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RESUMO

No presente trabalho foram analisadas nove espécies de peixes, de quatro géneros, pertencentes a
familia Cichlidae, coletadas em bacias hidrogréaficas distintas. Crenicichla britskii e Crenicichla
haroldoi coletados na bacia do rio Paranapanema, Gymnogeophagus gymnogenys,
Gymnogeophagus labiatus, Geophagus brasiliensis, Crenicichla punctata, Crenicichla lepidota e
Australoheros sp. coletadas na bacia do lago Guaiba/RS, sendo que a Ultima espécie e Crenicichla
maculata também foram coletadas na bacia do Tramandai/RS. Os dados citogenéticos revelaram
que todos os individuos apresentaram 2n = 48 cromossomos, mas com diferencas nas formulas
cariotipicas. As espécies do género Crenicichla apresentaram formula cariotipica de: 6m + 42st-a
e NF = 54 para C. lepidota e C. maculata; 2m + 6sm + 40st-a e NF = 56 para C. britskii
(populacdo do ribeirdo Taquari/PR); 4m + 6sm + 38st-a € NF = 58 para C. britskii (populacdo do
rio Paranapanema/SP) e C. punctata; e 6m + 4sm + 38st-a € NF = 58 para C. haroldoi. A férmula
cariotipica de Geophagus brasiliensis foi de 4sm + 44st-a e NF = 52. Para as duas espécies de
Gymnogeophagus as constituices cromossdmicas foram: 4m + 44st-a e NF = 52 para G.
gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro; 6m + 42st-a e NF = 54 para G. gymnogenys do
GasOmetro e 4m + 4sm + 40st-a e NF = 56 para G. labiatus. Australoheros sp. apresentou 2m +
8sm + 38st-a e NF = 58. Em Crenicichla lepidota foi observada a presencga de 1 a 3 cromossomos
B de tamanho pequeno, com variacdo tanto inter quanto intraindividual, sendo totalmente
heterocromatico. Em todas as espécies foram detectadas NORs simples, exceto C. britskii do rio
Paranapanema e G. gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro que apresentaram uma
variacdo de 2 a 4 cromossomos marcados pela prata. As NORs foram coincidentes com as
constricdes secundérias, exceto em C. britskii do rio Paranapanema que apresentou apenas um dos
pares (par 5) correspondente com a constricdo secundéaria. C. britskii do rio Paranapanema, C.
maculata, G. gymnogenys e G. brasiliensis apresentaram heteromorfismo de tamanho da NOR,
também visualizado com a coloracdo de Giemsa. A heterocromatina mostrou-se distribuida nas
regides pericentromeéricas da maioria dos cromossomos do complemento, em todos os exemplares
analisados, sendo que as constrigdes secundarias revelaram-se heterocromaticas. A banda C
revelou NORs heterocrométicas para todas espécies, com excecdo de C. britskii do rio
Paranapanema e G. labiatus. Em Australoheros sp., foi visualizada uma banda heterocromatica
intersticial no braco longo de um par st-a; que se mostrou positiva para o fluorocromo CMA3. A
coloracdo com fluorocromo CMA3 foi correspondente aos cromossomos AgNORs, revelando que
a NOR ¢ rica em pares GC, entretanto, em C. britskii do rio Paranapanema foi observado que um
dos pares da NOR (par 6) ndo se mostrou CMA3 positivo. Através da coloragdo com DAPI ndo
foi observada nenhuma marcacao, revelando algumas regides DAPI negativas, coincidente com as
regides GC ricas, indicando que nestas espécies ndo ha regibes ricas em AT. Os dados
apresentados confirmam uma evolugdo conservativa, principalmente com relacdo ao ndmero
dipldide de cromossomos na familia Cichlidae, entretanto, mostram também uma diversidade
cariotipica entre algumas especies, revelando que rearranjos cromossomicos estruturais fazem
parte do processo evolutivo deste grupo de peixes.

Palavras-chave: Australoheros. Crenicichla. Geophagus brasiliensis. Gymnogeophagus.
Cromossomos B. NOR. BC. Fluorocromos.
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ABSTRACT

In the present study were analyzed nine species of fish, of four genera, belonging to the family
Cichlidae, collected in different basins. Crenicichla britskii and Crenicichla haroldoi collected in
the basin of the Paranapanema river, Gymnogeophagus gymnogenys, Gymnogeophagus labiatus,
Geophagus brasiliensis, Crenicichla punctata, Crenicichla lepidota and Australoheros sp.
collected in the basin of Guaiba Lake/RS, and the latter species and Crenicichla maculata also
were collected in the basin of Tramandai/RS. The cytogenetic data revealed that all individuals
had 2n = 48 chromosomes, but with differences in karyotypic formula. The species of the genus
Crenicichla had karyotypic formula: 6m + 42st-a and NF = 54 for C. lepidota and C. maculata;
2m + 6sm + 40st-a and NF = 56 for C. britskii (population of Taquari stream/PR); 4m + 6sm +
38st-a and NF = 58 for C. britskii (population of the Paranapanema river/SP) and C. punctata, and
6m + 4sm + 38st-a and NF = 58 for C. haroldoi. The karyotypic formula of Geophagus
brasiliensis was 4sm + 44st-a and NF = 52. For two species of Gymnogeophagus the chromosome
constitutions were: 4m + 44st-a and NF = 52 for G. gymnogenys of the Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro; 6m + 42st-a and NF = 54 to G. gymnogenys of the Gasémetro and 4m + 4sm + 40st-a and
NF = 56 for G. labiatus. Australoheros sp.presented 2m + 8sm + 38st-a and NF = 58. In
Crenicichla lepidota was observed the presence of 1 to 3 B chromosomes of small size, with inter
as intraindividual variation, being totally heterochromatic. In all species were detected simple
NORs, except C. britskii of the Paranapanema River and G. gymnogenys of the Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro who presented a variation of 2 and 4 chromosomes staining by the
silver. The NORs were coincident with the secondary constrictions, except in C. britskii of the
Paranapanema River that showed only one of the pairs (pair 5) corresponding to the secondary
constriction. C. britskii of the Paranapanema River, C. maculata, G. gymnogenys and G.
brasiliensis had size heteromorfism of NOR, also displayed with the Giemsa. Heterochromatin
was distributed in the pericentromeric regions of most of chromosome, in all specimens analyzed,
and the secondary constrictions were heterochromatics. The C banding revealed heterochromatics
NORs for all species, except for C. britskii of the Paranapanema River and G. labiatus. In
Australoheros sp. was viewed a heterochromatic interstitial band on the long arm of a pair st-a;
positive for the fluorochrome CMAS3. The staining with fluorochrome CMA3 was coincident to
chromosomes AgNORs, revealing that NOR is rich in pairs GC, however, in C. britskii of the
Paranapanema river was observed that one of the pairs of NOR (pair 6) did not show up CMA3
positive. By staining with DAPI were not observed any marking, revealing some regions DAPI
negative, coinciding with the GC rich regions, indicating that these species are not AT-rich
regions. The results confirm a trend conservative especially with respect to the diploid number of
chromosomes in the family Cichlidae, however, also show a diversity karyotype among some
species, revealing that structural chromosomal rearrangements are part of the evolutionary process
of this group of fish.

Keywords: Australoheros. Crenicichla. Geophagus. Gymnogeophagus. B chromosome. NOR. C
Banding. Fluorochromes.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA CICHLIDAE

Os Perciformes compdem a maior ordem dos Teledsteos atuais, sendo
considerada a maior e a mais diversificada, e compreende, entre as suas 18 subordens, cerca
de 150 familias, com aproximadamente 1.500 géneros e 9.300 espécies (NELSON, 1994). No
entanto, quase 60% das espécies neotropicais descritas se encontram em apenas oito familias:
Gobiidae, Cichlidae, Labridae, Serranidae, Blenniidae, Pomacentridae, Sciaenidae e
Apogonidae. As espécies que compbem esta ordem estdo amplamente distribuidas e dominam
a vida ocednica entre os vertebrados, além de formarem o maior componente da ictiofauna em
muitos ambientes dulcicolas tropicais e subtropicais. Devido a sensibilidade a baixas
temperaturas, quase nenhuma espécie € encontrada no extremo sul da América do Sul e
extremo Norte da América do Norte (BURGESS, 1991).

N&o ha nenhum atributo, ou seja, um carater especializado ou uma
combinacéo de caracteres, que possa definir os Perciformes como um grupo monofilético, ndo
podendo assim ser definido cladisticamente, sendo claramente um grupo polifilético e,
portanto, ndo-natural (BRUM, 1994). Lauder e Liem (1983) acreditam que os Perciformes
seja um grupo evolutivo basal e que varios outros grupos sdo derivados deste. Quando
comparados aos teledsteos inferiores, este grupo alcangou um nivel evolutivo significante
apesar de ser um grupo diverso ecologica e morfologicamente (NELSON, 1994).

A familia Cichlidae representa 0 maior e mais diversificado grupo de peixes
entre os Perciformes Neotropicais, sendo considerado um dos maiores grupos de teledsteos,
com cerca de 1290 espécies distribuidas em, aproximadamente, 227 géneros, sendo que a
grande maioria habita a Africa e América do Sul, com algumas espécies encontradas na
América Central e do Norte e em partes da Asia (MOYLE; CECH JUNIOR, 2000). As outras
familias de Perciformes ricas em espécies sdo: a Percidae, na Europa e América do Norte com
162 espécies, e a Osphoronemidae, no sul da Asia, com 50 espécies (NELSON, 1994).

Os representantes da familia Cichlidae, como os Scianidae, tém 0s raios
anteriores da dorsal e anal e o primeiro raio da ventral transformados em espinhos, entretanto,
a linha lateral é interrompida, uma anterior, que corre mais dorsalmente e outra posterior que

corre sobre 0 meio do pedunculo caudal (BRITSKI et al., 1986).
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Os ciclideos, em sua maioria, sdo peixes adaptados a ambientes Iénticos,
sendo por isso comumente encontrados em lagoas marginais, lagos e mesmo em rios nos
locais de aguas mais tranguilas. O principal fator que promove especiacdo nos ciclideos € o
fato de adaptarem-se a ambientes com certas condi¢Oes extremas e a maior parte deles terem
adaptacdes em relagdo a alimentacdo. Talvez, a riqueza e diversidade de espécies quanto a
adaptacOes troficas estejam diretamente relacionadas a larga exploracdo de habitats e nichos
(MOYLE e CECH JUNIOR, 2000). Uma caracteristica marcante é a sua tendéncia de formar
grupos extremamente especializados nos grandes lagos, especialmente

na Africa, nos lagos Malawi, Victoria e Tanganika contendo, mais ou
menos, 900 espécies endémicas de ciclideos (FRYER; ILES, 1972; RIBBINK, 1990).

A reproducéo nos ciclideos ndo apresentam uma época bem definida, como
ocorre em outras familias de peixes, podendo reproduzirem-se por um periodo mais longo,
fazendo-se, contudo, necessarios mais estudos sobre comportamento reprodutivo na natureza.
Esses peixes ndo apresentam dimorfismo sexual, diferindo somente no tamanho corpéreo,
onde os maiores sao 0s machos, a ndo ser na época de reproducdo quando, entdo, algumas
caracteristicas podem diferenciar os sexos. O cuidado parental € marcante entre os individuos
desta familia, sendo que este papel é desempenhado principalmente pelas fémeas, com
excecdo dos poucos casos onde o cuidado € biparental. Um outro traco caracteristico € o
cuidado com os ovos e guarda das larvas, onde muitas espécies incubam e desenvolvem seus
embrides oralmente (MOYLE; CECH JUNIOR, 2000).

No Brasil, os ciclideos representam apenas 6% da fauna de peixes de agua
doce (FELDBERG, et al., 2003), e esses peixes representam 2% do total de peixes exportados
do Brasil como ornamentais, além de terem um papel muito importante na pescaria tanto
como fonte de alimento, quanto como nas atividades de recreacdo e comercio para 0
ecoturismo, ja que sua distribuicdo pelo territorio nacional é ampla (BRITSKI et al., 1986).

A familia Cichlidae tem sido considerada um grupo monofilético sendo
extensivamente estudada porque constitui um exemplo de irradiacdo adaptativa. Kullander
(1998) propds uma arvore filogenética para a familia Cichlidae baseada em caracteres
morfologicos, onde organizou os ciclideos nas seguintes subfamilias: Etroplinae,
Pseudocrenilabrinae, Retroculinae, Cichlinae  (tribos:  Crenicichlini e  Cichlini),
Heterochromidinae, Astronotinae (tribos: Astronotini e Chaetobranchini), Geophaginae
(tribos: Geophagini, Acarichthyini e Crenicaratini) e Cichlasomatinae (tribos: Acaroninii,
Cichlasomatini e Heroini). Neste mesmo estudo, Kullander propés que o género Retroculus é

considerado o mais basal dos ciclideos neotropicais, seguido por Cichla e Crenicichla, que
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sdo considerados grupos irmaos.

Farias et al. (2000), utilizando as informagdes morfologicas e moleculares
disponiveis, propuseram uma nova arvore filogenética para os Cichlidae, sendo esta analise de
filogenia considerada a mais completa para os ciclideos sul- americanos. Esta nova arvore
filogenética mostrou-se bastante semelhante a anteriormente proposta por Kullander (1998),
corroborando os dados que os ciclideos africanos e neotropicais pertencem claramente a
diferentes clados monofiléticos. Entretanto, algumas diferencas foram observadas como, por
exemplo, em relacdo a localizagdo do género Crenicichla, que Farias et al. (2000) nao
considera como sendo basal e sim localizado junto a subfamilia Geophaginae; 0s géneros
basais sdo: Retroculus, Cichla e Astronotus. Outras diferencas foram em relagdo a Acaronia
gue ndo pertence mais a tribo Acaroninii, sendo incluida agora na tribo Cichlasomatini, dentro
da subfamilia Cichlasomatinae; e ao género Heterochromis, que Kullander (1998) coloca com
sendo um ciclideo neotropical e na nova arvore filogenética como pertencente ao clado dos
ciclideos africanos (FARIAS et al., 2000).

1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DA FAMILIA CICHLIDAE

De modo geral, os estudos citogenéticos em peixes tém crescido de forma
expansiva ao longo dos anos, mas continuam sendo poucos os dados obtidos, quando
comparados a outras classes de vertebrados. Um levantamento das informacdes
cromossémicas sobre peixes, feito por Brum (1995), relatou que cobrem apenas 14% das
espécies conhecidas.

Na ordem Perciformes, caracterizada como a maior e a mais diversificada
dentre os Teleosteos, os dados citogenéticos podem ser considerados escassos,
particularmente em espécies marinhas, apesar da grande maioria dos Perciformes habitarem o
ambiente marinho. Segundo o levantamento de Affonso (2000), foram descritos os cari6tipos
de cerca de 600 espécies de Perciformes, correspondendo, aproximadamente, a 7% o0 ndmero
de espécies descritas para esta ordem, de modo que 80% das espécies descritas
citogeneticamente sdo de populacbes dulcicolas. Segundo Feldberg et al. (2003), das 150
familias de Perciformes, em 50 delas sdo encontradas, no minimo, uma espécie cariotipada.

Nos Perciformes, o numero diploide (2n) mais freqliente é o de 48

cromossomos, com predominancia de acrocéntricos, sendo uma caracteristica altamente
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conservativa no grupo. No entanto, o numero fundamental (NF), portanto a férmula
cariotipica, apresenta uma grande variacdo, com a maioria das espécies apresentando um NF
igual ou superior a 48 (BRUM, 1995; BRUM; GALETTI JUNIOR, 1997; entre outros).

Os padrBes divergentes de cariétipos em Perciformes sdo encontrados,
preferencialmente, nas espécies dulcicolas, representadas na sua maioria pela familia
Cichlidae, que € a mais estudada citogeneticamente, ou em outras familias como os Gobiidae
e Bleniidae, que apresentam habitos mais sedentarios. Essa constatacdo parece corroborar a
importancia do isolamento geografico, vagilidade e tamanho populacional na formacéo e
fixacdo de rearranjos cromossdmicos durante a evolucdo das espécies e contribuindo para
maior grau de variacdo entre as populacdes (BRUM, 1996; BRUM; GALETTI JUNIOR,
1997; GALETTI JUNIOR et al., 2000).

Os primeiros estudos citogenéticos realizados na familia Cichlidae
iniciaram-se com Post, em 1965, nas espécies Hemichromis bimaculatus, Neolamprolous
leleupi, Oreochromis alcalicus, Pseudocrenilabrus multicolor e Pseudocrenilabrus
multicolor. Entre as 1.292 espécies conhecidas apenas 120 tém sido analisadas
cariotipicamente em estudos onde, na maioria das vezes, estdo limitados & determinacdo do
naimero dipldide (2n), o qual foi encontrado variando de 32 a 60 cromossomos. Estes

resultados estdo compilados na tabela 1:



Tabela 1 — Dados cariotipicos da familia Cichlidae (2n = nimero dipldide, NF = nimero fundamental).

Subfamilia Espécies Localidade In Férmula Cariotipica NE Referéncias
Etroplinae Erveplus maculatus 46
E. suratensiz 48
Pseudocrenilabrinae Haplochromis burtoni Africa 40 | 140 sm+265t.a 5 11
H flavijjesephi Mar da Galiléia 44 | 10m.sm+34sta 54 16
Hemichromis bimaculatus 44 3
44 28 15
Melanochromis auratus Africa 46 | 12m.sm+34st.a 3 11
Neolamprolous leleupi 48 3
Oreochromis macrachir Zaire 44 [
44 | 6m sm+38st.a 30 0
Q. alealicus 48 3
Q. andersonii 44 | 4m sm~+40st.a 48 0
44 | 6m sm+38st.a 3 20
0. aureus 44 | 10m.sm+34st.a 34 16
Mar da Galiléia 44 | 6m sm+38st.a 30 21
Q. mossambicus
44 9;11
44 |4dm sm 22 5
Q. nileficus 40 11
Pizcicultura 44 2:6;15;27; 32
44 | 4m sm+40st.a 48 62
Pelvicachromis pulcher 48 1
Freudocrenilabrus multicolor 44 3
Sarotherodon galilasus 44 11; 13; 16
44 | 6m sm+38st.a 30 0
5. mossambica Africa 14 | 6msm=38sta 50 11
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Cichlinae

5. multifasciatus

Tilapia busumana

T congica
T. guineensis

T macrocephala
T mariae
T rvendalli

T sparrmanii
T zillii
Triztramella sacra

T simonies

Cichla sp.
C. monoculus
C. famensis

Crenicichla sp.

Crenicichla sp. 1
Crenicichla sp. 2

Crenicichla sp. A
Crenicichla sp. B

C. cincta

C. “saxafiliz”

Laire

Africa

Eibeirdo Preto (SP)
Fio Iguagu (PR)
Zaire

Mar da Galiléia
Mar da Galiléia

Mar da Galiléia

Tucurni (PA); Amazonas (AM)

Amazonas (AM)

Fonte comercial; Amazonas (AM)
Fio Parana (Argentina)

Fio Itajai-Acu (SC)

Fio Iguagu (PR)

Fio Iguacu (PE)

Amazonas (AM)

Amazonas (AM)

Amazonas (AM)

Uriguai

44
44
44
44

40
40
44
44
42
38
44
44
44
18
48
18
46
48
48
18
48
18
48
48
48

10m, sm+34at.a

fm =m~+36st,a

4m sm~+36st.a
fm =m+32st.a
160m,sm+28st.a
10m, sm+34st.a
8m =m~+3dst,a

10m, sm+34at.a

Gm_sm+38st.a
Gm_sm+38st.a
48st.a
48st.a
48st.a

Gm.am+42st,a
8m =m~+40st,a

8m_ =m~+40st.a
fm sm+40st.a
Gm am~+42st,a
fm sm+40st.a
fm sm+40st.a

4m sm~+44st.a

32

44
48
60
54
50

16
20; 43
43
17; 43
40
34; 41
56
68
68
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Astronotinas

Geophaginae

™

C.

C
A

A
A

Chastobranchopsis australis
Acarichihys heckelli

Apistegranmima agassizii

A

A
A

" of saxatilis

. Iguassnensis

. Inpa

. lacustris
" lepidota

" Inecius
" niederleinii

. notophthalmus
. veticulata

. semifasciata
strigata

. vittata
strenots sp.

. crassipinniz

. ocellafis

. borellii

. gFhmannii
. steindachneri

Fio Peixe-boi, PA

Fio Iguagu (PR)

Fio Iguagu (PR)

Amazonas (AM)

Fegistro (SP)

Fio Cagao (RI)

Miranda (MS) e Ric Parana (PE)
Misiones (Argentina)

Fonte comercial-

Misiones (Argentina)

Fio Piguin (PE)

Fio Tibagi (PR)

Fio Parana (PE)

Fonte comercial-

Fio Ustumi e Amazonas (AM)
Misiones (Argentina)

Miranda (MS)

Fonte comercial
Miranda (MS3)

Fio Paraguvai (MT)
Amazonas (AM)

Fonte comercial
Miranda (MS); Manaus (AM)

Miranda (MS)
Fonte comercial
Fonte comercial

Fonte comercial

Fonte comercial

48
18
18
48
48
48
48
48
18
18
18
18
48
48
18
18
18
48
48
48
48
18
48
48
18
18
46
38
46
16

Gm am~+42st,a
8m_ =m~+40st.a

Gm_sm~+42st.a

Gm_sm~+42st.a
10m, sm+38at.a
Gm_sm~+42st.a

Gm am~+42st.a
10m. sm+38st.a
14m sm+34at.a

Gm_sm+42st.a

Gm_sm+42st.a
Gm_sm~+42st.a
Gm_sm~+42st.a

Gm_sm~+42st.a

18m_ sm+30zt.a

Gm_sm~+42st.a
12m sm+36at.a
48st.a
Gm_sm~+42st.a
24m_sm+22zt.a
22m sm+16st.a

24m, sm+22st.a

54
56
54
54
58
54

34
38
62
34
34

4
54

66

96
54
60
48
54

a0

-

92

17;

n

1

63
68

60

15. 7

61
25; 26; 37

58

17

58

63

36

37
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Cichlasomatinae

A mifaseiata
Dicrossus filamentosus

Geophagus sp.
G. alfifions
G. brasiliensiz

G. surinameansis
Guianacara sp.
Gymnogeophagus sp.
&. gymnogenys

G. balzanii

. labiatus
G. lacusmris

. rhabdotus
Satanoperea acuticeps

S, jurupari

5. pappaterva

Acaronia nassa
Aequidens sp.

Misiones (Argentina)
Fonte comercial
Bio Parana (Argentina)

Amazonas (AM)
Bio Claro (5P); Bic Paranapanema (5P)

Brotas; Sao Carles; Pirassununga; Registro
(SP)
Bibeirdo Preto (5P)

Fonte comercial; Amazrdmia; Rio Tibagi
(PE): Ric Iguacu (PR)

Mariea (BT Bic Ignacu (PE)

Lagoa Rodrigo de Freitas (BT} Rio
Paranapanema (SP); Rio Sapucai (MG)
Fonte comercial. Amazonas (AM)

Bio Trombetas (PA)

Ric Parana (Argentina)

Bacia Jacui Tramandai (RS)

Miranda (MS); Rio Parana (Argentina)
Bacia Jacui/Tramandai (BES)

Bacia Jacui Tramandai (RS)

Bacia Jacui/ Tramandai (BS)

Bio Peixe-boi (PA)

Amazénia (AM)

Fonte comercial: Catalio (AM)
Cataldo (AM)

Cataldo (AM)

Bio Parana (PE)
Marchantaria e Cataldo (AM)
Amazdnia (AM)

16
46
48
48
48
48

48
48
48
18
48
48
18
18
48
48
18
48
48
48
48
48
48
48

48

48

12m sm+34st.a

dm zm+44dst.a

2m zm+46st.a
Jmsm+45st.a
4m sm+44st.a
6m sm+42st.a
8m =m~40st,a

dm zm+4dsta

4m sm~+44dst.a

4m sm+44st.a
2m sm+46st.a
4m sm+44st.a
4m sm+44st.a

4m sm+44st.a

4m sm+44st.a
Fmozm+43sta
6m sm+42st.a

Gmzm+42st.a
S0st.a
48st.a

LA
[E)

LA
I

L LA LA
[ T

LA
I

17; 53; 69
44; 47; 67
35; 37; 44; 46
17; 25; 26

30

[ I ]
L=< B ]

24,26: 41
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A metaes

A plagiozonatus
A. pulcher

A rivalafus

Amphilophus citrinellus

A. macracanthus

Archocentrus cantravchus

A. nigrofasciatus

A. septemfasciaius
Bujurguina sp.

B. vittata

Caguetaia kraussii
C. spectabilis
Cichlasoma sp. C
C. amazonarum

C. beani

C. bimaculatum

C. dimerus

C. facemim

C. istlanum

C. octofasciatus

Fio Parana (PR)

Fio Cuartoe (Costa Rica)

Fio Cuarte (Costa Rica)
L. Mindn (AM)

Misiones (Argentina)

Amazonas (AM)
Fio Paraguai (MT)
L Mindn (AM)

Meéxico

Misiones, Argentina

Urnguai
Eegistro (S5P); Rio Claro (SP): 530 Mateus
do Sul (PR); Rio Tibagi (PR)

Fio Amacuzar e Fio Huamito (México)

48
48
48

Gm_sm~+42st.a

dm sm~+44dst,a
8m sm+40st.a
fm sm~+40st,a
36m sm+12at.a
Gm_sm~+42st.a

Gm_sm~+42st.a
4m sm~+44st.a
Gm am~+42st,a

8m_ =m~+40st.a

26m sm+18zt.a

Gm_sm-+44st.a

S0st.a

2m sm~+46st.a
Gm_sm~+42st.a
44st a

Gm.am+42st,a

fm. =m+40st.a
10m,sm+38st.a

8m_ sm+40st.a

Gm_sm~+42st.a

30
54
14
54

36
08
34

17: 64
il

40

s
17
49
17
58
10

15; 26; 47; 067
54

17

22



C. paranaense
C. salvini

C. rimaculatus

Cleithracara maronii
Herichthys cyanoguttatus

H. labridens
H minckleyi
Heros sp.

Herotilapia mulfispinosa

Hypselecara coryphaenocides
Lastacara of. dorsigera

Mesonauta festivus

M insignis

Nondopsis tetracanthus
Nannacara anomala
Neetroplus nematopus

Farachromis dovii

F. managuensis

Prevophvllum scalare

Guaravera. Londrina (PR)
Ric Parana (PR)

Belize

Mexico
5. Fioverde (México)
Mexico

Marchantaria e Cataldo (AM)
Fonte comercial

Bio Parana (PE)

Fio Negro (AM)
Fio Negro (AM)
Fio San Juan, (Cuba)

Bio Cuarto (Costa Rica)

Fonte comercial; Amazdnia (BR)

48
48
52

48
50
50
48
48
48
48
48
48
48
48
46
435
44
43
48
48
48
48
48
44
48
48
48
48
44

14m sm+34st.a
20m_ sm+28zt.a

28m sm+24st.a

Gmzm+42st.a

12m sm+38zt.a

6m sm+42st.a
6mzm+42sta
Gm sm~+42st.a

Gmzm+42st.a

6m sm+42st.a
Gm sm+42st.a
2m =m+46st.a
3m sm~+46st.a
4m sm+4dst.a
Fmsm+4dst.a

8m zm+40st.a
2m sm+36st.a
2m sm+36st.a

6m sm+42st.a

18m_ sm+26st.a

8m =m~40st,a

8m =m~40st,a

Gm sm~+42st.a
dm zm+4dst a

62
68
104
80
54
100
62
04
54
54
54
54
06
54
54
48
48
48
48
06
56
60
60
54
62
56
56
06
54

17
17: 39

23



24

Symphysodon aeguifasciatus

5. dizeus

Uaru amphiacanthoides

Amazdnia (BE)
Fio Amazonas, Tefé (AM)
Manacapuru (AM); Amazdnia (BE)

Amazdnia (BE)

a0
60
60
60
60

60
60
60

46

42m sm+18micy
42m sm+18micy
citotipes A e B
44m sm+16:t.a
44m sm+16micy
38m. sm+2st.a
42m sm+18micy
46m_ sm+14micr
48m_ sm+12micr

Bm sm+38st.a

102
102
104
104
118

102
106
108

54

N
= |

— e e
-

36
12
12

17

Beferéncias: 1- Jakowska (1950} 2- Chervinski (1964); 3- Post (1963); 4- Ohno e Atkin (1966); 5- Natarajan e Subrahmanyvam (1968); 6- Jalabert er al. (1971
7- WNishikawa et al. (1973); 8- Natarajan e Subrahmanyam (1974); 9- Fukuoka e Murameto (1973); 10- Ovhenart-Perera ef al. (1973); 11- Badr e El Dir (1976); 12- Praszad
e Manna (1976); 13- Badr e E1 Dir (1977); 14- Michele e Takahaski (1977); 15- Zahner (1977); 16- Kornfield et al. (1979); 17- Thompson (1979); 18- Arai e Koike (1980);
19- Moreira-Filho et al. (1980); 20- Vervoort (1980); 21- Thompson (1981); 22- Nijjhae et al. (1983); 23- Rab ef al. (1983); 24- Feldberg e Bertollo (1984); 25- Feldberg e
Bertollo (1983a); 26- Feldberg e Bertollo (1985b); 27- Majumbar e McAndrews (1988); 28- Peixoto e Erdtmann (1988); 29- Vénere (1988); 30- Feldberg ef al. (1990); 31-
Martins-Santos et al (1990); 32- Foresti af all (1993); 33- Fenocchio ef al (1994): 35- Oliveira ef al (1994); 36- Salgado ef al. (1994); 37- Martins et al (1993); 38-
Salgado ef al (1993); 39- Erichand ef al (1996); 40- Eezende sf al. (1996); 41- Boncati ef al. (1996); 41- Salgado ef al (1996); 43- Alves (1998); 44- Brum ef al. (1998);
45- Corazza et al. (1998); 46- Couto er al (1998); 47- Quijada e Cestari (1998); 48- Loureiro e Dias (1998); 49- Santos er al. (1998Y; 50- Alves er al. (1999%; 51- Farias er
al (1999%: 52- Mendonga of al (1999); 53 Mizoguchi e Martins-Santos (1999%; 54- Urnbe-Alcocer of al (1999); 55- Fanias ef al (2000); 56- Loureiro ar al. (2000); 57-
Mesquita et al. (2000): 58- Roncatt er al (2000); 59- Santos erf al. (2001); 60- Benzaguem er al (2002); 61- Brum et al (2002); 62- Torres e Ledio (2002); 63- Lorscheider
(20043 64- Marescalchi (2005); 65- Martins-Santoes ef al. (2003); 66- Mendonga (pers. comm ) apud. Feldberg et al | 2003; 67- Vicani et al. (2008); 68- Mizoguch: ef al

(200773; 69- Pires at al. (2008).

Fonte: Atnalizada e modificada a partir de Thompson (1979), Affonso (2000) e Feldberg of al. (2003).



25

Conforme demonstrado na tabela anterior, o nimero dipldide 2n = 48
cromossomos é encontrado em 78 das 120 espécies de ciclideos analisadas até 0 momento
(65%). De acordo com Thompson (1979) o nimero dipl6ide igual 48 cromossomos € 0 mais
basal neste grupo de peixes, o que explica sua alta freqliéncia dentro da familia. Segundo
Feldberg e Bertollo (1985a), a evolugdo dos cromossomos dos Cichlidae deve ser
conservativa, com muitas espécies mantendo o numero diploide de 48 cromossomos e com
inversdes pericéntricas explicando as variagdes do nimero diploide (NF), de 32 a 60.

Segundo Cano et al. (1982), as inversdes pericéntricas estdo entre 0s
principais mecanismos envolvidos na evolugdo do cariétipo em Teledsteos, levando a
alteragdes no numero de bragcos cromossémicos. A maioria das opinides apontam para uma
tendéncia no aumento do nimero fundamental (NF), seguida da reducdo do nimero dipldide
(2n). Realmente, os dados compilados em ciclideos evidenciam que a ocorréncia de
modificagdes que alteram a morfologia cromossdmica sdo mais freqiientes que aquelas
envolvendo variagdes numéricas, o que ja foi relatado para ciclideos sul-americanos por
Thompson (1979) e Feldberg e Bertollo (1985a).

Desta maneira pode ser tracado um modelo de distribui¢cdo geogréafica dos
nameros dipldides, onde os ciclideos africanos apresentam um 2n igual a 44, com variacao de
32 a 48 cromossomos e um NF de 44 a 88; enguanto os ciclideos neotropicais apresentam um
2n igual a 48, com variacdo de 38 a 60 cromossomos e um NF de 44 a 118 (Tabela 1).

O estudo cromossdmico realizado por Thompson (1979) em 41 espécies de
ciclideos neotropicais forneceu o primeiro cenario para o entendimento da evolucao
cariotipica desta familia. Dentre as especies estudadas, 31 apresentaram 2n igual a 48
cromossomos, sendo que, entre as demais, foram encontradas 7 espécies com 2n abaixo (2n =
38, 44 e 46) e 3 espécies com 2n acima daquele valor (2n = 50, 52 e 60).

Posteriormente, varios outros pesquisadores contribuiram com dados
citogenéticos, como Kornfield (1984) que apresentou informacdes cromossémicas para 70
especies de ciclideos.

Feldberg e Bertollo (1985a), realizaram estudos citogenéticos em 10
espécies de ciclideos de varias localidades, sendo eles: Astronotus ocellatus, Batrachops
semifasciatus, Cichlasoma facetum, Chaetobranchopsis australe, Crenicichla lacustris,
Crenicichla lepidota, Crenicichla vittata, Geophagus brasiliensis, Geophagus surinamensis e
Gymnogeophagus balzanii. Todas as espécies apresentam 2n = 48 cromossomos, em ambos
0s sexos, ocorrendo variagdes no NF: C. australe NF = 48, G. brasiliensis e G. balzanii

apresentaram NF = 50, G. surinamensis NF = 52, B. semifasciatus e os trés Crenicichla NF =
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54, C. facetum NF = 58 e A. ocellatus NF = 60. A impregnacdo pelo nitrato de prata
evidenciou em todas as espécies 1 par de cromossomos portadores da NOR, localizada na
porcdo terminal ou intersticial, exceto em C. australe que apresentou apenas 1 cromossomo
nucleolar. Todas as marcacdes das NORs se encontravam sobre as constrigdes secundarias
(Feldberg e Bertollo, 1985b).

Martins et al. (1995) estudando 5 especies de ciclideos: Cichlasoma
paranaense, Geophagus brasiliensis, Satanoperca papaterra, Crenicichla niederleinii e C.
lepidota, da regido de Porto Rico, da bacia do rio Parand — PR, exceto G. brasiliensis que
pertencia ao rio Pirap0, da bacia do rio Paranapanema — PR, observaram um namero dipldide
(2n) igual a 48 cromossomos em todas as especies, em ambos 0s sexos, mas também houve
variacdes nas formulas cariotipicas entre eles (Tabela 1).

Ainda, nestas cinco espécies analisadas por Martins et al. (op. cit.), a
heterocromatina foi limitada a regido pericentromérica e a blocos sobre a constricdo
secundaria, exceto em C. niederleinii que ndo apresentou um padrdo de banda C satisfatorio e
somente em C. lepidota apareceu uma marcacao intersticial adicional. A analise das regides
organizadoras de nucléolo (NORs) detectou apenas 1 par nas espécies, exceto em C. lepidota
que apresentou NORs multiplas (2 pares).

Outro estudo em Geophagus brasiliensis foi conduzido por Brum et al.
(1998) de duas lagoas diferentes do Rio de Janeiro: Rodrigo de Freitas e Maricd. Em ambas as
localidades o namero dipléide encontrado foi de 48 cromossomos, sendo o NF igual a 56 e
54, respectivamente. As NORs foram encontradas no brago curto de 1 par cromossémico,
com marcacdes terminais; mas na populacdo da lagoa Rodrigo de Freitas observou-se um
mosaico de NORs, sendo encontradas de 1 a 6 marcagfes, com variacdes no tipo
cromossémico. O bandamento C evidenciou marcacGes pericentroméricas e blocos
heterocromaticos teloméricos em alguns cromossomaos.

Loureiro (1999) também realizou estudos em G. brasiliensis das bacias dos
rios Tibagi — PR e Itajai-Acu — SC e duas populac6es de Cichlasoma paranaense, apenas da
bacia do rio Tibagi — PR, que revelaram o 2n igual a 48 cromossomos e NF = 54 e 68,
respectivamente. A NOR em G. brasiliensis estava localizada em 1 par de cromossomos st-a
coincidindo com a constricdo secundaria, j& em C. paranaense este par se localizava em
cromossomos sm, exceto uma das populacdes que apresentava NORs multiplas. Em ambas as
espécies o tratamento com cromomicina (CMAS) coincidiu com as marcagdes encontradas
pela impregnagdo pelo nitrato de prata, e o fluorocromo DAPI ndo revelou nenhuma

marcacdo, sendo as contri¢des secundarias negativas para este.
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Em G. brasiliensis a heterocromatina se manteve conservada na regido
centromérica, sendo também observada em regido telomérica, correspondendo a constricdo
secundaria, e uma marcacao intersticial. Em C. paranaense, apds utilizacdo da enzima de
restricdo Alu | foi observado um padrdo semelhante a distribuicdo da heterocromatina,
localizada em posicdo centromérica e um bloco telomérico sobre a constricdo secundéria
(LOUREIRO, 1999).

Estudos realizados por Uribe-Alcocer et al. (1999) em Cichlasoma
instlanum, pertencente aos rios Amacuzar e Huamito no México, revelaram 2n = 48
cromossomos e NF = 56, nas duas populagdes. O padrdo do bandamento G, com bandas
centroméricas em alguns cromossomos sm e intersticiais em alguns st-a, foi similar em
exemplares de ambas as localidades.

O primeiro dado citogenético do género Crenicichla foi apresentado por
Oyhenart-Perera et al. em 1975, descrevendo C. sexatilis, mostrando 2n = 48 com 2 pares de
cromossomos metacéntricos e 22 pares de acrocéntricos e nimero fundamental (NF) igual 52.
Posteriormente, Thompson (1979) investigou 4 espécies do género Crenicichla: C. lepidota,
C. lucius, C. notophthalmus e C. strigata, todas com 2n = 48 e estrutura cariotipica de 6
Cromossomos sm e 42 cromossomos st-a e NF = 54.

Loureiro et al. (2000) estudaram duas espécies de Crenicichla: C.
niederleinii, da bacia do rio Tibagi — PR e Crenicichla sp., da bacia do rio Itajai-Acu — SC,
com numero dipldide igual a 48 cromossomos e NF igual a 56 e 58, respectivamente. A
constricdo secundaria foi encontrada no brago curto do primeiro par cromossémico
metacéntrico em ambas as espécies onde, através da impregnacdo por nitrato de prata,
mostrou-se AgNOR positiva. O bandamento C mostrou-se conservativo, apresentando o
mesmo padrédo observado por Martins et al. (1995), em C. niederleinii e C. lepidota.

Feldberg e Bertollo (1985b) também tinham observado que a constricdo
secundaria era AgNOR positiva nas espécies Crenicichla lacustris, C. vittata, C. lepidota e
Martins et al. (1995) em C. niederleinii.

Ainda, nas duas espécies de Crenicichla analisadas por Loureiro et al.
(2000), o tratamento com CMAsz mostrou resultados similares a do nitrato de prata (NOR),
caracterizando uma regido rica em bases CG e no tratamento com DAPI ndo foi observada
nenhuma marcacdo, sendo a regido da constricdo secundaria negativa, semelhante ao
resultado de Loureiro (1999) em G. brasiliensis e C. paranaense.

Lorscheider (2004) estudando as especies C. niederleinii e C. iguassuensis,

dos rios Piquiri e lIguagu — PR, respectivamente, verificou um 2n igual a 48 cromossomos e
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NF = 64. As NORs estavam localizadas no segundo par de cromossomos sm, correspondendo
com a constricdo secundaria. O fluorocromo especifico mitramicina, evidenciou regides CG
ricas em um par cromossémico, correspondente a NOR. A heterocromatina mostrou-se
distribuida nas regides centroméricas e em blocos associados as NORs.

Mais recentemente, Mizoguchi et al. (2007) analisaram trés espécies de
Crenicichla: C. iguassuensis, Crenicichla sp. 1 e Crenicichla sp. 2, do rio Iguacu — PR. As
analises citogenéticas mostraram similaridades em relagcdo ao 2n = 48 cromossomos, formulas
cariotipicas e NF = 56. A impregnac&o por nitrato de prata evidenciou marcagdes intersticiais
no braco curto do primeiro par metacéntrico para todas as trés populagdes de Crenicichla,
coincidentes com as constricbes secundarias e com as marcagdes de cromomicina As. O
padrdo de heterocromatina também foi similar entre as trés espécies, com bandas
pericentroméricas em quase todos 0os cromossomos, entretanto, Crenicichla sp. 2 apresentou
marcagdes em ambas regides terminais de alguns cromossomos, padréo este que ndo tinha
sido observado ainda no género Crenicichla. A NOR ndo se mostrou banda C positiva,
podendo ser caracteristico destas espécies do rio Iguacu, ja que a mesma espécie analisada por
Lorscheider (2004), do rio Piquiri - PR, apresentou associa¢do da heterocromatina com a
NOR.

Em estudos feitos com Geophagus brasiliensis por Pires et al. (no prelo) de
diferentes pontos da bacia do rio Tibagi - PR, também foi observada a ocorréncia de um
complemento de 48 cromossomos, sendo a maioria do tipo subtelo-acrocéntrico, uma
caracteristica comum em G. brasiliensis, com NF = 52. A AgNOR foi observada no braco
curto de um par cromossdmico do grupo st-a, coincidindo com a constricdo secundaria, nas
duas populac6es sendo que em uma delas foi observado um heteromorfismo de tamanho desta
regido. Resultados coincidentes foram encontrados pelo tratamento com o fluorocromo
cromomicina (CMA3), comprovando que a NOR, nesta espécie, € rica em pares de bases CG.
A heterocromatina mostrou-se distribuida na regido centromérica da maioria dos
Cromossomos, assim como na constri¢do secundaria.

Vaérios trabalhos como os de Feldberg e Bertollo (1985b), Martins et al.
(1995), Brum et al. (1998), Loureiro (1999), Loureiro et al. (2000), relatam um
heteromorfismo no tamanho das NORs entre os cromossomos homologos, podendo ocorrer
variacdes tanto intra quanto interindividuais.

Em 2006, Vicari et al. analisaram G. brasiliensis e C. facetum provenientes
de diferentes rios do estado do Parana, as quais apresentaram 2n = 48 cromossomos, com

predominancia de cromossomos do tipo subtelo-acrocéntricos, caracterizando um NF = 54 e
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58, respectivamente. A regido organizadora de nucléolos foi identificada no brago curto de um
par st-a, coincidente com a constricdo secundaria e correspondente as marcacdes pelo
fluorocromo CMAs. A banda C revelou marcacBes heterocromaticas nas regides
pericentroméricas e AgNORs para ambas as espécies. Entretanto, os autores verificaram
bandas intersticiais em alguns cromossomos de G. brasiliensis do rio Jaguariaiva, além de
apresentar uma maior quantidade de heterocromatina quando comparada com as outras
populacgdes.

A hibridagéo in situ (FISH), quando realizada com sondas de DNAr 18S,
revela com exatiddo os cromossomos portadores das regides organizadoras de nucléolos,
confirmando os resultados obtidos pelas técnicas de nitrato de prata, como pode ser
evidenciado em Oreochromis niloticus (OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1999),
Geophagus brasiliensis (PIRES et al., no prelo; VICARI et al., 2006) e Cichlasoma facetum
(VICARI et al., op. cit.). Em relacéo a utilizagdo da sonda de DNAr 5S, Vicari et al. (2006)
observaram marcacOes intersticiais no braco longo de cromossomos diferentes aos dos
portadores dos cistrons de DNAr 18S, em C. facetum e G. brasiliensis.

Polimorfismos cromossdmicos ja foram relatados em Cichlidae por Martins-
Santos et al. (2005), onde a espécie Laetacara cf. dorsigera apresentou 4 citétipos diferentes,
com 2n = 46, 45, 44 e 43 cromossomos. As diferencas nas formulas cariotipicas estavam
relacionadas com o0 numero de cromossomos metacéntricos presentes, sendo estes
inversamente proporcionais ao seu nimero dipldide, levando assim a um NF constante igual
48. Eventos de fusdes céntricas, como a translocacdo Robertsoniana, e formacdo de
isocromossomo, estariam envolvidos neste processo de polimorfismo, explicando a variacéo
do nimero dipléide e dos cromossomos metacéntricos nesta espécie.

Pesquisadores como Thompson (1979), Feldberg e Bertollo (1985a), Brum
et al. (1998), Martins et al. (1995), Loureiro et al. (2000), entre outros, ndo confirmam a
presenca de cromossomo sexual nas espécies de ciclideos estudadas.

Segundo Feldberg et al. (2004), que realizou um trabalho com Crenicichla
reticulata, Cichla monoculus e Cichla sp. da bacia Amazobnica, foi possivel verificar a
presenga de cromossomos supranumerarios ou Bs em células somaticas. Essas trés espécies
apresentaram 2n igual a 48 cromossomos, mais 1 a 3 microcromossomos B. A banda C
revelou que este microcromossomo era completamente heterocromatico.

Martins-Santos et al. (2005) também observaram em Laetacara cf.
dorsigera de 1 a 2 cromossomos B em um dos seus cit6tipos (2n = 44 cromossomos) e sua

origem poderia ser explicada pela perda de segmentos cromossémicos da regido centromérica,
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envolvidos no processo de fusdo céntrica de dois acrocéntricos.

Anteriormente, Feldberg e Bertollo (1984) e Martins et al. (1995)
observaram cromossomos B em Gymnogeophagus balzanii, Geophagus brasiliensis,
Satanoperca papaterra e Crenicichla niederleinii. Em G. balzanii o cromossomo B estava
limitado a células germinativas (FELDBERG e BERTOLLO, 1984; SALGADO et al., 1994;
respectivamente). Corpuasculos de cromatina foram encontrados em células somaticas de G.
brasiliensis da bacia do rio Paranapanema — PR, S. papaterra e C. niederleinii da bacia do rio
Parana — PR, e estes corpusculos podem ser considerados cromossomos B microcromossomos
(MARTINS et al., 1995).

Considerando os dados cromossomais disponiveis em mais de 120 espécies
de ciclideos, somente oito espécies foram descritas carregando cromossomos B. Isto
representa cerca de 5,2% dos ciclideos cariotipados, o qual consiste com a frequiéncia de
cromossomos B nos peixes em geral (FELDBERG et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo geral caracterizar citogeneticamente
diferentes espécies da familia Cichlidae, visando contribuir com mais informacdes a respeito
desta familia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» analisar e comparar os cariétipos de espécies de peixes da familia

» Cichlidae da bacia do Rio Paranapanema, da bacia do Lago Guaiba/RS e
do Tramandai/RS;

» detectar as regides organizadoras de nucléolos (NORs) e analisar a
distribuicdo de heterocromatina;

» identificar as regifes cromossOmicas ricas em pares de bases G-C e A-T;
contribuir com mais dados citogenéticos sobre este grupo de peixes

para um melhor entendimento de suas relacGes evolutivas.
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3 ESPECIES ESTUDADAS E LOCAIS DE COLETA

Para o presente trabalho foram analisadas nove espécies de peixes da familia
Cichlidae, pertencendo a quatro géneros: Australoheros, Crenicichla, Geophagus e
Gymnogeophagus (Figura 1). Estas especies foram coletadas em diferentes pontos de duas

bacias hidrogréaficas distintas:

3.1 BACIA DA LAGOA DOS PATOS/RS

A bacia Lagoa dos Patos pode ser subdividida em duas outras menores: as
bacias do Lago Guaiba e do Tramandai (Figura 2). No Lago Guaiba foram coletadas seis
especies, em diferentes pontos, sendo:

- Saco da Alemoa: Geophagus brasiliensis, Crenicichla lepidota,

Crenicichla punctata, Gymnogeophagus gymnogenys, Gymnogeophagus
labiatus e Australoheros sp.;

- Gasbmetro: G. brasiliensis, C. lepidota, C. punctata e G. gymnogenys;

- Barra do Ribeiro: G. gymnogenys;

- Forqueta: G. labiatus, C. punctata e Australoheros sp.;

- Forquetinha: Australoheros sp.

Na bacia do Tramandai foram coletadas apenas duas espécies: Crenicichla

maculata e Australoheros sp., ambas do rio Maquiné (Figura 2)

3.2 BACIA DO R10 PARANAPANEMA

Nesta bacia foram coletadas duas espécies de Crenicichla: C. britskii,
coletada no ribeirdo Taquari/PR e rio Paranapanema/SP, e C. haroldoi coletada no ribeirdo
Pavao/PR (Figura 3).



Figura 1 — Fotos das espécies coletadas: Australoheros sp. (A), Crenicichla britskii (B),
Crenicichla haroldoi (C), Crenicichla lepidota (D), Crenicichla maculata (E),
Crenicichla punctata (F), Geophagus brasiliensis (G), Gymnogeophagus
gymnogenys (H) e Gymngeophagus labiatus (I).
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Figura 2 — Imagens de satélite da Bacia da Lagoa dos Patos/RS e do Tramandai/RS. Os
pontos amarelos indicam os locais de coletas.

Fonte: Google Earth.
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Figura 3 — Imagens de satélite dos locais de coleta da bacia
do rio Paranapanema. Os pontos amarelos
indicam os locais de coletas.

Fonte: Google Earth.
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CAPITULO 1

Diversidade cariotipica entre duas especies de

Crenicichla (Perciformes, Cichlidae) da bacia

do rio Paranapanema-

= Este artigo sera enviado para Journal of Fish Biology.
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Diversidade cariotipica entre duas espécies d€renicichla

(Perciformes, Cichlidae) da bacia do rio Paranapamaa.

Larissa Bettin Pirés Lucia Giuliano-Caetartee Ana Lucia Dias

1. Departamento de Biologia Geral, Universidadeadtisil de Londrina, CCB, 86051-990, Londrina, PR,

Brasil, larissa.pires@gmail.com

Resumo

As andlises citogenéticas foram realizadas em dispecies pertencentes ao género
Crenicichla C. britskii e C. haroldoi coletadas em diferentes pontos da bacia do rio
Paranapanema. As duas espécies apresentaram umronwhpdoide igual a 48
cromossomos, com diferencas intra e interespesifiqpganto as formulas cariotipicas.
Crenicichla britskij apresentou 2m + 6sm + 40st-a e NF = 56 para algpgio do ribeirdo
Taquari/PR; e 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 pargpalpgao do rio Paranapanema/SEP;
haroldoi apresentou 6m + 4sm + 38st-a e NF = 58. O nitlatgrata detectou NORs
simples em ambas as espécies, com excecdo da gaputke C. britskii do rio
Paranapanema que apresentou uma variacdo de ebmdssomos nucleolares. As NORs
foram coincidentes com constricbes secundarias,etexem C. britskii do rio
Paranapanema que apresentou apenas um dos par@RAglNar 5) correspondente a
constricdo secundaria. A heterocromatina mostroudistribuida nas regides
pericentroméricas dos cromossomos, sendo que aricbrs secundarias revelaram-se
heterocromaticas. A banda C revelou NORs heterattioas para as espécies, exceto um
dos pares nucleolares (par 6) @e britskii do rio Paranapanema, o qual também se
mostrou CMA negativo. Todos os demais cromossomos AgNORs f@iA3 positivos

e através da coloracdo com DAPI nao foi evidenciaglghuma marcacao fluorescente.
Este trabalho mostra pela primeira vez os dadogeamitéticos para estas espécies e revelam
uma variabilidade cariotipica pata britskiie um padrédo conservativo p&aharoldoi

Palavras-ChavesCCrenicichla Cichlidae, NOR, BC, fluorocromos, Paranapanema
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Introducao

A familia Cichlidae apresenta uma grande varieabdespécies de peixes,
sendo considerada um grupo altamente especialifddtander, 1998). Dentre o0s
ciclideos, o géner€renicichlaé um dos mais numerosos, compreendendo cerca de 74
espécies predadoras, facilmente reconhecidas deviftoma do corpo alongada, boca
grande e prognata, ocorrendo em sua grande maiarig@giao tropical e subtropical da
América do Sul (Kullander & Lucena, 2006).

Os ciclideos sdo os peixes mais estudados citagemeinte entre 0s
Perciformes. No entanto, no géné&renicichla,apenas quinze espécies foram analisadas
até o momento e, destas, apeGasnicichlasp. ndo apresentou o numero diploide igual a
48 cromossomos, segundo um levantamento citogengt@lizado por Feldbergt al.
(2003).

O objetivo do presente trabalho foi analisar disgeeies d€renicichla C.
britskii e C. haroldoi através de diferentes técnicas de bandamentmssamico, visando
contribuir com mais informacdes para uma melhoadarizacdo deste género, sendo a

primeira descricdo citogenética para estas espécies

Material e Métodos

Foram analisados 9 exemplares (4 machos e 5 féndea€yenicichla
britskii coletados no ribeirdo Taquari/PR e no rio Paramaypa/SP; e 4 espécimes (2
machos e 2 fémeas) dérenicichla haroldoicoletados no ribeirdo Pavao/PR. Todas as

localidades pertencem a bacia do rio Paranapanema.
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Para a obtencdo dos cromossomos mitéticos, fazadh a técnica de
preparacao direta, proposta por Bert@ataal. (1978). A morfologia dos cromossomos foi
embasada na razdo dos bracos proposta por Letvah (1964), com modificacdes,
classificando-os em metacéntricos (m), submetacéstfsm), considerados com 2 bracos
cromossOmicos, e subtelo-acrocéntricos (st-a) caimado para a determinacdo do namero
fundamental (NF).

A deteccéo da regido organizadora de nucléolos @@Bla impregnacao
por nitrato de prata e a determinacdo do padrabetkrocromatina foram realizados de
acordo com as técnicas descritas por HowelBlack (1980) e Sumner (1972),
respectivamente. Para a determinacéo dos sitios el bases GC e AT foram utilizadas
as técnicas de coloracdo com cromomicinaeADAPI, de acordo com as técnicas de

coloracao descritas por Schweizer (1980), com rnuadibes.

Resultados

As duas analisadas apresentaram o numero dipl&@dg iGual a 48
cromossomos, no entanto, foram observadas difesemges formulas cariotipicas:
Crenicichla britskiicom 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 para ambas adagdjms (Figura
1A e B); eC. haroldoiapresentou 6m + 4sm + 38st-a e NF = 58 (Figura(L&hela 1).

Os espécimes deCrenicichla britskij do ribeirdo Taquari (PR)
apresentaram uma constricdo secundaria localizadagi@o terminal do braco longo do
5° par cromossémico do complemento, sendo um creonos do tipo sm (Figura 1A). Em
C. britskii do rio Paranapanema (SPEeharoldoj as constricbes secundarias localizaram-

se intersticialmente no braco curto do primeiroggamossémico do grupo m (Figura 1B e
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C). Além dissoC. britskii nas duas localidades, apresentaram uma conssggamdaria
adicional no braco longo do par 20 (st-a), paraufacdo do Taquari e par 5 (sm) para a
populacdo do Paranapanema (Figura 1 A e B); nétataadiocalidade foi observado um
heteromorfismo de tamanho da constricdo entre o®logos desse par (Tabela 1 e Figura
3).

As regides organizadoras de nucléolos (AgNORsidmxalizadas em um
par de cromossomos pdta britskii do ribeirdo Taquari/PR @. haroldoj com marcacfes
terminais no braco longo do 5° par do complemeato) ((Figura 1D) e intersticiais no
braco curto do maior par metacéntrico (Figuras g As NORs foram coincidentes
com as constricdes secundarias observadas petagidocom Giemsa.

Em C. britskii, da populacdo do rio Paranapanemaf8ifjossivel observar
uma variacdo de 2 a 4 cromossomos AgNORs, estamdonaacacOes localizadas nas
regides terminais dos bracos curtos de um par Isdteocéntrico (par 6) e dos bracos
longos de um par submetacéntrico (par 5), senaoldtiino coincidente com a constri¢cao
secundéria adicional observada na coloragdo conmgaiee apresentando o0 mesmo
heteromorfismo quanto ao tamanho (Figuras 1E, 8beld 1).

A banda C revelou marcacdes heterocrométicas,ildiglas na regido
pericentromérica da grande maioria dos cromossamassociadas as NORs em ambas
espécies (Figura 2 A, B e C), exc&obritskii do rio Paranapanema cuja NOR localizada
no par 6 € banda C negativa (Figura 2Bn C. britskii as constricbes observadas no par 1
(populacdo do rio Paranapanema) e no par 20 @belraquari) ndo relacionadas a
AgNORs mostraram-se heterocromaticas (Figura B\ e

O tratamento com o fluorocromo cromomicing évidenciou marcacdes
fluorescentes coincidentes com a NOR, nas duagiespenalisadas, apresentando no par

5 deC. britskii do rio Paranapanema, o mesmo heteromorfismo dantaonque j& tinha



41

sido evidenciado pelo Giemsa e prata (Figura 1 B,HLC. britskii do rio Paranapanema,
também apresentou uma marcacao intersticial @ptsitiva no braco curto do primeiro
par metacéntrico (Tabela 1). Na coloracdo com DA$ths regibes ndo apresentaram

marcacodes fluorescentes, aparecendo como bandasvasdFigura 1 D, E e F).

Tabela 1 - Resumo dos resultados obtidos com o gé@emicichlano presente trabalho (2n = ndmero
dipléide, NF = namero fundamental, CS = Constri@ecundaria, NORs = Regides Organizadoras de
Nucléolos, HC = Heterocromatina, CMA Cromomicina A).

Espécies Localidade 2n  Férmula Cariotipica NF Cs NORs HC CMA
] Multipla: Par 1 (i
. Paranapanema (SP) 48 4m+6sm+38sta  58&arl() Par 2 ® C 0
Crenicichla Par 5 (t)* . Par 5 (t)*
Par 5 (t)
britskii
Taquari (PR) 48 4m+6sm+38sta 58 Par5() Simples: c Par 5 (t)
Par 20 (t) Par 5 (t)
Crenicichla . . .
_ Pavio (PR) 48 6m+4sm+38sta 58 pyr () Simples: C Par 1 (i)
haroldoi Par 1 (i)
Legenda:t = terminal; i = intersticial; C = pericentroméai * = heteromorfismo.
Discusséao

As duas espécies d&renicichlaanalisadas revelaram um numero diploide
(2n) de 48 cromossomos, que ocorre em todas asiespdo génercCrenicichla
analisadas até o momento, excétenicichlasp., estudada por Rezereteal. (1996), que
apresentou 2n = 46 cromossomos. Segundo Thomp8@A)( os ciclideos apresentam 2n
= 48 cromossomos do tipo subtelo-acrocéntricos gpéaes basais, onde a presenca de
cromossomos meta-submetacéntricos significa queiotipo é derivado e quanto maior a
presenca de cromossomos acrocéntricos mais ancestéao caridtipo. Esta hipotese é
compartilhada por Feldbergt al. (2003) que considera o géne€@renicichla mais
derivado, pois apresenta cromossomos metacén&isosmetacéntricos.

Apesar das espécies analisadas apresentarem o mésngoo dipldide,,

elas diferiram na quantidade de cromossomos mdtam@ne submetacéntricasS. britskii
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apresentou 4m + 6sm + 38st-& eharoldoiém + 4sm + 38st-a. Tais diferencas podem ser
devidas a inversfes pericéntricas que estdo desbap#o um papel importante na
diversidade cariotipica destas espécies.

C. britskii do rio Paranapanema haroldoiapresentaram uma constricao
intersticial no braco curto do primeiro par cron@sego do grupo m, que também foi
descrito por outros autores em outras espécie€dergCrenicichla como:Crenicichla
sp., C. iguassuensjsC. lacustris C. lepidota C. niederleiniie C. vittata (Feldberg &
Bertollo, 1985; Martinset al, 1995; Loureiroet al, 2000 e Mizogucheet al; 2007);
demonstrando que este cromossomo, com constrigdmdsria intersticial, parece ser
caracteristico do génerG. britskii, do ribeirdo Taquari, entretanto, ndo mostrou gaten
com constricdo intersticial e sim na regido terinida braco longo do 5° par
cromossOmico do complemento, sendo um cromossorntipalem (Figura 3).

Interessante notar, que & britskii, de ambas as localidades, observou-se
uma constricdo secundaria adicional no braco lodgopar 20, para a populacdo do
Taquari e par 5 para a populagdo do Paranapanemaheteromorfismo de tamanho
(Figura 3). A observacao desta constricdo secumddicional nunca tinha sido relatada na
literatura, podendo indicar, a principio, uma ctedstica diferencial par@. britskii.

Analisando os resultados obtidos p&eenicichla haroldoj verificamos
gue os padrbes encontrados tanto para a macroogaanicroestrutura foram semelhantes
com as da literatura, apresentando caracteristimasideradas tipicas deste género, tais
como, a presenca do maior par cromossémico conmtrggdits secundaria intersticial no
braco curto, como visto em varias outras espé@éxehicichlaja estudadas (Feldbeeg
al., 2003). Outras caracteristicas como: um par dema@ssomos marcados
intersticialmente pelo nitrato de prata e CiAcorrespondente com a constricdo

secundéria, e a distribuicdo pericentromérica darberomatina e coincidente com a
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NOR, também s&o consideradas conservadas @eeaicichla como frequentemente
observado neste género por Martatsal. (1995), Loureiroet al. (2000), Mizoguchet al.
(2007), entre outros.

Entretanto, enC. britskii ndo foi observada esta conservacao cariotipica,
apesar de possuirem o mesmo numero diploide tadsen@mdo no género e na familia
Cichlidae, pois apresentaram caracteristicas @®pmgue as diferiram em relacdo ao
padrdo geral encontrado para as demais espécibsadna até o momento, bem como
entre as populacdes aqui estudadas.

Na analise das NORs, através da impregnacao pa@tanite prata, foi
verificado um sistema de NORs simples p&a britskii, do ribeirdo Taquari, com
marcacfes no braco longo de um par cromossoémico(pstm 5) correspondentes a
constricdo secundaria (Figura 3). No entanto,nbritskii do rio Paranapanemfgram
observados 2 pares nucleolares: o par 5, corresptsd constricdo secundaria, e o par 6;
a constricdo encontrada no par 1 ndo € coincidemte sitios AQNORs (Figura 3). A
ocorréncia de NORs multiplas pode indicar que psfaulacdo apresenta caracteristicas
apomorficas em relacdo a da outra localidade edaijdgue possui NORs simples. O
heteromorfismo de tamanho encontrado no par &ehritskiido rio Paranapanema, pode
ser devido a um crossing-over desigual entre as@ssomos homoélogos.

A heterocromatina enCrenicichla britskii mostrou-se distribuida nas
regibes pericentroméricas da maioria dos cromossoenmas constricdes secundarias,
caracteristica comum do género, entretanto, sonasntenstricdes do par 5 para ambas as
populacdes s&o correspondentes as AgNORs (Figurain8icando a presenca de
heterocromatina associada aos cistrons ribossaem&@mbém néo relacionada as NORs
(Figura 3). O Unico relato de NORs multiplas negd@ero foi feito por Martingt al.

(1995) enC. lepidota coletada na regido de Porto Rico, da bacia dBarana/PR.
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Em C. britskii do rio Taquari foram verificadas marcacoes GMV#0s
mesmos sitios AgNORs, entretar@o britskii, do rio Paranapanema, que possui NORs
multiplas, apresentou novamente um padrao distgangdo observado que apenas um dos
pares AgNOR (par 5) € CM#positivo, isto €, rico em bases GC (Figura 3).tAl@sesma
localidade observou-se uma marcacao intersticialpaio 1, que € coincidente com a
heterocromatina sendo esta, portanto, compostamiadntemente de bases GC (Figura
3), diferente das heterocromatinas pericentromgrica

As diferencas citogenéticas encontradasCeroritskii podem ser resultantes
de um isolamento geografico entre as populacdesilrdo Taquari/PR e do rio
Paranapanema/SP. Segundo Ploeg (1991) ao e§tudaitskii, verificou que esta espécie
era endémica da bacia do Alto Parana e que estamisido era resultante da pequena
capacidade de deslocamento destes peixes, pelddaerem altamente territorialistas, de
modo geral, ndo realizam extensas migracfes am ldagseu ciclo de vida e mantém-se
isoladas (Castro, 1999).

De acordo com Oliveirat al. (1988), populagbes que apresentam menor
mobilidade e quantidade de individuos sdo maiswvest em relacdo a sua macroestrutura
cariotipica, visto que o fluxo génico é menor prgmnando, assim, uma maior taxa de
fixagdo de alguma alteracdo cromossémica. E o qae estar ocorrendo com as duas
populacdes d€. britskii, onde o isolamento geogréfico facilitaria a fixaghe rearranjos
cromossomicos, levando a um processo de especiaeéddp que a populacédo de
britskii do rio Paranapanema apresenta caracteristicasdeai@das que a do ribeirdo

Taquari.
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Figura 1 — Caridtipos e pares AQNORs/CMAs de: Crenicichla britskii, do ribeirdo Taquari (A
e D), do rio Paranapanema (B e E) e C. haroldoi (C e F), respectivamente. Em detalhe, nos

cariotipos, as constri¢fes secundarias.
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Figura 2 — Metafases sométicas com banda C de: Crenicichla britskii, do ribeirdo

Taquari (A), do rio Paranapanema (B) e C. haroldoi (C). As setas indicam os pares
cromossdmicos com constricdo secundaria e as cabecas de setas as constricdes

secundarias adicionais em C. britskii.
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Figura 3 — Pares cromossémicos com constri¢fes secundarias, AQNORs, Banda C e

CMAG: das populacdes de C. britskii.
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CAPITULO 2

Estudos citogenéticos em trés espécies de
Crenicichla (Perciformes, Cichlidae) da bacia

hidrogréfica Lagoa dos Patos/RS

" Este artigo seré enviado para Biological Research.
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Resumo

No presente trabalho foram analisadas trés espéeiesenicichlg coletadas na regidao da
Lagoa dos Patos/RS. Todos exemplares apresentaram@ cromossomos, distribuidos
em 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 p@rnicichla punctatae 6m + 42st-a e NF = 54 para
Crenicichla maculatae Crenicichla lepidota com ocorréncia de cromossomos B de
tamanho pequeno nesta uUltima espécie, com vartagdo inter quanto intra-individual e
totalmente heterocroméatico. Em todas as espécieNGiRs localizaram-se na regiao
intersticial do brago curto do maior par cromoss@do complemento, correspondentes
as constricbes secundarias, sendo queCemmaculatafoi observado heteromorfismo de
tamanho da NOR. O tratamento com CMrevelou apenas a NOR com marcacdes
fluorescentes e com o DAPI nao foi evidenciada osrdh marcagdo cromossomica. A
heterocromatina mostrou-se distribuida principakmaras regides pericentroméricas dos
cromossomos e coincidentes com as NORs. Este eshadtra a primeira descricao
citogenética d&€. maculatae C. punctatae confirma um padrdo conservativo no género,

mostrando mais uma ocorréncia de cromossomos B gagbo de peixes.

Palavras-Chaves:Crenicichlg Cichlidae, cromossomos B, bandamento cromossdmico

Lagoa dos Patos/RS
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Introducao

O sistema hidrologico do Rio Grande do Sul € congppsr duas bacias de
drenagem principais: a Bacia do Uruguai, cujas sigéa ter no estuario do Rio da Prata, e
a Bacia do Sudeste, que predomina na porcao ledistddo. A Bacia do Sudeste divide-
se em dois subsistemas, sendo o mais importanta baguna dos Patos, onde esta
localizado o complexo do Lago Guaiba (Hartmannree®ini, 1991).

A Bacia do Lago Guaiba representa um importanteamaal hidrico,
sendo um local de ocorréncias sazonais de alguspggies de peixes provenientes do sul
da Lagoa dos Patos com 56 espécies residentesrmattas, abrigando igualmente grande
diversidade animal e vegetal (Mdllerke et al., 2003

Dentro dos ciclideos neotropicais, 0 génécenicichla apresenta 74
espécies validas, sendo considerado o mais numeeogoamplamente distribuido no
territorio brasileiro (Kullander, 2003). Este gémer bastante estudado do ponto de vista
citogenético, com o primeiro estudo realizado pghéhart-Perera et al. (1975) em
Crenicichla sexatilis Desde entéo, varios estudos citogenéticos verdosesalizados,
estando em sua maioria resumidos a identificacamigoero dipldide, totalizando 15
espécies analisadas, até 0 momento.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar citegieamente trés espécies
de Crenicichla C. lepidota, C. maculata C. punctata através de analise convencional e
de bandamento cromossémico, sendo a primeira despd@ra as duas uUltimas espécies,

visando contribuir com mais informacdes para esip@de peixes.
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Material e Métodos

No presente estudo foram analisadas trés espéeeSrehicichla 5
individuos (2 machos, 1 fémea e 2 de sexo indeteho) deC. lepidotg 18 individuos
(12 machos, 5 fémeas e 1 de sexo indeterminad@) genctata coletados em diferentes
pontos da bacia do Lago Guaiba: Saco da Alemo&@n@=so e rio Forqueta, sendo que s6
C. punctatafoi coletada nesta ultima localidade, e 6 indigigl{2 machos e 4 fémeas) de
C. maculatacoletados no rio Maquiné/RS.

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas de maonmth a técnica de
preparacao direta, descrita por Bertollo et al7890s cromossomos foram classificados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e lsuteocéntricos (st-a), conforme
Levan et al. (1964), com modificagdes. Os cromossometa e submetacéntricos foram
considerados com dois bragos e o grupo st-a corbrago, para determinacdo do niumero
fundamental (NF).

As regides organizadoras de nucléolos e o padraalistebuicdo da
heterocromatina foram evidenciados segundo ascerpropostas por Howell e Black
(1980) e Sumner (1972), respectivamente. Os tratmwecom fluorocromos base
especificos cromomicina ;Ae DAPI foram realizados de acordo com a técnica de

coloracao descrita por Schweizer (1980), com meatifies.

Resultados e Discussao

Estes sdo os primeiros dados citogenéticos @eeaicichla maculatae C.

punctatae assim comd. lepidotatodas apresentaram um conservado nuamero dipldide
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(2n) de 48 cromossomos, corroborando com os daalditecatura até o momento, ja que
todas as espécies @renicichla possuem este 2n, exce@wenicichla sp., estudada por
Rezende et al. (1996) com 2n = 46 cromossomosetanto, apesar da conservacao do
namero dipléide, variacfes na formula cariotipmain encontradas, onde lepidotae C.
maculataapresentaram a mesma constituicdo de 6m + 42sianero fundamental (NF)
igual a 54 (Figura 1 A e B) €. punctata4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 (Figura 1C). O
namero fundamental (NF), bem como o 2n, esta exgtriaixas encontradas na literatura,
que € de 52 a 62.

Variacbes na formula cariotipica, como as encoatrath Crenicichla
punctataem relacdo as outras duas espécies, ja foram eadastem outras espécies de
Crenicichlae pode ser atribuida a eventos de inversdes p&i@aa) como ja sugerido por
Feldberg e Bertollo (1985).

Para as trés espécies analisadas foi observadecams#ricio secundaria
intersticial no brago curto do primeiro par cron@sgo do grupo m (Figura 1A, Be C), o
qual parece ser um cromossomo caracteristico dgdtero, talvez um marcador
citotaxondémico, sendo observado tambémracustrise C. vittata(Feldberg e Bertollo,
1985),C. lepidota(Martins et al., 1995)Crenicichlasp.,C. niederleinii(Loureiro et al.,
2000) eC. iguassuensi@Mizoguchi et al., 2007).

Nas populacbes d€. lepidotados 5 individuos analisados apenas dois
apresentaram de 1 a 3 cromossomos B ou supranumsede tamanho pequeno (Figura 1
A), com variacdo tanto inter quanto intra-indivijuauma frequéncia de 13,64 % (Tabela
1), sendo que um deles com uma maior frequéncta desmossomo. Dois e trés Bs foram
observados apenas é€nlepidotada populacdo do Gasémetro/RS que, coincidentendéente

uma regido mais urbana e mais poluida.
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Tabela 1 -Frequéncia de cromossomos B nas células somdggaslepidota.

) N° DE CROMOSSOMOS B TOTAL
INDIVIDUOS LOCALIDADE SEXOS )
0 1 2 3 N° DE CELULAS

174 Gasometro a8 3 4 4 1 12

208 Gasbmetro Q 26 0 0 0 26

248 Saco da Alemoa Q 8 11 0 0 19

253 Saco da Alemoa a8 28 0 0 0 28

298 SacodaAlemoa & 25 0 0 0 25
Total 90 15 4 1 110
(%) 81,82 13,64 3,64 09 100

A presenca de cromossomos B na familia Cichlidé® estrita a apenas
algumas espécies, sendo encontrados tanto emséeiminativas d&ymnogeophagus
balzanii (Feldberg e Bertollo, 1984), quanto em célulasdtitias deCichla sp., Cichla
monoculus Crenicichla reticulata (Feldberg et al., 2004) kaetacara cf. dorsigera
(Martins-Santos et al., 2005). Outros relatos desjpu@is cromossomos B foram feitos por
Martins et al. (1995), que descreveram a presercécdrpusculos de cromatina” em
células sométicas d&eophagus brasiliensisSatanoperca papaterree Crenicichla
niederleinii. O cromossomo B evidenciado e@ lepidota apresentou-se totalmente
heterocromético apdés o tratamento de banda C @igurA), como encontrado por
Feldberg et al. (2004).

As regibes organizadoras de nucléolos (NORs) fodetectadas pela
impregnacdo por prata em apenas um par cromossoeritdodas as espécies, sendo 0
primeiro par do complemento com marcacoes intéagtioo braco curto (Figura 1l D, E e
F), coincidentes com as constricdes secundariagmsvina coloracdo com Giemsa,
caracterizando assim um sistema de NORs simples gsmespécies; ef. maculatafoi

possivel verificar um heteromorfismo de tamanhd@d& (Figura 1 E).
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A presenca de NORs simples, localizadas interktieiate no braco curto
do maior par cromossémico é bastante conservade géesero, como visto por Loureiro
et al. (2000), Mizoguchi et al. (2007), entre osireendo encontrada apenas variacao
quanto a identificacdo do cromossomo portador d&k Nd@dendo ser em cromossomos
metacéntricos (Martins et al., 1995; Loureiro et aD00; Mizoguchi et al., 2007) ou
submetacéntricos (Martins et al., 1995).

NORs multiplas foram relatadas e@renicichla lepidota da regido de
Porto Rico proveniente da bacia do rio Parand/PRlisada por Martins et al. (1995),
sendo observados 2 pares nucleolares, situacamtalida encontrada nesta mesma espécie
do presente trabalh&. lepidotaja foi analisada em 3 diferentes localidades ecada
uma delas esta espécie mostrou algumas particadi@sdoroprias. Na populacdo analisada
por Feldberg e Bertollo (1985), na regido de MieMbB, a NOR estava localizada no
braco longo do par m; Martins et al. (1995), naidegle Porto Rico/PR, encontraram
NORs mudltiplas e na populacdo do Lago Guaiba faaoontrados cromossomos B. Estas
diferencas entre as trés populacdes podem secadpf pelo fato de pertencerem a bacias
hidrogréficas distintas, ocorrendo portanto umaswnto geografico entre elas, o que
facilitaria a fixagdo de rearranjos cromossomic@ havendo, € claro, um fluxo génico
entre as populagdes, proporcionando Guéepidota em cada localidade, apresente uma
caracteristica propria.

Pela coloragdo com o fluorocromo cromomicing fBram evidenciadas,
para as trés espécies analisadas, marcacfes fewres coincidentes com as NORs,
indicando que séo ricas em pares de base GC. @gptres de&C. maculataapresentaram
o0 mesmo heteromorfismo de tamanho que ja tinha suienciado na coloracdo com
Giemsa e prata. Na coloracdo com DAPI estas regides apresentaram marcagoes

fluorescentes, aparecendo como bandas negatiwedamdo a auséncia de regides ricas
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em AT. Estes dados coincidem com o0s encontrado$taratura para o género por
Loureiro et al. (2000) e Mizoguchi et al. (2007htietanto, apenas 0s primeiros autores
utilizaram o DAPI.

A distribuicdo da heterocromatina foi semelhantetedas as espécies de
Crenicichlaanalisadas, sendo observadas marcacdes pericéntrasina grande maioria
dos cromossomos e associadas as NORs (Figura 2A3)BO mesmo heteromorfismo de
tamanho observado na coloracdo com Giemsa e piagadontrado na banda C.

Este padrdo de distribuicdo de heterocromatinan@ baracteristico do
género sendo observado em diferentes espécies, eon®. lepidota (Martins et al.,
1995), Crenicichlasp.,C. niederleinii(Loureiro et al., 2000) €. reticulata(Feldberg et
al., 2004). No entanto, Mizogucht al. (2007) analisand@renicichlado rio Iguacu/PR,
verificaram que a NOR é banda C negativa, o quenmdsegundo 0s autores, caracterizar
as espeécies derenicichlado rio Iguacu/PR.

Os dados obtidos neste trabalho, para as trésies@alisadas, confirmam
um processo evolutivo mais conservativo no gér@gnenicichla bem como na familia
Cichlidae, contribuindo com mais informacdes noegénuma vez que traz a primeira
descricdo cariotipica d&. maculatae C. punctatae também mais uma ocorréncia de Bs

na familia Cichlidae e a primeira € lepidota
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Figura 1 - Caridtipos e pares AQNORsS/CMAS de: Crenicichla lepidota (A e D), C. maculata
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Figura 2 — Metafases somaticas com banda C para Crenicichla lepidota (A) com

cromossomo B (cabeca de seta), C. maculata (B) e C. punctata (C). As setas indicam 0s

Cromossomos com constri¢ao secundaria.
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CAPITULO 3

Caracterizacao citogenetica d&eophagus
brasiliensise de duas espécies d&ymnogeophagus

(Cichlidae, Geophaginae) do lago Guaiba/RS

" Este artigo sera enviado para Cytogenetic and Gene Research.
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Caracterizagao citogenética dé&seophagus brasiliensis de duas
especies dé&symnogeophagu£Cichlidae, Geophaginae) do lago
Guaiba/RS

Larissa Bettin Pirés Luiz Roberto Malabarla Lucia Giuliano-Caetarfoe Ana Licia
Dias"

a Departamento de Biologia Geral, Universidade Esthdie Londrina, CCB, 86051-990, Londrina, PR,
Brasil, larissa.pires@gmail.com

b Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncldsiversidade Federal do Rio Grande do Sul, 91501-

970, Porto Alegre, RS, Brasil.

Resumo

hY

Neste trabalho foram analisadas 3 espécies de spghestencentes a subfamilia
Geophaginae (Cichlidae) de diferentes localidadetago Guaiba/RS: Barra do Ribeiro,
Gasometro e Saco da Alemoa; e no rio Forqueta/R8asl as espécies apresentaram o
mesmo numero dipléide igual a 48 cromossomos, seqde Gymnogeophagus
gymnogenysapresentou duas formulas cariotipicas: a populdgd@aco da Alemoa/Barra
do Ribeiro com 4m + 44st-a e NF = 52 e a popula@giGasdmetro com 6m + 42st-a e NF
= 54. Gymnogeophagus labiat@gpresentou uma constituicdo cariotipica de 4m + #sm
40st-a e NF = 56 &eophagus brasilienside 4sm + 44st-a e NF = 52. Nas trés espécies
foram detectadas NORs simples, exceto na populded@. gymnogenyslo Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro que apresentou uma varidedd a 4 cromossomos com regides
nucleolares. Todas as NORs foram coincidentes corooastricbes secundarias, sendo
observado um heteromorfismo de tamanho destas esegém Gymnogeophagus
gymnogenys e Geophagus brasiliensis O tratamento com CMA mostrou-se
correspondente as AgNORs, e com o DAPI nado foi endhda nenhuma marcacao
fluorescente. O padrdo de distribuicdo da heteroatima foi semelhante em todas as
espécies, estando limitada as regides pericenticasélos cromossomos e associadas as
NORs, com excecao de. labiatusque apresentou apenas as marcagdes pericentrasnéric
Os dados mostram um padrao conservativéisemphagus brasiliensis uma variabilidade

cariotipica nas espécies Ggmnogeophagus
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Introducao

Dentre os Perciformes, a familia Cichlidae é ums Maiores familias de
vertebrados com 1300 espécies descritas, com ¢istnae até 1870 espécies. Somente as
familias de peixes dos Gobiidae e Cyprinidae, c8ible 2010 espécies, respectivamente,
competem pela posicao da familia mais numerosdgikagr, 1998).

A distribuicdo das espécies de ciclideos € ampddjtando a Africa,
América do Sul, América Central e partes da Asfareérica do Norte, vivendo nos mais
variados habitats (Moyle e Cech Junior, 2000).

Os Cichlidae da América do Sul compreendem cercd@eaéneros e
aproximadamente 450 espécies, e foi organizadaKpdlander, em 1998, em oito
subfamilias: Etroplinae, Pseudocrenilabrinae, Retimae, Cichlinae, Heterochromidinae,
Astronotinae, Geophaginae e Cichlasomatinae.

A subfamilia Geophaginae apresenta 18 génerospma® se sabe sobre a
citogenética deste grupo, pois apenas sete gépesstiem algum tipo de informacéo:
Acarichthys Apistogramma Dicrossus Geophagus Guianacara Gymnogeophague
Satanoperca sendo que Geophagus brasiliensisé a espécie mais estudada
citogeneticamente. A maioria dos dados obtidosarssdbfamilia estéo relacionados apenas
a identificacdo do namero diploide, férmula capata e localizacdo das NORs.

O presente estudo teve como objetivo uma analtegesiética em trés
espécies de dois géner@ymnogeophagus Geophagusda subfamilia Geophaginae, do
lago Guaiba/RS, através de diferentes técnicasaddamento cromossdémico, visando
contribuir com mais informacdes para um melhor rgfiteento da evolucdo cariotipica

neste grupo de peixes.
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Material e Métodos

Neste trabalho, foram analisadas trés espécieslfansilia Geophaginae:
15 individuos (8 machos, 5 fémeas e 2 de sexo a@ndetado) deGymnogeophagus
gymnogenysl3 individuos (5 machos, 5 fémeas e 3 de sexeténmhinado) dé&. labiatus
e 10 individuos (5 machos e 5 fémeasGa#®phagus brasiliensisoletados em diferentes
pontos do lago Guaiba/RS, nos pontos Barra do IRip&asémetro e Saco da Alemoa; e
no rio Forqueta/RS (Tabela 1).

Os cromossomos mitéticos foram obtidos pela técdeabtencdo direta,
descrita por Bertollo et al. (1978). A classificagios cromossomos em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm) e subtelo-acrocéntricos)(Steguiram a proposta por Levanal.
(1964), com modificacbes. Os cromossomos meta metacéntricos foram considerados
com dois bracos e 0 grupo st-a com um braco paeand@acdo do numero fundamental
(NF).

O padrdo de banda C foi obtida de acordo com aicegatescrita por
Sumner (1972) e as regides organizadoras de nasl@ORS) pelo método de Howell e
Black (1980). Os tratamentos com fluorocromos lesgpecificos cromomicinasfe DAPI
foram realizados de acordo com as técnicas deag@lordescritas por Schweizer (1980),

com modificacdes.

Resultados

Os resultados obtidos para as trés espécies ranelaiimero diploide (2n)

igual a 48 cromossomos, entretanto, diferencas fdasiwulas cariotipicas foram
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observadasGymnogeophagus gymnogemysesentou 4m + 44st-a e namero fundamental
(NF) igual a 52 para as populacfes da Barra doifRileeSaco da Alemoa (Figura 1A); e
na populacdo do Gasbmetro, a formula foi de 6m st-d2e NF = 54 (Figura 1B);
Gymnogeophagus labiatuspresentou 4m + 4sm + 40st-a e NF = 56 (Figura @A)
Geophagus brasiliensiésm + 44st-a e NF = 52 (Figura 3A) (Tabela 1).

Uma constricdo secundaria e®. gymnogenydocaliza-se em posicao
intersticial do braco longo do par 3 (st-a) panaopulacdo do Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro, e na regido terminal do braco curto do par(st-a) para a do Gasémetro,
apresentando heteromorfismo de tamanho entre osolbgos (Figura 1 A e B,
respectivamente). Ei®. labiatusa constricdo secundaria localiza-se intersticiateeo
braco curto do maior par do complemento (Figura&mG. brasiliensisno par 6 (st-a)
em regido terminal, visivel em alguns exemplareslisados, sendo observado
heteromorfismo entre os cromossomos homologos @& BA).

Pela impregnacéo por nitrato de prata foram evidedas NORs simples em
Gymnogeophagus labiatu§. gymnogeny¢populacdo do Gasdmetro)@& brasiliensis
com 1 par de marcagdes intersticiais no brago @&tom par metacéntrico para a primeira
espécie (Figura 2B), e terminais no braco curtoude par subtelo-acrocéntrico, com
heteromorfismo de tamanho para as duas ultimaastodincidentes com as constricbes
secundérias (Figura 1D e 3B, respectivamente).

Nos espécimes d8. gymnogenysa populacdo Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro, foi identificado um sistema de NORs mu#§ com variagdo de 2 a 4
cromossomos nucleolares, com marcagdes nas ragideisais do braco curto de um par
subtelo-acrocéntrico (par 9) e intersticiais dagbrpngo do par 3 (st-a), sendo esta ultima
coincidente com a constricdo secundéria e com dratafismo de tamanho entre os

homologos desta regido (Figura 1C) (Tabela 1).
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A coloracdo com o fluorocromo cromomicing Avidenciou, em todas as
espécies, marcacdes fluorescentes coincidenteosa@itios AQNORs e com o DAPI ndo
foram observadas marcacdes fluorescentes, sendo aqueonstricdes secundarias
mostraram-se menos evidentes em algumas espégasald-1 C e D; 2-C e 3-C).

Através da técnica de banda C, a heterocromatinasiealizada distribuida
preferencialmente na regido pericentromeérica damaados cromossomos e com blocos
heterocromaticos correspondentes as constricoesd@tas associados as NORs, exceto
em G. labiatus(Figura 4). O mesmo heteromorfismo visualizado ¢iemsa e prata em

G. gymnogenys G. brasiliensisfoi verificado na banda C.

Tabela 1 - Resumo dos resultados obtidos com os géneros Gyuopbggus e Geophagus no presente
trabalho(2n = namero dipléide, NF = nimero fundamental,ZCSonstricdo Secundaria, NORs = Regides
Organizadoras de Nucléolos, HC = HeterocromatiddAg= Cromomicina A).

Formula

Espécies Localidade 2n o NF Cs NORs HC CMAs
Cariotipica
Saco da Alemoa e Par 3 (i)* Mdltiplas: Par 3 (i) *
Barra do Ribeiro 48 4m+44 sta 52 Par 3 (i) * c Par 9 (0
Gymnogeophagus (RS) Par 9 (t)
gymnogenys
Gasbmetro (RS) 48 6 m + 42 st-a 54par20 (n* _Smples: c Par 20 (t) *
Par 20 (t) *
Saco da Alemoa e . . )
Gymnogeophagus ™ pio Forqueta 48 4m+4sm+4osta 56 pgri(  omPlest ¢ Par 1 ()
labiatus Par 1 (i)
(RS)
Geophagus ~ Saco da Alemoae ,o 4sm + 44 st-a 52 par6 (f) * Simples: C Par 6 (t) *
brasiliensis Gasometro (RS) Par 6 (t) *
Legenda:t = terminal; i = intersticial; C = pericentroméai * = heteromorfismo.
Discussao

As espécies aqui analisadas revelaram numero dgdti® 48 cromossomos,
sendo este observado para todas as espécegnieogeophagus Geophagusnalisadas
até o momento (Feldberg e Bertollo, 1985a; PeiroErdtmann, 1988; Brum et al., 1998,

Vicari et al., 2006; Pires et al., no prelo), beamo para outros géneros da subfamilia
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Geophaginae (Feldberg et al., 2003), entretaneratites nimeros cromossémicos foram
relatados: 2n = 38 enApistogramma borelli(Thompson, 1979) e 2n = 46 em
Apistogramma agassiziA. ortmannj A. steindachnere Dicrossus filamentosu&ahner,
1977, Thompson, 1979), mostrando uma pequena Watade cariotipica nesta
subfamilia.

Feldberg et al. (2003) sugerem que o numero dipld&48 cromossomos &
o basal em ciclideos neotropicais, visto que étifieado na maioria das espécies,
composto em sua maioria por cromossomos do tigg sésultando em um pequeno
namero fundamental.

Apesar de o numero diploide ser conservado nasedifes espécies de
Gymnogeophagus emGeophagus brasiliensiestudadas até o momento, variacoes nas
formulas cariotipicas foram encontradas entre @goiss e dentro da mesma espécie
(Feldberg et al.2003), como as observadas aqui &n gymnogenygpopulacdo do
Gasbmetro) &. labiatus.

Peixoto e Erdtmann (1988) também estudaram as nsess@ecies de
Gymnogeophaguaqui analisadas de outras localidades (bacia doi #gasistema do rio
Tramandai), que também fazem parte do Sistema ¢ta@fioo da Lagoa dos Patos/RS, e
encontraram uma férmula cariotipica de 4m,sm +-d4stNF = 52. Esta constituicao foi
igual apenas a populacdo @e gymnogenydo Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro (Tabela
1). As variacdes cariotipicas encontradas nas éspgcies desGymnogeophagusias
diferentes localidades do sistema hidrografico dgoa dos Patos/RS podem ser devidas a
eventos de rearranjos cromossomicos, do tipo ibesrpericéntricas.

A espécieGeophagus brasiliensig foi analisada por diversos autores e,
apesar do constante 2n = 48, foram observadag@asaa formula cariotipica (Martins et

al., 1995; Brum et al., 1998 e Vicari et al., 2006)onstituicdo cariotipica de 4sm + 44st-
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a, aqui observada e@®. brasiliensis mostrou semelhancas com os trabalhos de Thompson
(1979) e Pires et al. (no prelo).

Kullander (1998) e Fariaset al. (2000) baseados em caracteres
morfologicos e moleculares, respectivamente, prenams que Geophagus brasiliensis”
parece ser um complexo de espécies. Os dados ragtiiges encontrados em revisao feita
por Feldberg et al. (2003), somados aos do pressiielo corroboram estas analises uma
vez que foram observadas variacGes entre as p@aslage 2 a 8 cromossomos do tipo m-
sm, indicando a existéncia de espécies cripticst® mgupo (Brum et al., 1998) ou de que
esta espécie poderia estar em um processo ineeggeciacao.

Um padrao de NORs simples foi detectado@ymnogeophagus labiates
Geophagus brasiliensiseguindo o padréo geral da familia Cichlidae, red ga AQNORs
estdo localizadas nos maiores pares cromossémicosrdplemento, seja do grupo m-sm
ou st-a, correspondendo a um provavel caratergphgsfico para este grupo de peixes
(Feldberg et al., 2003).

Peixoto e Erdtmann (1988) observaram o mesmo p&NORy tipo m
observado neste estudo, &n labiatusda bacia do Jacui e Tramandai/RS, e diferentes
populacdes dé&s. brasiliensis(Vicari et al., 2006; Pires et al., no prelo, entutros)
também apresentaram as NORs simples no grupo Etteetanto, um mosaicismo de
NORs ja foi observado e3. brasiliensisprovenientes da lagoa Rodrigo de Freitas/RJ,
sendo esta a Unica descricdo de NORs multiplasgseaespécie (Brum et al., 1998). O
heteromorfismo de tamanho da NOR também foi visto autras populacdes d@.
brasiliensis sendo confirmado por Vicari et al. (2006) e Peesl. (no prelo), através da
hibridacaoin situ (FISH), resultado da diferenca no nimero de cépéga®PNAr 18S entre

0s cromossomos homélogos .
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Em G. gymnogeny$oi observada uma variabilidade das NORs dentro da
mesma espécie. A populacdo do Gasémetro apreseM@R simples, no par st-a 20, e as
populacdes do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro aptasam NORs multiplas nos pares
st-a 3 e 9, como resumido na tabela 1, indicandoegtas Ultimas apresentam caracteres
mais derivados que a populacdo do Gasdmetro. Adi§umostra que o par 20 @
gymnogenyslo Gasémetro com marcacao terminal da NOR, padwitgnado o par 3 das
populacdes do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro ggsy» marcacao intersticial, através
de uma inversdo pericéntrica, visto que ambos @ssppossuem heteromorfismo de
tamanho das NORs.

Os dados obtidos com o fluorocromo cromomicing iddicam que as
NORs, em todas as espécies, sdo ricas em paressee BC, pois se mostraram CMA
positivas, sendo este o padrao mais encontradamidid Cichlidae. Através do tratamento
com DAPI ndo foi observada nenhuma marcacdo fleergs, indicando que os
cromossomos destas espécies ndo apresentam rega@esm pares de bases AT. Dados
de CMA; e DAPI relatados na literatura existem apenas @arbrasiliensis(Loureiro,
1999; Vicari et al., 2006; Pires et al., no prelo)jos resultados sdo os mesmos aqui
obtidos.

O padrdo de heterocromatina foi semelhante em taasespécies
analisadas, sendo preferencialmente distribuid@gidao pericentromérica da maioria dos
cromossomos, com blocos heterocromaticos corregmbesl as NORs, exceto e
labiatus que apresentou estas regifes banda C negativandmder uma caracteristica
propria da espécie, uma vez que a presenca deotreteratina associada aos cistrons
ribossomais tém sido encontrada em varias espdega familia, tais comBatanoperca

papaterra (Martins et al., 1995),Crenicichla niederleinii (Loureiro et al., 2000),
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Cichlasoma facetun\Vicari et al., 2006)Geophagus brasiliensi@ires et al., no prelo),
entre outros.

Os dados aqui obtidos confirmam q@eophagus brasiliensipossui
caracteristicas citogenéticas bem conservadas lagéioeas demais populacdes estudadas
desta espécie, sendo que as diferencas enconlraskEiam-se principalmente nas formulas
cariotipicas, podendo ser resultado de rearranjogassdmicos, tais como inversoes
pericéntricas, indicando um possivel processodhdeg especiacao.

Entretanto, no géner@ymnogeophagys macroestrutura cariotipica, bem
como a localizacdo das NORs e distribuicdo da betematina, mostrou-se variavel nas
duas espécies aqui analisadas, bem com&egymnogenysde diferentes localidades

que pode indicar uma evolucéo cariotipica maisrgsae neste género.
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Figura 5 — Desenho esquematico mostrando a possivel ocorréncia de inversédo pericéntrica no
par 20 de G. gymnogenys do Gasdmetro, com a NOR em posic¢do terminal, originando o par 3
da populacdo do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro, com a NOR em posigéo intersticial.

Ambos pares cromossémicos apresentam heteromorfismo de tamanho nesta regiéo.
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Primeira Descricdo Citogenética do Género

Australoheros(Cichlidae, Cichlasomatinae)

" Este artigo seré enviado para Neotropical Ichthyalgy.
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Resumo

Foram analisados citogeneticamente 12 exemplare&udtraloherossp. coletados nas
bacias do lago Guaiba/RS e Tramandai/RS. Este @é&oerecentemente separado do
complexo Cichlasomé& facetumatravés de caracteres morfologicos e moleculddss.
dados citogenéticos revelaram um numero dipléided@8ecromossomos, com férmula
cariotipica de 2m + 8sm + 38st-a e NF = 58, com comestricdo secundéria no brago curto
do par 8 (st-a), visivel apenas em algumas prepasads NORs foram evidenciadas em
apenas um par de cromossomos subtelo-acrocéntnaaggido terminal do bracgo curto,
sendo coincidente com a constricdo secundéria vdxzmpela coloragdo convencional. A
heterocromatina mostrou-se distribuida na regidmgromérica na grande maioria dos
cromossomos e nos sitios AgQNORs, sendo observadomemncacéao intersticial no braco
longo de um cromossomo st-a. O tratamento com gMAidenciou marcacdes
fluorescentes, correspondentes as NORs e na regi@mcromatica intersticial; o DAPI se
mostrou negativo nestas mesmas regides, sendo doeabda marcacao intersticial
mostrou-se mais palido, em algumas preparacfesoss@micas. Este estudo mostra a
primeira descricao citogenética do génaustraloherose apresenta dados que corroboram

sua separacgao déichlasoméafacetum

Palavras-Chaves: Australoheros ‘Cichlasoma’ facetum Cichlidae, bandamento

cromossOmico
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Introducao

A familia Cichlidae representa o0 maior e mais diifemado grupo de peixes
entre os Perciformes neotropicais, sendo assimidemasia um dos maiores grupos de
teledsteos, com cerca de 1300 espécies (Moyle & Qeaior, 2000). A maioria das
espécies que compdem esta familia tem ampla digtéib, ocorrendo na América Central
e na América do Sul, sendo encontrados represestagin quase todas as bacias
hidrogréaficas sul-americanas (Nelson, 1994).

Na Bacia do Prata sdo encontradas varias espéeiedclideos, sendo
‘Cichlasoma facetum uma das mais freqlentes, distribuida em quasa &odacia
hidrogréafica formada pelos rios Parana, Paraguaiuguai (Rican & Kullander, 2006).

Rican & Kullander (2006) analisando popula¢gdesCieHlasoma facetum
de diferentes areas, notaram que elas eram fresuente distintas entre si e que
‘Cichlasoma facetum representa taxonomicamente um complexo de espéEmss
autores, separaram uma parte deste grupo atrawssatseres morfolégicos e moleculares
e descreveram um novo género, que passou a charsiaaloheros.

Uma vez que nao existem estudos citogenéticos deste género, 0
presente trabalho teve como objetivo caracterizageneticamentedustraloherossp.,

além de contribuir com mais dados cariotipicos pasabfamilia Cichlasomatinae.

Material e Métodos

Foram analisados 12 exemplares Alestraloherossp., coletados em trés

localidades diferentes, sendo que 5 (3 machosé&mgds) foram do rio Forqueta e 6 (3
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machos e 3 fémeas) do rio Forquetinha, ambos afiseto rio Taquari/RS, e 1 fémea do
rio Maquiné, que pertence a bacia do Tramandai/RS.

As preparacbes cromossémicas foram obtidas de @ouonmh a técnica de
preparacao direta, descrita por Bert@taal. (1978). Os cromossomos foram classificados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e Ilsubteocéntricos (st-a), conforme
Levanet al. (1964), com modificacdes. Os cromossomos metdbmatacéntricos foram
considerados com dois bracos e o0 grupo st-a corbrago para determinacdo do nimero
fundamental (NF).

As regides organizadoras de nucléolos e o padraalistebuicdo da
heterocromatina foram evidenciados segundo ascEsmiropostas por Howell & Black
(1980) e Sumner (1972), respectivamente. Os tratmwecom fluorocromos base
especificos cromomicina ;Ae DAPI foram realizados de acordo com as técndms

coloracao descritas por Schweizer (1980), com rnuadibes.

Resultados e Discussao

Todos os exemplares deustraloherossp., das diferentes localidades,
apresentaram numero diploide de 2n = 48 cromossaronas formula cariotipica de 2m +
8sm + 38st-a e numero fundamental (NF) igual a FH8ufa 1). Foi identificada em
algumas preparacdes, a presenca de constricdodséeieuma regido terminal do braco
curto do par cromossdmico 8 (Figura 1 - box). Nenauiferenca entre os cariotipos de
machos e fémeas foi evidenciada entre os exemplares

O numero dipléide de 48 cromossomos é bastantenado em Cichlidae,

sendo identificado na maioria das espécies da miildaCichlasomatinae, com excecéao de
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Bujurquina vittata Cichlasoma bimaculatumNannacara anomalacom 2n = 44
(Thompson, 1979)Cichlasomasp. (rio Paraguai/MT}Jaru amphiacanthoidesom 2n =
46 (Thompson, 1979)Acaronia nassaCaquetaia kraussiC. spectabilis Cleithracara
maronii com 2n = 50 (Zahner, 1977; Thompson, 19T@¢hlasoma salvincom 2n = 52
(Zahner, 1977; Thompson, 19795gmphysodon aequifasciattem 2n = 60 (Thompson,
1979). A subfamilia Cichlasomatinae € a que aptaseraior variagdo do 2n dentro da
familia Cichlidae, podendo estar ocorrendo procesknfusédo e fissdo (Feldbezgal,
2003) e, no géner8ymphysodoii2n = 60), um possivel evento de poliploidizacamc
perda de cromossomos (Thompson, 1976 e Kornfi®g¥ dpudFeldberget al, 2003).

Neste trabalhoAustraloherossp. apresentou formula cariotipica de 2m +
8sm + 38st-a, semelhante a Gehlasoma facetunestudada por Feldberg & Bertollo
(1985a) e Vicaret al. (2006), quando agrupados 0os cromossomos em m<m {138st-
a), diferenciando-se apenas da estudada por OyHes@mraet al. (1975) que apresentou
8m,sm + 40 st-a.

O tratamento com nitrato de prata revelou um siateien NORs simples,
com os sitios AQNORs localizados na posicéo terhtdloebraco curto, correspondente ao
par 8, sendo coincidente com uma constricdo sedandésivel em algumas preparacdes
(Figura 2 A). Estes resultados obtidos parasthaloherossp. sdo semelhantes aos
encontrados par€ichlasoma facetunpor Feldberg & Bertollo (1985b) e Vicaet al.
(2006), que observaram marcacdes no braco curtondecromossomo do tipo st-a
entretanto, Feldberg & Bertollo (1985b), néo idecdram qual era o par cromossdémico
portador da NOR.

Na subfamilia Cichlasomatinae, como nos Cichlidae geral, com raras
excecdes, o padrdo de NORs simples é o mais eadontfazendo com que esta

caracteristica seja considerada plesiomérfica émgde as NORs multiplas, relatada nesta



subfamilia nos géneraoSaquetaia Cichlasoma Mesonautae Symphysodgncomo pode
ser visto na revisao feita por Feldbetl. (2003).

A coloracdo com o fluorocromo cromomicing ¥evelou, emAustraloheros
sp., marcacdes no brago curto de um cromossomastreidentes com os sitios da NOR,
e com o fluorocromo DAPI, especifico para AT, nama marcacdo fluorescente foi
observada, reforcando que as NORs séo ricas ers garbases GC (Figura 2 B e C,
respectivamente). Este mesmo padrao encontradmparatamentos de CMA DAPI foi
evidenciado por outros autores, como Loureiro (139¥icari et al. (2006), em outras
espécies de cichlasomatideos.

O padrao de distribuicdo da heterocromatina foenkalo, principalmente,
nas regides pericentroméricas de todos os cromassodo complemento, sendo
observadas marcacdes heterocromaticas terminaisidentes aos sitios AQNOR (Figura
2D). A distribuicdo da heterocromatina émstraloherossp. mostrou-se semelhante ao
padrdo geral encontrado em ciclideos e fachlasoma faceturpor Vicariet al. (2006),
onde blocos heterocromaticos estdo praticamerntr@oesas regides pericentroméricas dos
cromossomos e associadas as NORs. Magtired. (1995) e Loureiro (1999) analisando
Cichlasoma paranaensencontraram o mesmo padréo de distribuicdo dadwbmatina.

Em Australoherossp., além do padrdo heterocromético citado, tamfoém
observada heterocromatina intersticial no bragogdomle um cromossomo subtelo-
acrocentrico (Figura 2D), marcacao ndo encontrad&iehlasoma facetupo que pode
indicar uma caracteristica deste género, podendouse marcador citotaxonémico,
diferenciando assimAustraloherossp. deC. facetum grupo do qual o género aqui
estudado foi separado, através de caracteres igidos e moleculares, por Rican &

Kullander (2006).
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O presente estudo relata os primeiros dados ciéiges do género
Australoheros e o0s resultados obtidos indicam um padrdo geral sdafamilia
Cichlasomatinae e familia Cichlidae, reforcandod&ia da evolugcdo cromossdmica

conservativa neste grupo de peixes.
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Figura 1 — Cariotipo deAustraloherossp. com identificacdo do cromossomo portador da

constricdo secundaria (box).
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Figura 2 — Metafases somaticas deaustraloherossp. submetidas aos tratamentos de
impregnacdo por nitrato de prata (A), CMB), DAPI (C) e Banda C (D). As setas
indicam os cromossomos da NOR e as cabecas de se@m®mossomo com a

heterocromatina intersticial.



91

4 CONSIDERACOES FINAIS

1. Todas as espécies analisadas apresentaram um numero dipldide de 48 cromossomos,
caracteristico da familia Cichlidae, entretanto foram encontradas diferengas nas formulas

cariotipicas;

2. As espeécies do género Crenicichla da bacia do rio Paranapanema apresentaram formulas
cariotipicas distintas, sendo que cada populacdo de Crenicichla britskii analisada mostrou

caracteristicas proprias, indicando uma diversidade cariotipica nesta espécie;

3. As espécies C. lepidota e C. maculata do sistema Lagoa dos Patos apresentaram a mesma
férmula cariotipica, diferindo de C. punctata. Em Crenicichla lepidota foi observada a

presenca de cromossomos B, totalmente heterocromaticos;

4. As espécies de Gymnogeophagus apresentaram variagdes intra e interespecificas quanto a
constituicdo cariotipica;

5. Geophagus brasiliensis apresentou cariotipo semelhante a outras populagdes anteriormente
analisadas; neste trabalho foi descrita pela primeira vez a férmula cariotipica de

Australoheros sp., mostrando caracteristicas comuns a subfamilia Cichlasomatinae;

6. Todas as espécies de Crenicichla apresentaram uma constricdo secundaria intersticial no
brago curto do maior par cromossémico, do tipo metacéntrico, considerado caracteristico

do género, com excec¢do de C. britskii do ribeirdo Taquari/PR;

7. Em todas as espécies foi observado um sistema de NORs simples, exceto as espécies C.
britskii do rio Paranapanema e G. gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro que
apresentaram uma variagdo de 2 a 4 cromossomos nucleolares, indicando, portanto, a

ocorréncia de NORs multiplas;

8. As NORs foram coincidentes com as constrigdes secundarias, com excecéo de C. britskii
do rio Paranapanema e G. gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro, que

apresentaram apenas um dos pares da NOR correspondente com a constri¢do secundaria;
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9. Foi observado heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homdlogos nas espécies

10.

11.

12.

13.

14.

C. britskii do rio Paranapanema, C. maculata, G. gymnogenys e G. brasiliensis;

O fluorocromo CMAZ3 evidenciou regides GC ricas correspondentes ao par da NOR em
todas as espécies. Em C. britskii do rio Paranapanema e Australoheros sp. foram também

evidenciadas marca¢des CMAS intersticiais em um outro par de cromossomos;

O fluorocromo DAPI nédo evidenciou marcagdes fluorescentes em nenhuma das espécies;

A heterocromatina mostrou-se distribuida nas regides pericentroméricas e coincidente as
NORs, exceto em G. labiatus e C. britskii do rio Paranapanema que apresentaram os pares
da NOR, o par 1 e o par 6, banda C negativo; nesta Ultima espécie e em Australoheros sp.
foram observadas marcacgdes intersticiais heterocromaticas em um outro par de

Cromossomaos;

Os dados citogenéticos obtidos para as duas populagdes de C. britskii sugerem que esta
espécie pode estar em um processo inicial de especiacao;

Os dados aqui apresentados mostram uma evolucdo cariotipica conservada na familia

Cichlidae, revelando algumas caracteristicas proprias de cada género analisado.
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