo.
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Figura5— Metafases somaticas com BC coradas com Giemsa, CMA; e DAPI,
respectivamente, em: a, b,c) R. eriarcha (Rio Forquetinha); d,e,f) Rhamdella sp.
(Rio Maquiné). Setas indicam o par da RON e as cabecas de seta em f indicam
blocos AT ricos.

Ko
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4 CONSIDERACOES FINAIS

1.

A revisdo de dados citogenéticos para a familia Heptapteridae revelou
variabilidade no numero dipléide, bem como a presenca de polimorfismos
numéricos (presenga de cromossomos B e triploidia). Revelou também um padrao
simples de RON para a maioria das espécies estudadas e evidenciou a presenca de
um par portador dos cistrons ribossomicos 5S para a maioria das populagdes onde
esta sonda foi utilizada.Foi possivel observar que a heterocromatina neste grupo de
peixes encontra-se mais frequentemente em regides terminais, centroméricas ou
pericentroméricas, no entanto, no género Imparfinis heterocromatina intersticial ¢

recorrente;

O ntmero diploide de 58 cromossomos foi encontrado em todas espécies
analisadas, exceto Heptapterus mustelinus do Arroio Colombo que apresentou
2n=54; uma mesma formula cariotipica foi encontrada em H. mustelinus do Rio

Forquetinha e Heptapterus sp do Rio Maquiné.

Um padrio de RON simples foi encontrado nas espécies de Rhamdella,
Pimelodella e em Heptapterus sp A porém, as duas populagdoes de Heptapterus
mustelinus apresentaram os cistrons ribossomicos de DNAr 18S em quatro

Cromossomaos.

A localizagdo das sequéncias génicas de DNAr 5S foi determinada apenas nos
exemplares do género Heptapterus, onde foi possivel identificar apenas um par
cromossomico portador. Entretanto, em Heptapterus sp A este sitio foi observado

€m ape€nas um Cromossomao,

Diferencgas e similaridades na distribui¢do e composi¢ao da heterocromatina foram

identificadas em todas as populagdes estudadas.

Este trabalho contribui com a primeira descricdo cariotipica para Pimelodella
australis, Heptapterus sp, Rhamdella sp ¢ Rhamdella eriarcha, sendo que esta

ultima trata-se de um topotipo.
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Diferencas tanto interespecificas como intraespecificas em relagao ao bandamento
cromossdmico nas espécies estudadas, revelam que um processo de diferenciagao
cariotipica estd ocorrendo de forma dindmica e que estudos citogenéticos,
associados a outros dados biolégicos e moleculares, podem fornecer informagdes
que irdo auxiliar na compreensdo dos processos evolutivos que agem sobre este

grupo de peixes.
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